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Résumé

Les lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL) ou l'infiltrat inflammatoire, jouent un réle clé
dans les études biologiques et cliniques du cancer. La présence de TIL est connue pour étre un
marqueur pronostique et prédictif de la réponse thérapeutique pour plusieurs tumeurs, y compris
le cancer du sein. L'expression de PD-L1 a également été étudiée comme biomarqueur pour la
réponse a une thérapie innovante, dite d’inhibition de point de contrdle, afin de stimuler la
réponse du systéme immunitaire contre les tumeurs. Seule une faible proportion d’homme

développe un cancer du sein et, donc, fait I'objet de peu d’études de recherche.

Nous avons réalisé une étude rétrospective, dont le but est d’étudier le type de corrélation
entre les niveaux d’infiltration des TILs, I'expression de PD-L1 et les paramétres clinico-
pathologiques. Les niveaux des TILs ont été évalués a partir de coupes colorées a
I'nématoxyline/éosine des tumeurs mammaires males, archivées au laboratoire d'anatomo-
pathologie, et I'expression de PD-L1 a été appréciée par immunohistochimie sur des lames
marquées avec un anticorps anti-PD-L1. La corrélation entre les TILs, I'expression de PD-L1
et les paramétres clinico-pathologiges a été calculée en utilisant le test exact de Fisher et
I'analyse de correspondance multiple (MCA). L'analyse n'a pas montré de corrélation nette entre
les TILs, I'expression de PD-L1 et les parametres cliniques, sauf pour PD-L1, le grade SBR et
la taille tumorale. Les résultats ont également montré que le cancer du sein masculin est peu

immunogene.

Nos résultats indiquent qu'un groupe de patients pourrait probablement bénéficier de

I'immunothérapie qui cible la molécule immunosuppressive PD-L1.

Mots clefs: TIL, cancer du sein, PD-L1, immunohistochimie.
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Abstract

Tumor infiltrating lymphocytes (TIL) or inflammatory infiltrate play a key role in biological
and clinical studies of cancer. The presence of TIL is known to be a prognostic and predictive
biomarker for the therapeutic response for several tumours, including breast cancer. The
expression of PD-L1 has also been studied as a biomarker for the response to an innovative
therapy, called: “Checkpoint blockade” to unleash the immune system response against
tumours. Only a small proportion of men develop breast cancer and, therefore, are the subject
of few research studies.

We performed a retrospective study, the purpose of which is to study the type of correlation
between infiltration levels of TILs, the expression of PD-L1 and clinical-pathological
parameters. TIL levels were evaluated from hematoxylin / eosin stained sections of male
mammary tumours, archived at the pathology laboratory, and PD-L1 expression was assessed
by immunohistochemistry on slides labelled with an anti-PD-L1 antibody. The correlation
between TILs, PD-L1 expression, and clinico-pathological parameters was calculated using the
Fisher exact test and the Multiple Correspondence Analysis (MCA). The analysis did not show
a clear correlation between TILs, PD-L1 expression and clinical parameters, except for PD-L1,
SBR grade and tumor size. The results also showed that male breast cancer is poorly

immunogenic.

Our results indicate that a group of patients could probably benefit from immunotherapy that

targets the immunosuppressive molecule PD-L1.

Key words: TIL, breast cancer, PD-L1, immune system, immunohistochemistry
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Glossaire

Les lymphocytes infiltrant la tumeur ou Iinfiltrat inflammatoire : Cellules
immunitaires mononucléaires, comprennent les différents types des lymphocytes, les

macrophages et les cellules dendritiques (Savas et al., 2016).

Néo-antigenes : Sont des peptides issus d’une mutation non-synonyme conduisant a
un nouvel antigéne, unique a la cellule tumorale, pas un auto-antigene (Savas et al.,
2016).

Immuno-editing : Est un processus qui dépend de l'antigénicité tumorale, ce qui
entraine soi le rejet de la tumeur (phase d'élimination), le contr6le immunitaire de la
croissance résiduelle des cellules tumorales (équilibre) ou I'évasion tumorale du

contréle immunitaire (évasion) (Lussier et Schreiber, 2016).

Lames silanisées : Ce sont des lames a surface adhérente sur lesquelles ont étalent le

silane produit qui empéchent le découlement des tissus étalés sur les lames.

Curage ganglionnaire : Le curage ganglionnaire est une intervention pratiquée pour
enlever une région ganglionnaire. On pratique cette intervention pour retirer des
ganglions lymphatiques qui contiennent des cellules cancéreuses et d’autres ganglions
lymphatiques lorsqu’il y a un risque élevé que le cancer s’y propage. Ce type

d’intervention porte aussi le nom de lymphadénectomie.

Points de controle immunitaire : Les points de contrdle immunitaires sont des
régulateurs négatifs du systeme immunitaire, qui jouent un rdle essentiel dans le
maintien de la tolérance du soi, la prévention de l'auto-immunité et la protection des

tissus contre les dommages collatéraux immuns (Abbas et al., 2017).

Le traitement adjuvant: Peu inclure la chimiothérapie, I'normonothérapie, la
radiothérapie ou la thérapie immunologique. En général, une combinaison de ces
differentes options est administrée. L'objectif du traitement adjuvant est de détruire les
cellules cancereuses résiduelles qui circulent dans le corps, les empéchant ainsi de se

loger dans les organes et de créer des métastases a distance (Savas et al., 2016).
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Le cancer est la premiere cause de décés dans le monde apres les maladies cardiovasculaires
(Ritchie et Roser, 2018). Il résulte d’une prolifération incontrdlée d’un clone cellulaire qui
conduit a la formation d’une masse tumorale et la dissémination dans d’autres organes pour

former des tumeurs secondaires ou métastases (Kumar et al., 2017).

Le cancer du sein est I’un des cancers les plus fréquents chez la femme, pres de 1,7 million
de nouveaux cas sont diagnostiqués a I’échelle mondiale dont 6571 nouveaux cas enregistrés
en Algérie en 2012 (Terki et al., 2015). Ce qui est moins discuté dans ce contexte, c¢’est la part
de I’homme représentant environ 1% des cancers du sein. En Algérie, en 2012, 54 cas d’un

effectif total de 6625 cas de cancer du sein étaient des hommes (Terki et al., 2015).

Le systéeme immunitaire joue un rdle clef contre la survenue du cancer, il implique une
panoplie de cellules et de molécules, qui surveillent et éliminent les cellules cancéreuses.
Cependant, avec I’évolution et I’accumulation de mutations, il arrive que les cellules tumorales
échappent a cette surveillance par des mécanismes tel que 1’expression d’un ligand appelé PD-
L1, ce qui rend ces cellules plus agressives (Murphy et Weaver, 2017). Les cliniciens ont
pensé a évaluer I’infiltrat des cellules immunitaires et le marqueur pronostic PD-L1 et de les
corréler avec les parametres clinico-pathologiques. A partir de cette notion, les chercheurs et
les cliniciens ont développés ce qu’on appelle « le grade immunologique », pour évaluer la
puissance de la réponse immunitaire anti-tumorale représenté par I’infiltration des cellules

immunitaires dans le foyer tumoral (Salgado et al., 2015).

Les différentes corrélations entre 1’infiltrat inflammatoire et les sous-classes moléculaires du
cancer du sein chez la femme sont bien établies, et la normalisation de 1’utilisation de PD-L1
est en cours d’études. Cependant, tout est encore a faire concernant le cancer du sein chez
I’homme, et les études a venir nous permettront, tout comme chez la femme, de savoir si
I’infiltrat inflammatoire et 1’expression du PD-L1 ont une corrélation avec les différents
parameétres clinico-pathologiques.

Pour tenter de répondre a cette question, ne serait-ce que dévoiler modestement un aspect de
cette liaison, il nous a été proposé une étude originale et inédite en Algérie. En effet, nous avons
réalisé une étude retrospective concernant le cancer du sein chez I’homme, en évaluant le
pourcentage de I’infiltrat lymphocytaire, I’expression de PD-L1 et leur relation avec différents

paramétres clinico pathologiques.
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I. Anatomie du sein :

Les seins occupent la partie antéro-supérieure du thorax, de part et d’autre du sternum en
avant des muscles pectoraux, au regard de I’espace compris entre la 3°™ et la 7°™ cote, le

mamelon se situant au niveau de la 9™ vertébre dorsale.

Les seins renferment la glande mammaire, glande exocrine tubulo-alvéolaire composée,
responsable de la production de lait (Catala et al., 2008). La glande mammaire est constituée
d'environ quinze unités glandulaires indépendantes, les lobes mammaires, divises en lobules
par des cloisons conjonctives. Les lobes comportent un systeme de galactophores qui se

terminent par un canal unique débouchant au niveau du mamelon.

I. 1. Configuration externe :
La glande mammaire se développe dans le tissu cellulaire sous-cutané de la paroi

antérolatérale du thorax et comporte 3 zones (Garbay, 1991) :
- Lazone périphérique :

La peau est dans son ensemble lisse et souple ; elle est fine, mobile et glisse facilement sur la
glande ; elle se plisse en donnant de nombreux et fins sillons ; glabre chez la femme et I'enfant,
elle est revétue d'un systéme pileux plus ou moins abondant chez I'nomme surtout pres de la
ligne médiane. Le revétement cutané est typique avec tous ses éléments constitutifs. Sous ce

plan cutané existe un pannicule adipeux plus ou moins développé.
- L'aréole:

C'est un disque assez régulier de 40 a 50 mm de diameétre entourant la base du mamelon avec
lequel elle se continue. Elle est pigmentée, de coloration brunatre, doublée a sa face profonde
par le muscle de I'aréole, elle renferme des glandes sudoripares et des glandes sébacées qui font

saillie a sa face extérieure constituant les tubercules de Morgagni.
- Le mamelon:

Il est place au centre de I'aréole et forme une surélévation cylindrique. De méme coloration
brunatre que I'aréole, il présente a son extrémité une série de petits orifices correspondant a la
terminaison des canaux galactophores. Sa face profonde, comme celle de l'aréole, est doublée

par des fibres musculaires lisses constituant le muscle mamillaire dont la contraction est a
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I'origine du thélotisme ou érection du mamelon. Peu développé chez I'homme et chez la jeune

fille, il s'allonge chez la femme en particulier au cours de la grossesse.

l. 2. Le sein chez la femme :

La glande mammaire se développe des le début de la puberté et constitue une masse de tissu
glandulaire de coloration blanc bleuatre, de forme grossierement circulaire située a la face

antérieure de la partie externe du muscle grand pectoral (Dilhuydy et al., 2001). Elle présente

» Une face postérieure sensiblement plane.

» Une face antérieure convexe, irréguliere, présentant une série de crétes plus ou moins

marquees.

> Une circonférence, trés irréguliére, émettant des prolongements dont un seul est

constant.

l. 3. Le sein chez I'homme :

La glande se réduit a un petit amas glandulaire de coloration blanc grisatre, de forme discoide
située immédiatement en arriére de I'aréole. De consistance fibreuse, elle a néanmoins la méme
structure histologique que la glande adulte et reste susceptible de présenter les mémes lésions
pathologiques. Chez ’homme normal, la glande mammaire est de type infantile ; elle comporte

quelques canaux galactophores trées fins, peu ramifiés (EI Ouahli, 2012) (Figure 1).

I. 4. Histologie de la glande :

Le sein comporte d’avant en arriére le tégument, le tissu conjonctif sous-cutané, le corps
mammaire, renfermant la glande mammaire puis un tissu conjonctif lache permettant au corps
mammaire discoide de glisser en arriére sur le plan musculaire du grand pectoral (Catala et al.,
2008). La glande mammaire est formée, d'une part par des tubes glandulaires ou galactophores,
bordés d'une double couche cellulaire ; interne (cellules épithéliale cylindriques ou cylindro-
cubiques) et externe (cellules myoépithéliales). Le tout est entouré de la membrane basale.
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D'autre part, la glande mammaire est constituée de tissu conjonctif. Ce tissu au moment de la

puberté se différencie en deux tissus :

- Le tissu interstitiel banal qui constitue le support des lobes comportant de nombreux

adipocytes.

- Le tissu conjonctif lache intra-lobulaire ou tissu palléal. La plaque aréolo-mamelonnaire est

tapissée par un épiderme plus ou moins pigmenté. Le derme sous-jacent comporte des annexes

cutanées, un réseau lymphatique bien développé et de nombreux faisceaux musculaires lisses

(Dilhuydy et al., 2001).

Anatomy of the Male Breast

Nipple

Areola

Chest wall
i\
Muscle<—- | |
AW\ Fatty tissue
| ‘
“ ‘ Areola
1 W Nipple
, i Ducts

Figure 1 : Anatomie de la poitrine masculine. Le mamelon et I'aréole sont visibles a
I'extérieur de la poitrine. Les ganglions lymphatiques, les tissus adipeux, les canaux et
d'autres parties de l'intérieur du sein sont également représentés. (Winslow, 2012)
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I1. Cancer du sein :

Le cancer est le résultat d’une prolifération anarchique aboutissant a la formation d’une
masse tumorale qui s’attaque aux tissus sains environnants. Cette masse tumorale peut migrer
a distance et coloniser d’autres tissus donnant naissance a des métastases, conduisant ainsi a la

mort du sujet hote (Perez-Ponce, 2009).

Le cancer du sein est une maladie trés hétérogene, il n’existe pas un type de cancer du sein,
mais plusieurs aux caractéristique différentes (Parisotto, 2011). La grande majorité des cancers
mammaires naissent au niveau des cellules épithéliales. Ils sont appelés carcinomes , et
prennent rarement naissance a partir des éléments conjonctifs de la glande mammaire, appelés

sarcomes (Parisotto, 2011).

L’apparition de métastases constitue 1’'une des complications majeures du cancer du sein
(Gallet, 2006), caractérisées par un tropisme pulmonaire, hépatique, cérébral et osseux
(Vanhecke, 2008).

I1. 1. Epidémiologie du cancer du sein

L'incidence du Cancer du sein masculin varie considérablement selon les régions
géographiques et les groupes ethniques et est en corrélation avec I'incidence du cancer du sein
féminin dans le monde (Kreiter et al., 2014). En effet, la variation mondiale du cancer du sein
masculin ressemble a celle du cancer du sein féminin, avec des taux plus élevés en Amérique

du Nord, en Europe, en Afrique et des taux plus faibles en Asie (Kreiter et al., 2014).

L'apparition du cancer du sein chez les hommes a lieu vers I’age de 60, soit environ 10 ans
de plus que chez les femmes. Dans la base de données du SEER (Les données du programme
de Surveillance, Epidémiologie et Résultats), les ages medians au diagnostic étaient
respectivement de 68 et 61 ans chez les hommes et les femmes. Les différences dans les taux
d'incidence et les tendances temporelles entre les hommes et les femmes peuvent refléter des
différences liées au sexe dans les facteurs de risque et / ou différents mécanismes pathogéniques
sous-jacents. D'un autre cO6té, la corrélation entre les incidences masculines et féminines du
cancer du sein indique I'existence de facteurs de risque communs pour le cancer du sein dans

les deux sexes (Speirs et Shaaban, 2009).
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En Algérie, I’incidence brute du cancer du sein était évaluée a 50,8 pour 100 000 femmes en
2006 ; chez I’homme, ou cette localisation reste trés rare, I’incidence brute était de 1,1 pour

100 000 hommes. (Terki et al., 2015) .

Il. 2. Facteurs de risque

Les facteurs de risque liés au cancer du sein comprennent le sexe, I’age, les facteurs

génetiques, hormonaux et environnementaux (Tableau 1).

v’ Lesexe:

Il est a noté que 99% des cancers du sein touchent les femmes (Kreiter et al., 2014),il est
moins fréquent chez I’homme (Kreiter et al., 2014), il représente moins de 1% de tous les

cancers du sein (Kreiter et al., 2014).
v Age:

La fréquence relative du cancer du sein augmente avec 1’age, on estime que 1'age médian au
diagnostic du cancer du sein chez les hommes est de 67 ans. Les taux les plus élevés de maladie
métastatique au moment du diagnostic ont été rapportés en 1’Afrique du Nord (Fentiman,
2011).

v Facteur génétique :

Il existe des génes de prédispositions majeures comme BRCA1 ou BRCAZ2, localisées
respectivement sur les chromosomes 17 et 13 et qui représentent de 10% des cancers du sein
dits familiaux. De plus, les génes CHEK2 et PALB2 (Falchetti et al., 2008), tous deux
fonctionnellement apparentés a BRCAL et BRCA2 dans les voies de répartition de L’ ADN,
jouent également un rdle dans la susceptibilité au cancer du sein masculin. Un certain nombre
de Polymorphismes mononucléotidiques (SNP) sont indiqués comme étant des alléles de faible
pénétrance dans la prédisposition génétique au cancer du sein masculin (Ottini et Capalbo,
2017).
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v Facteurs hormonaux :

La cancer du sein masculin est reconnue comme étant une malignité hormono-dépendante, et
elle est largement acceptée comme une maladie entrainée par les cestrogenes, spécifiquement
lice a I'nyperoestrogenie (Falchetti et al., 2008). Les troubles cliniques associés a un rapport
cestrogene / androgene déséquilibré qui entralnent une exposition anormale aux cestrogenes
représentent un risque majeur. Les hommes atteints du syndrome de Klinefelter, une maladie
congeénitale caractérisée par un caryotype 47 XXY et des niveaux élevés d'cestrogenes et de
faibles niveaux de testostérone, ont été augmentés de 20 a 50 fois le risque de cancer du sein
masculin (Brinton et al., 2015). D'autres affections médicales liées a des hormones endogenes
altérées comme le diabéte, l'orchite, la cryptorchidie et la gynécomastie peuvent avoir une

influence sur le risque de cancer du sein masculin (Brinton, 2011).

En outre, la maladie du foie, conduisant a I'hyperoestrogénie, est apparue comme un
prédicteur significatif du risque de cancer du sein masculin, en particulier chez les hommes
noirs (Brinton, 2011). Des conditions augmentant I'exposition aux cestrogénes ou diminuant
I'exposition aux androgénes, telles que l'utilisation a long terme d'antiandrogénes et
d'cestrogenes dans le traitement du cancer de la prostate, 'administration exogene d'cestrogénes
aux transsexuels ou l'abus de stéroides pour des performances physiques ont également été
impliqués comme étant des facteurs causatifs du cancer du sein masculin (Coard et
McCartney, 2004 ; Karamanakos et al., 2004). Des risques élevés de cancer du sein masculin
ont également été associes a d'autres conditions associées a des hormones endogenes altérés,
avec l'association la plus cohérente étant observée avec I'obésité (Popovic et Popovic, 2016).
L'obésité est associée a un risque accru de cancer du sein féminin post-ménopausique,
vraisemblablement par la conversion périphérique des androgenes en cestrogenes. Chez les
hommes, I'obésité est associée a la fois a une diminution des niveaux de testostérone et de
globuline liant les hormones sexuelles, ainsi qu’une augmentation des taux d'cestrogénes

(Ferzoco et Ruddy, 2016), conduisant ainsi a une plus grande biodisponibilité des cestrogénes.

v' Facteurs environnementaux et mode de vie :

Les rayonnements ionisants, l'exposition professionnelle a la chaleur et le rayonnement
électromagnétique ont été considérés comme des cofacteurs causaux possibles dans I'étiologie
du cancer du sein masculin (Fawcett et al., 2002). Des indices supplémentaires de I'importance

potentielle d'autres expositions professionnelles proviennent d'études montrant des risques
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élevés de cancer du sein chez les hommes exposés aux hydrocarbures aromatiques
polycycliques Certains facteurs liés au mode de vie ont également été impliqués dans I'étiologie,
y compris I'exposition a l'alcool et au tabac, bien que les résultats aient varié d'une enquéte a

l'autre (Fentiman, 2011).

Tableau I: Facteurs de risque pour le cancer du sein masculin. (Ottini et Capalbo (2017).

Facteurs de

risque Génétiques Hormonaux Environnementaux

Augmentation de

Antécédents familiaux I'exposition aux
de cancer du sein cestrogenes
i Déficience en Radiation
Bien etabli BRCAL/BRCA2 testostérone
Syndrome de
Klinefelter’s Maladie testiculaire
CHEK2 Obésité Chaleur
Possible PALB2 Diabétes Champs électromagnétiques
Hydrocarbures aromatiques
SNPs Dommages au foie polycycliques
Syndrome de Cowden
_ Alcool
Soupconnée Gynécomastie
Syndrome de Lynch Tabac

I11. Classification du cancer du sein :

I11. 1. Classification histologique :

v" Le carcinome canalaire infiltrant :

Il représente 70 a 80% des cancers du sein diagnostiqués, il peut avoir trois types
architecturaux : bien différencié avec des structures tubulaires prédominantes, moyennement

différencié et indifférencié avec absence de structure glandulaire (Lecomte, 2009).

v" Le carcinome lobulaire infiltrant :
10
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Il représente 5% des cancers mammaires, il a une tendance a la bilatéralité et a la multicentricité,
il se caractérise par des cellules tumorales réguliéres, disposés en file indienne infiltrant le tissu

mammaire sans le désorganiser (Lecomte, 2009).
v Le carcinome apocrine :

Le carcinome apocrine du sein est un cancer du sein primitif rare caractérisé par une
morphologie apocrine, un profil de récepteur d'cestrogéne négatif et un récepteur d'androgéne
positif avec une surexpression fréquente de la protéine Her-2 / neu (~ 30%) (Vranic et al.,
2017) .

v Carcinome micropapillaire infiltrant :

Le carcinome micropapillaire infiltrant du sein est une variété rare de carcinomes canalaires
invasifs caractérisée par un aspect histologique unique et une incidence extrémement élevée de
métastases ganglionnaires lymphatiques (95 %). Les carcinomes avec un aspect histologique
de CMI montrent une invasion massive en nids épithéliaux entourés d’un espace clair au sein

d’un stroma fibreux (Bekarsabein et al., 2010).
v’ Carcinome papillaire infiltrant :

Le carcinome papillaire du sein constitue 0,5% a 1% de tous les cancers du sein. Il peut étre
localisé ou diffus. En comparaison avec le carcinome papillaire intracystique, le carcinome
papillaire solide est présenté par la production de mucine présentant des caractéristiques

neuroendocriniennes, et est généralement multinodulaire (Ingle et al., 2016).
v/ Carcinome métaplasique :

Selon I’ 1'0Organisation mondiale de la Santé¢ (OMS), le carcinome métaplasique est un groupe
hétérogene de tumeurs constituées, soit d’un seul contingent, soit de deux. Ces contingents

peuvent étre d’aspect fusiforme ou épidermoide (Marangoni et al., 2007).

11
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v Autre tumeurs malignes :

Elles représentent moins de 1% de toutes les tumeurs malignes du sein, comportant les sarcomes
phyllodes, les sarcomes mésenchymateux, les angiosacromes, les lymphomes malins non

hodgkiniens primitifs du sein (Lecomte, 2009).

I11. 2. Classification moléculaire du cancer du sein

De nouvelles technologies d’analyse moléculaire des tumeurs, comme la technique des
puces a ADN, ont permis d’étudier a grande échelle leur profil d’expression génique ; Ce qui a
contribué a identifier différents sous-types moléculaires de cancer du sein (Gisselbrecht et al.,
2008), le profil luminal, HER2, normal like, basal.

v" Profil luminal :

Il concerne les patientes ayant une réceptivité hormonale importante et exprimant les
cytokeératines luminales 8, 18 et 19 et le géne GATAS. Il est scindé en deux catégories A et B
(Namer et al., 2011). Les tumeurs luminales A sont des tumeurs exprimant les récepteurs
hormonaux trés hormonosensibles, faiblement proliférantes, pouvant bénéficier d’une
hormonothérapie seule (Namer et al., 2011). Pour le sous-groupe luminal B, les récepteurs
hormonaux ont un score Allred (Figure 1, Annexe I). de positivité plus faible, un index de
prolifération élevé (Ki67), et présentent des amplifications ou des mutations de certains génes
comme P53 (Namer et al.,, 2011), ces tumeurs luminales B doivent bénéficier d’une

hormonothérapie et d’une chimiothérapie.
v Profil HER2

Dans ce profil, les tumeurs surexpriment HER (Robert, 2006), en raison de son amplification
génique, et ce type de tumeurs présentent une expression négative aux récepteurs
hormonaux. les patients dont leurs tumeurs appartiennent au profil HER2 benéficient du
traitement ciblé trastuzumab, qui est un anticorps monoclonal humanisé recombinant, dirigé

contre le récepteur HER2

12
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v Profil Triple négtif :

C’est une tumeur n’exprimant ni les récepteurs hormonaux RE et RP ni HER, elle est dite triple
négative, certaines expriment une partie des marqueurs basaux soit des cytokératines 5/6, 17
EGFR, C-kit et sont en général mutée pour P53 (Namer et al., 2011). Des traitements pour les
tumeurs basal-like sont en cours de test comme les anti-angiogéniques ou les traitements ciblant

le récepteur de I’EGF appelé aussi HER1.

I11. 3. Facteurs pronostics :
I11. 3.1 Facteur clinque :

La classification TNM est une classification clinique qui évalue la taille de la tumeur (T), la
palpation d’un ou de plusieurs ganglions suspects ou envahis (N) et la présence clinique de
métastases (M) ) (Mignotte, 2011) (Tableau I, Annexe I). D’une fagon générale, on associe a
ces trois lettres des chiffres dont la valeur augmente avec la gravité. Ces chiffres varient de 0 a
4 pourleT,de0Oa3pourleN,et0oulpourle M (Puddu et Tafforeau, 2005).

I11. 3. 2. Facteurs anatomopathologiques :

v/ Statut histologique des ganglions axillaires

Le statut ganglionnaire axillaire est un des facteurs pronostics le plus important dans la prise en
charge des cancers du sein, ayant un rdle pronostic capital (Coutant et al., 2009). Il est le facteur
le plus puissant, prédictif de survenue de métastase, il est corrélé a un pronostic défavorable
(Carter et al., 1989) car la survie décroit en fonction de ’augmentation du nombre des
ganglions axillaires envahis. Apprécier le statut ganglionnaire repose sur 1’analyse
anatomopathologique. Il faut un minimum de dix ganglions prélevés dans le curage

ganglionnaire (Hassani et al., 2009).
v Tailles de la tumeur :

Il est établi que la taille de la tumeur représente un élément pronostic fondamental, le risque
métastasique croit de fagon linéaire avec elle. Plus la taille tumorale est importante, plus le
pronostic est défavorable (Lecomte, 2009). On retrouve 66% de survie a 10 ans pour une tumeur
comprise entre 20 a 50 mm de diametre contre 79% pour une tumeur moins de 10 mm

(Mignotte, 2011). Ce facteur intervient aussi dans le choix du traitement locorégional,
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mastectomie ou tumorectomie et dans le choix de la chimiothérapie néoajuvante pour les

tumeurs de plus de 3 cm.
v Types histologiques de la tumeur :

Le type histologique est un facteur pronostic important pour le cancer du sein. Certains types
particuliers de carcinomes mammaires, tubulaire et mucoide, comportent un meilleur pronostic

que les formes les plus fréquentes, canalaire et lobulaire (Stevens et Lowe, 1997).
v Grade histopathologique de la tumeur :

Il existe deux grades histopronostiques : le grade de Scarff-Bloom et Richardson (SBR) ou le
grade Elston et Ellis (EE). Ils comprennent trois grades I, II ou III, obtenus par I’addition de
trois critéres : architecture, atypies cytonucléaires et nombre de mitoses. Les trois criteres sont
cotés de 1 a 3. La définition des grades est la méme pour le SBR et I’EE (Tableau I, annexe

N:

- Score total de 3, 4 ou 5 : grade | ;

- Score total de 6 ou 7 : grade 11 ;

- Score total de 8 ou plus : grade IlI.
v' Compte mitotique :

Le compte des mitoses a une valeur déterminante dans le diagnostic (Stevens et Lowe, 1997),
c’est I'un des importants facteurs pronostiques et prédictifs (Buhmeida et al., 2011), qui
augurent de la réponse aux thérapies anticancéreuses systématiques (Medri et al., 2003).
D’apres Baal et al, la sélection des figures de mitose est selon trois critéres : I’absence
d’enveloppe nucléaire, extensions chevelues du matériel nucléaire et finalement, le cytoplasme
est pourpre ou bleuté de dimensions supérieurs a celle du cytoplasme d’une cellule
interphasique. Un grand nombre de mitoses est associé a une probabilité plus élevée de

développer es métastases distantes et a une survie plus courte (Medri et al., 2003).
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v Les emboles vasculaires prétumoraux :

Les cellules tumorales se fixent a la paroi des capillaires a faible flux sanguin, et forment des
agrégats ou emboles cellulaires, leur comptage doit étre réalisé en périphérie des tumeurs sans
apport de I’immunohistochimie (IHC). La présence d’emboles vasculaires est un facteur
pronostique reconnu en particulier pour les patients N- , et ¢’est un facteur indépendant pour
prédire les rechutes métastasique et la survie globale, concernant les patients N+, ¢’est facteur
indépendant pour la prédiction des récidives locales (Hassani et al., 2009), la présence

d’emboles vasculaires ou lymphatiques est de mauvais pronostic (Garbin et al., 1994).

I11. 3. 3. Facteurs biologique :

v" Récepteur hormonaux :

Les cellules mammaires sont hormono-dépandantes, les cellules tumorales expriment ces
récepteurs ou perdent cette expression. Les récepteurs hormonaux sont de deux types, les
récepteurs d’cestrogénes (RE), et les récepteurs de la progestérone (RP) (Hachana, 2009). La
présence de RE et de RP permet de prédire la réponse aux traitements hormonaux (Puddu et
Tafforeau, 2005). Ainsi la réponse a I’hormonothérapie est de 50 a 60% pour les tumeurs RE+
contre 80% pour les tumeurs RE+ et RP+ (Osborne et al., 1980). Il existe plusieurs méthodes
de dosage de ces récepteurs, mais la technique de référence est I’immunohistochimie

(Hachana, 2009).

v' Récepteur du facteur de croissance épidermique humain (HER, HER2-neu et
ErB2)

HER?2 est un facteur pronostic et prédictif important dans le cancer du sein, il est surexprimé
dans environ 15-20% des cancers du sein invasifs (Shah et Chen, 2011). HER2-neu est un
récepteur transmembranaire de type tyrosine Kinase, stimulé par le facteur de croissance
épidermique (EGF) , régulant la croissance et la division des cellules normales (Bronchud et
al., 2000). Il est impliqué dans la tumorogenése mammaire et intervient dans la croissance
agressive de la tumeur et sa métastase (Korkaya et al., 2008). HER2-neu appartient a la famille
des récepteurs du facteur de croissance épidermique, il est code par le gene c-erbB2 localisé
en 179g21(Popescu et al., 1989). L’évaluation du statut HER-2 par immunhistochimie (IHC)
est pratiquée sur tous les cas de cancer du sein invasif. La technique d’hybridation fluorescente

in situ (FISH) est considérée comme la technique de référence pour la détection de
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I’amplification du gene HER-2 pour les cas équivoques en IHC (score 2+) (Akhdar et al.,
2011).

v' Le marqueur de prolifération Ki67 :

L'antigene Ki67, est une protéine nucléaire Il est présent pendant toutes les phases actives
du cycle cellulaire (G1, S, G2 et M), mais absent dans la phase (G0). Dans les phases
ultérieures de la mitose (pendant lI'anaphase et la télophase), une forte diminution des
niveaux de Ki67 se produit. L'expression de la protéine Ki67 est associée a l'activité
proliférative des populations cellulaires intrinséques dans les tumeurs malignes, permettant
de l'utiliser comme marqueur de l'agressivité tumorale (Li et al., 2015). L’évaluation du
pourcentage de cellules marquées par IHC est donc un marqueur de la prolifération et aussi
un facteur de mauvais pronostic (Urruticoechea et al., 2005)

v' Laprotéine P53 :

La phosphoprotéine P53 issue du gene suppresseur de tumeur P53 joue un réle important dans
les mécanismes de contrdle de la progression du cycle cellulaire, de la réparation de I’ADN, de
la survie ou de I’induction de la mort cellulaire (Raymond, 2009). Elle confére aussi une
sensibilité des cellules cancéreuses a la radio-hormonothérapie. La P53 est devenue une cible
des médicaments anticancéreux, qui ’activent dans les cellules cancéreuses pour les tuer ou
I’inactivent temporairement dans les cellules normales afin de les protéger de la radio-
hormonothérapie (Wang et Sun, 2010). Le gene de la P53 est situé sur le bras court du
chromosome 17 (17p13) (Biddles, 2005), I’inactivation mutationnelle de ce gardien du génome

est I’événement le plus fréquemment trouvé dans plus de 50% des cancers humains (Wang et
Sun, 2010).
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IV. Stroma tumoral et P’infiltrat inflammatoire:

IV.1 Stroma tumoral:
Toutes les tumeurs, bénignes et malignes, ont deux composants fondamentaux: (1) le

parenchyme, constitué de cellules néoplasiques ou transformees, et (2) le soutien, le stroma
non-néoplasique, formeé de tissu conjonctif, vaisseaux sanguins, et les cellules inflammatoires.
Le stroma est crucial a la croissance tumorale, en assurant un apport sanguin continu et en
fournissant un support pour la croissance des cellules parenchymateuses. 1l a été évoqué des
interactions entre les cellules du stroma et les cellules néoplasiques qui influenceraient la

croissance tumorale (Kumar et al., 2017).

V.2 Infiltrat inflammatoire:
Les lymphocytes infiltrant les tumeurs (TILs) sont des cellules immunitaires mononucléaires

qui comportent un mélange complexe de différents sous-types lymphocytaires, dominés par les
lymphocytes T. Les proportions en lymphocytes B, NK et macrophages sont moins importantes.
Toutes ces cellules infiltrant les tissus tumoraux ont été décrits dans la plupart des tumeurs
solides, notamment le cancer du sein, le cancer du célon, le cancer du col de l'utérus, le

mélanome et le cancer du poumon (Hendry et al., 2017; Savas et al., 2016) (Figure 2).

Des études cliniques sur le cancer, rapportent que la fréquence des TILs est corrélée a une

régression tumorale. Le type de cellules infltrantes peut avoir plus de pouvoir pronostique que
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Figure 2 : Représentation schématique des différents types de cellules
immunitaires et leur distribution au sein du foyer tumoral. TIL: Tumour Infiltrating
Lymphocytes, MEC: Matrice Extra-Cellulaire, NK: Natural Killer (Schéma original).
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la classification anatomopathologique de la tumeur en question. En général, une fréquence
élevée de cellules T CD8+, et parfois un rapport élevé de LTC (Lymphocyte T Cytotoxique), T
reg (T régulateur) ou Thl (T helper 1), Th2 (T helper 2) est associée a une survie accrue
(Thorsson et al., 2018; Owen et al,. 2013). Dans les TILs, nous retrouvons les TILs du
compartiment stromal et les TILs intratumoraux. Ces derniers s'infiltrent au cceur ou dans les «

nids » des cellules tumorales avec lesquelles ils sont en contact direct.

V. Immunologie du cancer :
Plusieurs études ont prouvé que le systeme immunitaire jouait un role clé dans la biologie

du cancer et qu’il conditionnerait les résultats thérapeutiques. Le systéme immunitaire élimine
les cellules cancéreuses les plus immunogénes mais entraine aussi I'émergence de cellules

cancéreuses moins immunogenes capables d'échapper a cette réponse.

Un probléme majeur se pose concernant le cancer est que le systtme immunitaire a des
difficultés considérables a développer des réponses immunitaires robustes et / ou durables
contre de telles entités. En effet, la majorité des cancers surviennent tard dans la vie alors que
les agents infectieux constituent une menace des la naissance, cet état de fait justifie une
meilleure reconnaissance du non-soi par notre systéme immunitaire comparé au soi altéré
(Enzler et al., 2003). L'infection est une pression sélective beaucoup plus puissante, du point
de vue génétique, que le cancer, car ce dernier ne nous empéche généralement pas d'assurer la
livraison réussie de nos genes a la génération suivante. Il est donc compréhensible que notre
systeme immunitaire ait évolué pour se concentrer davantage sur I'infection que sur la mutation

comme une menace a notre survie a long terme (Delves et al., 2017).

Parce que les tumeurs sont autonomes et ne sont généralement pas associées a des agents
infectieux, les cellules cancéreuses possedent peu de PAMP, molécules a I'origine de
I’activation d’une réaction immunitaire robuste. Ainsi, bien que les processus mutationnels
associes au développement du cancer générent fréquemment des néoantigenes qui, en principe,
peuvent déclencher I’activation des lymphocytes T, en pratique ces réponses sont fortement
atténuees en raison des mécanismes de tolérance centrale et periphérique qui visent a diminuer

le risque auto-immun (Delves el al., 2017).

Cette notion d’immunodéficience, relative a un manque de PAMPs, molécules fournissant
des « signaux de danger » et declenchant des réponses immunitaires, fut renforcée par des
études rapportant des résultats probants. En effet, on suppose géneralement que le microbiote

humain détermine le seuil de la réponse immunitaire, agissant ainsi comme un adjuvant (Routy
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et al., 2017). Un travail récent fournit une indication indirecte en faveur de I'nypothese selon
laquelle les antigenes associés aux tumeurs qui déterminent le pronostic a long terme des
patients atteints de cancer sont ceux qui ressemblent a des peptides infectieux d'origine
pathogene (plutdt qu'allergenes ou apparentés au soi) (Balachandran et al., 2017). Par
conséquent, une hypothese spéculative, mais non prouvée, postulerait que les réactivités
croisées entre les antigénes microbiens et les antigénes associés a la tumeur pourraient fortifier

les réponses immunitaires antinéoplasiques (Kroemer et Zitvogel, 2018).

V.1 Immunosurveillance :
Les cellules de I’organisme sont maintenues sous une surveillance immunologique continue,

de sorte qu'un soi altéré avec un potentiel néoplasique puisse étre identifié et éliminé bien avant
qu'il ne devient cliniqguement apparent (Schreiber et al., 2011; Burnet, 1957). La réponse anti-
tumorale est initiée par les cellules NK (Natural Killer) qui reconnaissent des molécules de
stress associées au MIC-A sur les cellules néoplasiques (cancéreuses) par le leur récepteur
activateur NKG2D. En absence de CMH de classe | (CMH 1) a la surface des cellules
néoplasiques, les NK sont activées et éliminent ces cellules du soi altérées par cytotoxicité ou
via leur liaison aux ligands TRAIL et au récepteur FASR exprimés par les cellules néoplasiques.
Les cellules NKT (appelées aussi NKT invariants) contribuent dans la réponse anti-tumorale
majoritairement par la sécrétion de cytokines suite a la reconnaissance des antigénes
glycolipidiques chargés sur le CD1d sur les cellules cancéreuses par le TCR semi-invariant
(Owen et al., 2013). Les NK jouent un role majeur dans I’immunité anti-tumorale par le
recrutement des cellules dendritiques spécifiques dites « conventionnelles » (CDcl BATF3),
via la sécrétion de I’interféron de type I et les chimiokines CCL5 et XCL1 (Bottcher et al.,
2018). Ces dernicéres, captent les antigénes tumoraux dans le foyer tumoral et sous I’effet de la
stimulation cytokiniques et des signaux de danger (filaments d’actine...), subissent une
maturation et migrent vers le ganglion drainant la tumeur pour présenter les néoantigenes via
le CMH I aux T CD 8" naifs (Spranger et Gajewski, 2018; Broz et al., 2014; Ahrens et al.,
2012). Les lymphocytes T CD8+ activé se différentient en lymphocytes T Cytotoxiques (LTC)
qui migrent vers le microenvironnement tumoral enflammeé. Cette migration est dépendante de
la réponse du récepteurs CXCR3 aux chimiokines CXCL9 et CXCL10. Les LTC éliminent les
cellules cancéreuses par cytotoxicité et induisent 1’apoptose (Mikucki et al., 2015). Les
lymphocytes Th 1 et les macrophages M1 contribuent aussi a cette réponse par la sécrétion du

TNF-a, ’interféron de type 1 et 2 respectivement (Teng et al., 2015) (Figure 2).
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V.2 Immunoediting:
Au cours des années 90, les résultats de nombreuses études utilisant des modeles animaux

de cancer induits chimiquement, ont permis aux chercheurs dans ce domaine de constater que
les tumeurs qui se développent dans un environnement immunodéficient sont plus
immunogeénes (tumeurs non éditées) que celles qui apparaissent dans un environnement
immunocompétent (tumeurs éditées). Ces observations ont conduit a l'idée que le systeme
immunitaire exerce une influence dynamique sur le cancer, en inhibant les cellules tumorales
mais aussi en les modelant dans un processus de sélection darwinien: celles qui survivent
échappent facilement a la réponse immunitaire et ont un avantage de survie. L’hypothése qui
résume ces observations est appelée : « Immunoediting ». Les trois phases actuellement
proposées dans le concept d'immunoediting sont I'élimination, I'équilibre et I'échappement
(Mittal et al., 2014).

V. 2. 1. Elimination :
La premiére phase, I'élimination, est la vision traditionnelle du systeme immunitaire en tant

qu'acteur majeur dans l'identification et la destruction des cellules cancéreuses nouvellement

formées qui sont les plus immunogénes (Teng et al., 2015).

V.2.2 Equilibre :
L'équilibre est la deuxieme phase proposée, caractérisée par un état d'équilibre entre la

destruction et la survie d'un petit nombre de cellules néoplasiques qui sont moins immunogenes
et subissent des processus mutationnels. De nombreuses données cliniques suggérent
maintenant que la phase 2 peut se poursuivre jusqu'a des dizaines d'années apres I'apparition
d'une tumeur. Cependant, identifier les cellules transformées résiduelles et les cibler au cours
de cette fenétre est difficile a cause de la « résistance adaptative » subit par ces cellules (Owen
et al., 2013; Wilkie et Hahnfeldt, 2013).

V. 2. 3. Echappement :
L'échappement (ou I’évasion) est la phase finale de I’'immunoediting, elle débute lorsque les

cellules tumorales résiduelles les plus agressives et les moins immunogenes commencent a se
développer et a se propager. La plupart des études de recherche fondamentale ont porté sur le
réle du systeme immunitaire dans la phase d'élimination, ou les processus innés et adaptatifs
qui identifient et ciblent les cellules transformées pour la destruction, finissent par donner un
« coup-de-main » a la tumeur et prépareront parfois le terrain pour les phases d'equilibre et

d'échappement (Owen et al., 2013) (Figure 3). Les cellules cancéreuses utilisent diverses
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stratégies d’échappement au systéme immunitaire et établissent des points de controle

immunitaires (Immune checkpoints) (Tableau I1).

v Exploitation des ligands inhibiteurs:

Les cellules tumorales détournent les voies physiologiques utilisées par 1’organisme pour
maintenir la tolérance ou limiter la réponse immunitaire, telle que la voie du CTLA-4 et du PD-
1/PD-L1. Les lymphocytes T régulateurs (T reg) qu’on retrouve dans le MET peuvent inhiber
les LTC via I’interaction de leur CTLA-4 avec les molécules de costimulation CD80/86
exprimées par les CPA. Les CD peuvent aussi inhiber la différentiation des CTL en exprimant
le CTLA-4 ala place du CD80/86 et les LTC eux-mémes peuvent exprimer le CTLA-4 (Abbas
et al., 2017; Delves et al., 2017). En outre, les cellules tumorales peuvent inhiber les LTC
directement par I’expression du PD-L1, ligand du récepteur PD-1, qu’on retrouve chez les LTC.
Le PD-L1 est exprimé aussi chez les lymphocytes T et B, les CD, les macrophages et d’autres
cellules non-immunitaires (Sharpe et Pauken, 2018). La signalisation de PD-L1/PD-1 inhibe
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Figure 3: L’initiation de la réponse immunitaire anti-tumorale et les trois phases de I’immuno-editing.
cDC1: Cellule dendritique conventionnelle de type, Th: T helper, T reg: T régulateur, CTL: Cellule T
Cytotoxique, PD-1: Programed cell Death receptor-1, MDSC: Myeloid Derived Suppresseur Cells, VEGF:
Vascular Endothelial Growth Factor, TGF-f: Transforming Growth Factor-p (Schéma original).
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I’activation et les fonctions effectrices des LTC via la molécule SHP2 (protéine tyrosine

phosphatase). Cette derniére antagonise la signalisation des complexes formés par le TCR et le

CD28, nécessaires a I’activation, la prolifération et la différenciation des lymphocytes T

(Sharpe et Pauken, 2018) (Figure 4). L’oncogéne myc régule positivement le PD-L1 (Casey

et al., 2016) et les cellules tumorales le stabilisent par glycosylation (C. W. Li et al., 2016). Les

IFN de type 1 et 2 stimulent I’expression de PD-L1 ce qui soutient le concept de « la résistance

adaptative » dans les tumeurs (Sharpe et Pauken, 2018). En général, I’axe de PD-1/PD-L1 est

une cible thérapeutique idéale.
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Figure 4 : Signalisation du I’axe PD-1/PD-L1. (Sharp et al., 2018).
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Tableau Il : Les différents mécanismes d’évasion utilisés par les cellules tumorales.

Mécanisme Effecteurs

de I’expression du CMH I et la
diminution de la charge mutationnelle

Recrutement des cellules immuno-
modulatrices et la manipulation des cellules
du stroma :

Sécreétion des cytokines immunosuppressives

Manipulation du métabolisme des cellules
effectrices:

Les Mutations ou la répression épigénétique du
loci du CMH 1, la voie de I’expression des
antigenes tumoraux ou les protéines de la
signalisation interféronique (Dupage et al.,
2012; Gajewski et al., 2011; Dunn et al., 2006;
Kaplan et al., 1998).

Le recrutement des T reg, MDSC, les
macrophages M2 et Th2 (Abbas et al., 2017).

La manipulation des fibroblastes pour jouer un
role immunosuppresseur (Lakins et al., 2018).

Les mutations des genes suppresseurs de la
tumeur diminuent le recrutement des cellules
dendritiques et les NK (Spranger et al., 2015;
lannello et al., 2013).

TGF-B, IL-10, IL-4, VEGF et prostaglandine E2
(Bottcher et al., 2018; Delves et al, 2017).

Déplétion des acides aminés par des enzymes
cataboliques telles que: IDO1, TDO et I’arginase
(Delves et al., 2017; Munn, 2006).

Le catabolisme du I’ATP (immunostimulateur)
en adénosine (immunosuppresseur) par les
ectoenzymes CD39 et CD73 (Molinier-Frenkel
et Castellano, 2017).

La sécretion de la lactate qui va diminuer le pH
et créer un environnement acidique qui va
entraver les fonctions effectrices des LTC
(Fischer et al., 2007).

La nécrose des cellules tumorales libére le
potassium qui peut inhiber les LT effecteurs et
induit les Treg (Eil et al., 2016).

IDO1: Indoleamine 2,3-dioxigenase 1, TDO: Tryptophan 2,3-dioxygenase,
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IV. 3. Inflammation et phénotype inflammatoire du cancer :
L'inflammation influence le développement d’une tumeur a tous les niveaux ; l'initiation, la

progression, les métastases et la réponse au traitement anti-cancer (Coussens et al., 2013;
Hanahan et Coussens, 2012). En effet, I'inflammation est associée au stress oxydatif et a la
libération d'especes réactives de I'oxygene (comme les radicaux hydroxyles), d'especes azotées
(comme I'oxyde nitrique) qui causent des dommages a I'ADN et des mutations (Canli et al.,
2017; Qian et Pollard, 2010; Landers et al., 2002). En outre, les cellules immunitaires
sécretent des facteurs de croissance comme certaines cytokines et fournissent donc aux cellules
cancéreuses des signaux mitotiques (Grivennikov et Karin, 2010; Yu et al., 2009). De plus,
les cellules immunitaires sécretent également des médiateurs angiogéniques comme le VEGF

et stimulent l'angiogenése et les métastases (Kitamura et al., 2015).

Une étude récente décrit une analyse immunogénétique approfondie de plus de 10 000
tumeurs comprenant 33 différents types de cancer. Cette étude établit des « sous-types
immunitaires » a la tumeur ou nous retrouvons : cicatrisant, IFN-y dominant, inflammatoire,
appauvri en lymphocyte, immunologiquement silencieux et TGF-f3 dominant. Ces classes sont
caractérisées par des différences de signatures de macrophages ou de lymphocytes, rapport
Th1/Th2, I’étendue de I'hétérogénéité intratumorale, 1’aneuploidie, les aberrations somatiques,
I’étendue de la charge néoantigene, la prolifération cellulaire globale, I’expression des genes

immunomodulateurs et pronostic (Thorsson et al., 2018).
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Matériels et méthodes

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire d’anatomie pathologique du centre Pierre

et Marie Curie (CPMC) d’Alger, durant une période de 5 mois, du 1 février au 15 juin 2018.

Il s’agit d’une étude rétrospective établie sur 29 patients hommes, atteints du cancer du sein,
et sélectionnés apres une étude de leurs comptes rendus anatomopathologiques et de leurs
dossiers cliniques. Les patients ont été diagnostiqués entre I’année 2016 et 2017.

Notre étude avait pour objectif d’analyser le stroma tumoral d’une série de cancer du sein
chez I’homme. L’étude était morphologique, la coloration hématoxyline éosine (HE) nous a
permis d'apprécier le pourcentage des cellules inflammatoires lymphoides et leurs distributions
au sein de la tumeur. L’Immunohistochimie nous a permis de visualiser les interactions entre
I’infiltrat inflammatoire et I’expression de PD-L1. Ces données ont été corrélées aux différents

parametres clinico-pathologiques.

I. Matériel
I. 1. Matériel biologique :

Une base de données (Excel) contenant les informations cliniques et histologiques (Age,
taille de la tumeur, son type histologique, le grade SBR, le nombre de ganglions atteints, les
recteurs hormonaux et ’HER2, etc.) des 29 patients a été créée a partir des données archivées

au niveau du service d’anatomie pathologique du centre de Pierre et Marie Curie d’Alger.

L’appréciation de ’infiltrat est effectuée a partir des lames colorées en hématoxyline éosine
récupérées de 1’archive de I’hopital. Concernant 1I’immunohistochimie (IHC), les blocs
paraffinés qui sont obtenus de I’archive de ’hopital sont issus a la fois des biopsies et des pieces

opératoires.

I. 2. Matériel non biologique :
La réalisation de notre ¢tude a nécessité 1’utilisation d’une variété d’appareillage et de

réactifs. L’ensemble du matériel est illustré dans la partie annexe 2.

1. Méthodes :

Une analyse histopathologique des lames colorées a I’hématoxyline-eosine (HE) annexe 2,
issues des archives du service, a été realisée afin d’apprécier le pourcentage de I’infiltrat
inflammatoire au sein du stroma tumoral selon les recommandations de Savas et al. en 2016
(Annexe 2, Tableau I11).
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I1. 1. Lecture des lames HE :

Quatre fourchettes ont étés utilisés pour la lecture de des lames HE : de 0 a 10%, entre 10 et
25 %, entre 25 et 50 % et supérieur a 50% (Tableau 111, Figure 5).

Tableau I11: Méthode de lecture des lames. (Tableau original).

Score d’infiltrat inflammatoire | Evaluation de Pinfiltrat

Niveau | de 0 a 10% -

Niveau Il de 10 et 25 % +
Niveau 111 25 et 50 % +
Niveau IV >50 % +

Infiltrat

Inflammatoire

Stroma

Tumoral

Figure 5 : Carcinome mixte (canalaire et micropapillaire), HE (Gx400).

(Photo originale).
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Il. 2. Révélation des protéines PDL-1 par immunohistochimie :

L'immunohistochimie (IHC) est une technique biologique largement utilisée qui combine
I'anatomie, la physiologie, I'immunologie et la biochimie. Développé a partir de la réaction de
liaison antigéne-anticorps, I'immunohistochimie peut étre considérée comme une méthode qui
visualise la distribution et la localisation de I'antigéne spécifique ou des composants cellulaires
dans des tissus séparés, ou des coupes de tissus. Comparé a d'autres bio-techniques basées sur
la réaction antigene-anticorps, comme l'immunoprécipitation, ou le western-blot,
I'immunohistochimie fournit des informations in situ qui promettent un résultat expérimental
plus convaincant (“Immunohistochemistry (IHC) Principle,” ). Les principaux composants

d'une expérience compléte d’ immunohistochimie :

1- I'anticorps primaire se lie a I'antigéne spécifique ;

2- Le complexe anticorps-antigéne est formé par incubation avec un anticorps secondaire,

conjugué a une enzyme ;

3- Avec la présence de substrat et de chromogene, I'enzyme catalyse pour générer des dépots

colorés aux sites de liaison anticorps-antigene.

La révélation des protéines PD-L1 sur les coupes tissulaires tumorales est réalisée par la
technique d’immunohistochimie sur BenchMark Ultra® (Ventana) (Figure 3). Le kit de
révélation utilisé pour cette réaction dans 1’automate est I’ «UltraViewUniversal DAB Detection
Kit» », ce dernier est composé de tous les réactifs nécessaires a la réaction
d’immunohistochimie en dehors de I’anticorps primaire. Dans ce kit, 1a révélation des protéines
recherchées est de type enzymatique par ’action de la Peroxydase du Raifort (HRP- Horse
Radish Peroxydase).

L’automate BenchMark Ultra® (Ventana), permettant la révélation des protéines par

immunohistochimie, est composé de trois zones principales :

- Le sous-ensemble de coloration composé de 30 tiroirs a lames et du carrousel de réactifs

contenant le kit de révélation (UltraView) ainsi que I’anticorps primaire.

- Le sous ensemble des fluides composés des réactifs dits « consommables », utilisés pour toutes

les réactions.

- Le sous-ensemble de déchet ou I’automate élimine les sous-produits de ses opérations.
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L’anticorps primaire utilisé pour la révélation des protéines PDL-1, est un anticorps anti PD-
L1 «clone E1L3N » (CellSignaling Technologies, Danvers, MA). Ce clone est un anticorps
monoclonale, produit a partir de I’immunisation de lapins avec un peptide synthétique
correspondant a des résidus a proximité de l'extrémité C-terminale de la protéine PDL-1
humaine (Smith et al., 2016).

Pour chacun des blocs paraffinés sélectionnés nous avons fait une coupe colorée pour
I’analyse morphologique, puis des coupes d’une épaisseur de 4 pm montées sur lames silanisées

pour la réalisation de I’immunohistochimie.

La réaction d’immunohistochimie dans sa globalité se compose de plusieurs étapes (Figure
6) :

e Préparation des lames

-Silanisation des lames : Les lames sont mises dans un bac qui contient une solution de

silane(SiH4) diluée a 7% (7ml de silane/100ml d’acétone) pendant 2 a 3 min.

- Un ringage est réalisé dans un autre bac contenant de 1’acétone, puis un second ringage a I’eau

distillée.
- Le séchage e fait a température ambiante et a I’abri de la poussiére.

- Coupe microscopique : A I’aide d’un microtome, des coupes microscopiques de 4pm

d’épaisseur ont été réalisées sur des blocs inclus en paraffine.

- Etalement sur lame : Les prélévements sont étalés sur des lames silanisées dans un bain

Marie qui contient de I’eau chauffée a 40°c

- Graver les lames : Le numéro du bloc et I’anticorps utilisé sont mentionnés sur la lame a

I’aide d’un crayon
- Incubation : Les lames sont incubées dans une étuve a 37°c pendant une nuit
e Coloration immunohistochimique des lames avec ’automate BenchMark Ultra®.

La coloration immunohistochimique des lames avec I’automate se fait en plusieurs étapes,

résumeées dans ce qui suit :

- Le déparaffinage du tissu et la réhydratation par I’action simultanée de la chaleur a 75°C et

d’une solution détergente (EZ Prep, Ventana) pendant 8 mn.
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- Le démasquage antigenique permettant aux antigenes de retrouver leur conformation
Protéique initiale et les rendant accessibles aux anticorps, par incubation de la lame dans un

Tampon contenant de ’EDTA, appelé «Cell Conditionner 1» (CC1).

La révélation de la réaction se fait, aussi, a 1’aide du kit de détection «UltraView Universal
DAB Detection Kit» (Ventana), réalisée par dépots successifs de ces reactifs. Nous retrouvons

les étapes suivantes :
- L’«Ultraview Inhibitor», solution contenant du peroxyde d’hydrogene (H202), est déposée
Sur la coupe afin de bloquer les peroxydases endogénes qui pourraient parasiter le signal des

Peroxydases (exogenes) apportées lors de la réaction. Jouant le réle de substrat de I’enzyme,

I’H202 va étre consommé par les enzymes endogénes qui seront alors inactives.

- L’anticorps primaire anti-PDL-1, préalablement dilué dans le «Antiboby diluent» (Ventana)
au 1/200 ™ sont déposés sur les lames. Ils seront incubés 1 heure & une température ambiante.

Si la protéine recherchée est présente sur la coupe, les anticorps vont alors s’y complexer.

- La solution appelée «Ultraview Multiméres Ig», contenant un anticorps secondaire () couplé
a la peroxydase du Raifort (HRP), ainsi que d’un bloqueur de protéines non spécifiques, est
ensuite ajoutée. L’ Anticorps secondaire couplé a la peroxydase va donc spécifiquement se fixer

au fragment constant de 1’anticorps primaire.

- Le substrat de I’enzyme, («Ultraview H202») et le chromogene («Ultraview DAB
Chromogen») vont étre déposeés sur la coupe, révélant par la formation d’un précipité rougeatre

la présence de la protéine recherchée.

- La contre-coloration est réalisée a I’aide de I’hématoxyline (pendant 8 minutes). Elle est
associée a une poste contre coloration, de 8 minutes en utilisant une solution de Bluing Reagent,
comportant du carbonate de lithium et du carbonate de sodium, conférant une coloration bleue

claire aux cellules non marquées.

- Les lames sont alors sorties de 1’automate, lavées a 1’eau savonneuse, déshydratées dans des
bains d’alcool successifs (70%, 90% et 100%) puis placées dans du xyléne. les coupes seront

alors protégeées par des lamelles collées.
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Figure 6 : le principe de I’immunohistochemie sur Ventana

e Lectures des lames :

La quantification du marquage sur les tissus est faite par un anatomopathologiste du service
CPMC, qui évalue le marquage des cellules tumorales et immunitaire au microscope optique a
différents grossissements (x10, x20 et x40). Un témoin positif, correspondant a une coupe
d’amygdales dont on sait qu’elle exprime la protéine recherchée, est ajouté a la série de lames

des patients. Si ce témoin n’est pas coloré, la série ne peut étre lue.

Le clone PDL-1 exige comme un témoin positif le placenta ou les amygdales. Le réle de ce
contréle positif est de confirmer que les étapes de la méthode ont été correctement établies ; il

nous permet aussi de vérifier la qualité des réactifs utilisés.

Concernant les lectures des lames marquées a I’anticorps anti PDL-1, on estime que le fait qu’il
y’a une positivité que ¢a soit, cellules inflammatoires ou cellule tumorales ou bien cellule
inflammatoire et cellules tumorale, on considére ¢ca comme « positive » et on apprécier le

pourcentage.
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Cellule lymphoide :

Positivité membranaire
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igure 7 : Immuno-marquage a I’aide de I’anticorps anti-PD-L1,
Témoin (Amygdales) (Gx400). (Photo originale).
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I11. Analyse statique :
L’analyse statistique a été établie sur Excel 2016 (Microsoft) ainsi que sur XLSTAT 2014

(Addinsoft). Nous avons essayé de mettre en eévidence, les multiples associations caractérisant
les variables liées au cancer du sein, ainsi que les liens complexes qui les unissent. Nos

variables étaient en principe qualitatives.

Nous avons opté pour une analyse multidimensionnelle, I’analyse des correspondances
multiples (ACM) qui est une extension de 1’analyse factorielle discriminante (AFD) lorsque
nous disposons de plus de 2 variables nominales (ou ordinales), ce qui est le cas de notre
étude basée sur les mesures de plusieurs variables a 2 ou plusieurs modalités (tableau V

annexe).

Cette technique permet d’analyser et de décrire graphiquement, et de maniere synthétique, des
grandes tables de contingences et ainsi, nous permet de visualiser dans notre cas les
interactions entre 1’ infiltrat inflammatoire, I’expression de PD-L1 et les différents paramétres

clinico-pathologiques.

Nous avons travaillé avec 2 échantillons composés de 20 et 15 individus pour lesquelles les
mesures d’un grand nombre de variables ont été déterminées. Ces variables sont :
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I. Caractéristiques générales de la population :

L. 1. Répartition des patients selon I’age :
L’¢étude de 29 cas de cancer du sein chez I’homme nous a permis de définir les différents

parametres cliniques et anatomopathologiques, représentés dans la figure 8.

L’age des patients variait entre 33 et 81 ans avec une moyenne d’age de 61 ans et une

médiane de 62 ans.
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Figure 8 : Distribution des patients selon les tranches d’age.

I. 2. Antécédents personnels :

Notre étude a révélé qu’environ 55,17% des cas avaient des antécédents de pathologies

chroniques telles que le diabéte, I’asthme et ’hypertension artérielle. Le reste, soit 17,24%

n’avait pas d’antécédents personnels (Tableau 1V).
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Tableau IV : Répartition des patients selon les antécédents personnels.

Type d’antécédent Effectifs n=29 (%)
Oui 16 (55,17%)
Non 5 (17,24%)
Inconnue 8 (27,59%)

I. 3. Antécédents familiaux :
Notre étude montre que seuls 6,9% des hommes avaient des antécédents familiaux de cancer

du sein, diagnostiqué chez une sceur (Tableau V).

Tableau V : Répartition des patients selon leurs antécédents familiaux de cancer du sein.

Antécédents familiaux Effectifs n=29
Oui 2 (6,90%)
Non 24 (82,76%)
Inconnu 3 (12,5%)

I. 4. Répartition des patients selon le type de prélevement :
Parmi les 29 cas diagnostiqués du cancer du sein, la majorité des prélevements (75,86%)

étaient effectuées sur des pieces de mastectomie (Tableau V1).

Tableau VI : Répartition des patients selon le type de prélévement.

Type de préléevement Effectif n=29 (%)
Microbiopsie 4 (13,80%)
Mastectomie curage 22 (75,86%)
Tumorectomie 3(10,34%)

I. 5. Répartition des patients selon la taille de la tumeur :

En ce qui concerne la taille tumorale, nous avons classé les cas selon la taille T de la
classification TNM. La majorité des cas correspondaient a des T2, soit 16 cas (59,26%). Les

36



Résultats

T1 étaient au nombre de 7 (25,93%) et les T3 au nombre de 4 (14,81%). La taille moyenne

obtenue pour la série étudiée était de 34 mm (Tableau VII).

Tableau VII : Répartition des patients selon la taille de la tumeur.

Nombre de cas Le pourcentage %

Taille de la tumeur : n=27

T1 <20 mm 7 25,93%
T2 :20-50 mm 16 59,26%
T3>50 mm 4 14,81%

I. 6. Répartition des patients selon le grade SBR :
Nous avons comptabilisé 21 cas de grade Il SBR (75%) la plupart étant des carcinomes

canalaires infiltrant (9 cas) et 7 cas de grade 111 (25%) (Figure 9).

Grade Il

F |
Grade lll

Figure 9 : Répartition des patients selon le grade SBR.

I. 7. Réparation des patients selon le type histologique :
Les 29 cas, objets de notre étude, ont été classés selon la classification histologique de

1I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 2012). L’étude des types histologiques a mis en
évidence (Figure 10) :

- 14 cas de carcinomes canalaires infiltrant (CClI) représentant 48% des cas soit la majorité.
- 7 carcinomes mixtes représentant (C mixte) 24% des cas.
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- 2 carcinomes lobulaires infiltrant (CLI) représentant 7% des cas.

- 2 carcinomes apocrines représentant (C apocrine) 7% des cas.

- Un carcinome papillaire infiltrant (CPI) représentant 4% des cas.

- Un carcinome in situ représentant (CIS) 4% des cas.

- Un carcinome métaplasique (C métaplasique) représentant 3% des cas.

- Un carcinome micropapillaire (C micropapillaire) représentant 3% des cas

m CCl

m C Mixte

m CLI

M C Apocrine
mCPI

14 C Intracanalaire
14 C Métaplasique

14 C micropapillaire

Figure 10 : Distribution des 29 cas selon les types histologiques.
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Stroma tumoral

Lobule tumoral

Figure 12 : Carcinome mixte (canalaire et micropapillaire), HE
(Gx400). MK Zone du carcinome canalaire € zone du
carcinome micropapillaire
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Figure 13 : Carcinome apocrine infiltrant, cellules de grandes
tailles a cytoplasme eosinophile HE (Gx400).

“l.m\-_gm_u

Flgure 14 : Carcinome Iobulalre infiltrant, HE (Gx400).
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Papille avec un axe

Conjonctivo-vasculaire

Figure 15 : Carcinome papillaire, HE (Gx400)

I. 8. Répartition des patients selon I’atteinte ganglionnaires :
Le principal caractere pris en compte pour prédire I’agressivité et 1’évolution d’un cancer est

I’atteinte ganglionnaire locorégionale, et qui constitue le mode métastasique le plus fréquent. Le
stade N a été évalué chez la plupart de nos patients. 16 patients présentaient des métastases ganglionnaires
(N+) soit un pourcentage de 72,73%. Nous avons constaté I’absence de métastases ganglionnaires (N-) chez
6 patients, soit un pourcentage de 27,27%%. Nous n’avons pas d’informations relatives & ce parametre

concernant 7 cas (Tableau VII1).

Tableau VIII : Répartition des patients selon I’atteinte ganglionnaires.

Nombre de cas Le pourcentage %

Atteinte ganglionnaire : n=22
N+ 16 72,73%
N- 6 27,27%
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I. 9. Répartition des patients selon les récepteurs hormonaux :
La majorite des cas étudiés (93,10%) étaient positifs pour les récepteurs hormonaux (R.

estrogene, R. progestérone) (Tableau IX).

Tableau IX : Répartition des patients selon leurs récepteurs hormonaux.

Récepteurs hormonaux Effectifs n=28
Rh+ 27 (93,10%)
Rh- 1 (3,45%)

I. 10. Répartition selon la classification moléculaire :
La répartition des tumeurs selon la classification moléculaire dans notre série, montre que le

profil luminal B caractérisait la majorité des cas soit 70% (16 cas), le profil luminal A était

retrouvé chez 26% des cas (6 cas) alors que le triple négative (TNBC) n’a concerné que 3% des

 a

cas (un seul cas) (Figure 16).

Luminal A
o
Luminal B
TNBC

Figure 16 : Répartition des tumeurs selon la classification moléculaire.
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II. Etude de Pinfiltrat inflammatoire :
L’¢étude de I’infiltrat inflammatoire nous a permis d’apprécier et de quantifier de maniére

semi quantitative sa distribution en quatre niveaux, comme mentionné dans la partie matériel
et méthodes. En excluant les carcinomes in situ et les cas sans lames, les résultats obtenus pour
cette étude n’ont concerné que 20 cas. Ces résultats sont illustrés dans la figure 17 et montrent
que la majorité des patients, soit 13 cas (65%) présentaient une infiltration de niveau | (Figure
18). Les niveaux Il (Figure 19), Il (Figure 20) et IV (Figure 21) représentaient 25%, 5% et
5% des patients respectivement.

Niveau |
Niveau Il

Niveau IlI

Niveau IV

i

Figure 17 : Réparation des niveaux de l'infiltrat inflammatoire des patients.
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Stroma fibreux
acellulaire

Figure 18 : Infiltrat inflammatoire 0-10% (niveau 1), HE (Gx400).

Figure 19 : Inflltrat |nflammat0|re 10 25% (nlveau 2), HE (Gx400).
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Figure 20: Inflltrat inflammatoire 25- 50% (nlveau 3), HE
(Gx400).

Infiltrat lymphoide

Intense

Figure 21: Inflltrat |nflammat0|re 50% (niveau 4), HE (Gx400)
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11.1. Etude du marqueur PD-L1 :

A cause de I’épuisement de 1’anticorps primaire au laboratoire, nous n’avons pu rechercher

le marqueur PDL-1 que pour 15 patients parmi les 20 cas étudiés pour I’infiltrat inflammatoire.

Seul 27% (n=4) d’entre eux étaient positif a ce marqueur (Figure 23-27).

11; 73%

Négatif

M Positif

Figure 22 : Distribution de 1‘expression de PDL-1 positif/négatif chez les 15 cas.

£ YRR IRSOLE i RIRATY O
Figure 23 : Immuno-marquage a I’aide de I’anticorps anti-PD-L1,
Témoin (Gx400).
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Cellule lymphoide :

Positivité membranaire

Figure 24 : Immuno-marquage a I’aide de I’anticorps anti-PD-L1,
pourcentage estimé entre 0 et 10% (Gx400).

Figure 25 : Immuno-marquage a I’aide de I’anticorps anti-PD-L1,
pourcentage estimé entre 10 et 25% (Gx400).
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Figure 26 : Immuno-marquage a I’aide de I’anticorps anti-PD-L1, pourcentage
estimé & 25 et 50 %, 3K amas lymphoide aux cellules marquées (Gx400).

Cellules tumorales:

Positivité membranaire

pourcentage estimé a > 50% (Gx400).
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I11. Lien entre le statut de ’infiltrat inflammatoire et I’expression de PD-L1 avec les
différents parametres clinico-pathologiques :
Comme nous I’avons précisé plus haut, I’étude de I’infiltrat inflammatoire a été réalisée pour

20 cas, en excluant les carcinomes in situ et les cas sans lames. Sur ces 20 cas, seuls 15 ont été
analyses pour le PD-L1, & cause du manque de I’anticorps primaire. Le méme principe a été
suivi pour le reste des parametres. Tous les tests été réalisés avec le test exact de Fisher et les

résultats sont montrés dans les tableau X et XI.

Les figures 28 et 30 sont des représentations graphiques multidimensionnelles réalisees via
I’analyse des correspondances multiples ou « ACM ». Celle-ci nous permet de visualiser les
interactions entre 1’infiltrat inflammatoire, 1’expression de PD-L1 et les différents parametres
clinico-pathologique : &ge, atteinte ganglionnaire (Ag), taille clinique (Tc), type histologique

(Th), grade SBR (G), récepteurs hormonaux (Rh) et la classification moléculaire (Cm).

III. 1. Lien entre la présence de ’infiltrat inflammatoire et les différents paramétres
clinico-pathologiques :
Pour pouvoir faire une étude statistique et pour étudier le lien entre 1’infiltrat inflammatoire

et les différents paramétres clinico-pathologiques, nous avons considéré le pourcentage
d’infiltrat 0-10% comme étant négatif et les autres pourcentages (10-25/25-50/50%) comme

étant positif. Nous avons attribué a I’age des valeurs : inférieur et supérieur a 60 ans.

Les types histologiques ont été divisés en trois groupes : carcinome canalaire infiltrant
(CCl), carcinome mixte (C mixte : carcinome canalaire infiltrant + cribriforme ; carcinome
canalire infiltrant + carcinome lobulaire infiltrant) et autres (carcinomes lobulaires infiltrant,
carcinomes apocrines, carcinome papillaire infiltrant, carcinome intracanalirec, carcinome

métaplasiquec carcinome micropapillaire).

D’apres les tests statistiques que nous avons réalisé, aucun lien n’a été retrouvé entre
I’infiltrat inflammatoire et les différents paramétres clinico-pathologiques, comme le montrent

les différentes valeurs p mentionnées dans le Tableau X.
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Tableau X : Fréquences de I’infiltrat inflammatoire avec les différents parametres clinico-
pathologiques.

Age (n=20) Effectif Infiltrat — (%0)
<60 10 5 (50%)
>60 10 8 (80%)
Atteinte ganglionnaire (n=16)

N- 4 3 (75%)
N+ 12 7 (58,33%)
Taille clinique (n=19)

T1 5 4 (80%)
T2 12 7 (58,33%)
T3 2 1 (50%)
Type histologique (n=20)

CcCl 8 6 (75%)
C Mixte 7 4 (57%)
Autres 5 3 (60%)
Grade SBR (n=20)

Gl 13 9 (69,23%)
Gl 7 4 (57,14%)
Récepteurs hormonaux (n=19)

Rh- 1 0

Rh+ 18 13 (68,42%)
Classification moléculaire (n=19)

Luminal A 3 2 (75%)
Luminal B 15 10 (66,67%)
TNBC 1 0

*: une p value significative (< 0.05)
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Infiltrat + (%)

5 (50%)
2 (20%)

1 (25%)
5 (41,67%)

1 (20%)
5 (41,67%)
1 (50%)

2 (25%)
3 (29%)
2 (20%)

4 (30,77%)
3 (42,86%)

1 (100%)
5 (26,32%)

1 (25%)
5 (33,33%)
1 (100%)

P value

0,3498

1,0000

0,8035

0,8483

0,6514

0,3684

0,7020
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Graphique symetrique des variables
(axes F1 et F2: 63,31 %)

2 Lot2

F2 (18,46 %)

Cm-TNBC

Th-Autre

v
Tc-T3  Rph-n

Cm-luminal B
Tc-T

Cm-luminal A

2 Infiltrat-p

F1 (44,85 %

® Variables

Figure 28 : Les résultats de 1’analyse ACM entre le statut de ’infiltrat et les différents paramétres
clinico-pathologiques.

Le nuage de points regroupé dans le lotl de la figure 28, Iégerement centré par rapport aux
axes F1 et F2, montre que 1’absence de I’infiltrat est associée avec les types histologiques CCI
et carcinome mixte, les tailles tumorales T1, T2, la positivité des récepteurs hormonaux et la
classification moléculaire luminal A et B. L’absence de I’infiltrat n’était pas spécifique a un
grade SBR, a un statut ganglionnaire ou une catégorie d’age. Le lot2 situé¢ au centre du 1’axe
F1, a droite de I’axe F2 montre que la présence de D'infiltrat est associée avec le type
histologique de la classe « autre », la taille clinique T3, les récepteurs hormonaux négatifs et la

classification moléculaire TNBC.
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I11. 4. Lien entre I’expression de PD-L1 et les différents parameétres clinico-
pathologiques :
Le lien statistique entre 1’expression de PD-L1 et les différents parameétres était établi

seulement pour la taille clinique et le grade SBR avec des p values de 0,0330 et 0,0037 (a=0,05)
respectivement. L’expression de PD-L1 est dépendante de la taille clinique et le grade SBR
(Tableau XI, Figures 29 et 30).

Concernant les résultats de 1’analyse des correspondances multiples, le lotl situé 1égérement
au centre de I’axe F1 et F2 dans la figure 31, montre que 1’expression négative du PD-L1 est
associee avec les types histologiques CCI et carcinome mixte, le grade SBR I, la taille clinique
T2 et T1, les récepteurs hormonaux positifs et la classification moléculaire luminal A et B.
L’expression de PD-L1 n’était pas associée spécifiquement a un statut d’infiltrat, a un statut
ganglionnaire ou une catégorie d’age. Le lot2 situé a droite du I’axe F2 au centre du 1’axe F1
montre que I’expression positive de PD-L1 est associé avec le grade SBR 111, la taille clinique
T3, les types histologiques classés «autre », les récepteurs hormonaux négatifs et la

classification moléculaire TNBC.

Fait intéressant, les résultats trouvés par I’ACM représentés dans la figure 31 confirment ceux
trouvés par le test exact de Fisher concernant le lien entre 1I’expression de PD-L1, la taille

clinique et le grade SBR.
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Tableau XI : Fréquences de I’expression de PD-L1 avec les différents paramétres clinico-
pathologiques.
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* 1 une p value significative (< 0.05)
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Tailles cliniques PD-L1

Figure 29 : Représentation 3D de I’expression de PD-L1 en fonction des

différentes tailles cliniques.

-l

Grade SBR

Figure 30 : Représentation 3D de I’expression de PD-L1 en fonction des

différents grades SBR.
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Graphique symetrique des variables
(axes F1 et F2: 76,13 %)
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Figure 31 : Les résultats de ’analyse ACM entre I’expression de PD-L1 et les différents
parameétres clinico-pathologiques.

55



Discussion



Discussion

De nombreux travaux de recherche ont évalué les caractéristiques de [Dinfiltrat
lymphocytaires au sein des tumeurs (TILS). De I’approche la plus simple (lames H&E) a la plus
¢laborée (biologie moléculaire), en passant par I’immunohistochimie, 1’identification des sous-
populations lymphocytaires, au sein de la tumeur, est déterminante dans 1’évaluation de la

réponse au traitement et du pronostic vital (Hendry et al., 2017).

Dans le cancer du sein, les TILs ont une valeur pronostique chez les sous-classes HER2-
positif et triple-négatif (Kraus et al., 2012). Cependant, ces études n'incluaient pas les cohortes

masculines, probablement du fait d’un effectif réduit.

Notre étude avait pour principal objectif de rechercher d’éventuelles corrélations entre
I’infiltrat inflammatoire et le marqueur PD-L1 avec les différents parametres clinico-
pathologiques, concernant une série de cas de cancer du sein chez I’homme. Les informations
relatives aux parameétres clinico-pathologiques ont été obtenus suite a 1’analyse des fiches des
patients, archivées au laboratoire d’anatomopathologique au Centre Pierre et Marie Curie
d’Alger.

De fagon générale, notre étude a révélé qu’il n’y avait pas de corrélation claire entre les TILs
et différents parameétres clinico-pathologiques. Par ailleurs, nos résultats indiquent que

I'expression du marqueur PD-L1 est corrélée avec le grade et la taille de la tumeur.

Les résultats de notre étude étaient compatibles avec la notion de 1’augmentation du risque
du cancer du sein chez ’homme avec 1’age. De nombreuses études ont observé le méme état de
fait, tels que rapporté en Turquie, en Egypte, a Singapour, au Maroc et en Chine (Selcukbiricik
et al., 2013; El-Beshbeshi et Abo-Elnaga, 2012; Teo, Tan, et Yong, 2012; Bourhafour et
al., 2011; Liu, Tong, He, et Zhang, 2011; Zhou et al., 2010). La médiane d’age dans notre
étude était similaire a celles rapportée par Selcukbiricik et al. (2013) et Bourhafour et al.
(2011). L’incidence du cancer du sein masculin suivrait, alors, un modé¢le d’age non influencé
par 1’origine ethnique ou la localisation géographique. On a trouvé que la majorité des cas qui
ont un age supérieur a 60 étaient négatifs pour I’infiltrat inflammatoire, cela pourrait étre da
aux mécanismes associés au vieillissement (Castelo-Branco et Soveral, 2014). En effet, la plus
grande sensibilité aux infections, aux tumeurs, aux maladies autoimmunes et la moins bonne
réponse vaccinale sont les caractéristiques de la réponse immunitaire du sujet agé. Cette tranche
de population en pleine expansion, présente une plus grande fréquence de comorbidités, qui
sont autant de facteurs aggravants de la déficience de la réponse immunitaire identifiée sous le

vocable d’immunosénescence. L’étude de nombreux parametres immunitaires a permis
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d’identifier comme facteurs prédictifs de vieillissement du systéme immunitaire une plus
grande fréquence de lymphocytes T CD8+CD28-, une faible réponse proliférative et un rapport
CD4/CD8 bas (Poli et al., 2016). Un défaut de I’immunosurveillance anti-tumorale 1i¢ a I’age

pourrait expliquer la survenue de certains cancers (Zhang et al., 2003).

Dans notre étude, la majorité des cas correspondait a une taille tumorale T2 (16 ; 59,93%).
Ces résultats corroborent ceux de Klein et al. (2011), ou la taille T2 caractérisait 42.5% de la
population étudiée et représentée par 4220 patients. Des résultats similaires ont été rapportés
par Soliman et al. (2016). L’analyse ACM a révélé une association entre I’infiltrat négatif avec

la taille tumorale T1 et T2, tandis que ’infiltrat positif était associé a une taille tumorale T3.

Le récepteur PD-1 est exprimé par les cellules T épuisées (exhausted T cells) au cours des
infections chroniques. Aprés sa liaison a son ligand PD-L1, exprimé par les cellules
immunitaires et non-immunitaires de I'héte, il induit I'inactivation ou blogue la différenciation
des cellules T en cellules effectrices. Les cellules tumorales utilisent ce mécanisme pour
échapper a la surveillance du systéme immunitaire (Sharpe et Pauken, 2018). Dans notre
étude, nous avons constaté une corrélation significative entre I’expression négative de PD-L1
et la taille tumorale T2, alors que I’expression positive était associée a la taille T3. Cela pourrait
étre expliqué par le principe de I’« immuno-editing ». Durant la phase d’équilibre, les cellules
tumorales qui ont été préalablement sélectionnées positivement par 1’action du systéme
immunitaire, acquierent grace a des mutations aléatoires, des caractéristiqgues immuno-
invasives (expression du ligand de PD-1) et prolifératives importante, influencant positivement

la taille tumorale.

Le grade 1l est le grade dominant dans la majorité des études de la littérature (Rakha et al.,
2010; Ménard et al., 1999; Aaltomaa et al., 1992 ), il est présent chez 55 % des patients soit
696 dans 1’étude de Le Doussal et al. (1989) et chez 76.9% dans 1’étude de Soliman et al.
(2016). Nos résultats concordent avec ces derniers, puisque le grade SBR 1l était présent chez
75% de nos patients. Une corrélation statistiquement significative a été établie entre le grade
SBR III et I’expression de PD-L1. Cela pourrait étre expliqué par le fait que les tumeurs de haut
grade ont une instabilité genétique plus développée, et cela est associée a une régulation positive
de PD-L1 (Mills et al., 2017). Cette observation, suggere qu’une partie des patients pourrait
probablement bénéficier d’une thérapie adjuvante, ciblant les PD-L1, et ce en bloquant leur
activité pro-tumorale. Ceci aurait pour conséquence la stimulation de la réponse immunitaire

anti-tumorale.
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Dans notre étude, le type histologique majoritaire et largement dominant était le carcinome
canalaire infiltrant (CCI) retrouvé dans 48% des cas (14 patients). Ce résultat est similaire a
ceux de Sanguinetti et al. (2016) et de Soliman et al. (2016), qui ont constaté le CCI chez 90%
et 92.3% des patients respectivement. La prédominance des CCI pourrait étre expliquée par le
fait que les lobules mammaires des hommes ne se sont pas completement formés (Sanguinetti
et al., 2016). L’analyse ACM a révélé une association entre ’infiltrat négatif et les types
histologiques CCI et carcinome mixte. Les autres carcinomes étaient associés & un infiltrat
positif. Le mécanisme qui pourrait expliquer 1’association entre le CCI et I’infiltrat négatif,
implique que les cellules tumorales dans le CCI régulent positivement le facteur de transcription
FOXP3 facteur de transcription spécifique a la sous population des LT régulateurs (Treg). Ces
cellules et par un effet anti-inflammatoire réguleraient négativement le recrutement des TILs
au sein de la tumeur (Lal et al., 2013). Kristensen et al. ont analysé I’expression de 500 genes
dans le CCI montrant que la signature de la signalisation de 1’14 était la plus forte (Kristensen
etal., 2012), sachant que I’IL4 a un effet pro-tumoral (De Visser, Eichten et Coussens, 2006).

Concernant la positivité aux ganglions dans notre série (22 ; 72,73%), nos résultats semblent
étre différents de ceux retrouvée dans la littérature, tels que ceux de Maraz et al. (2014) (25;
48%), Flynn et al. (2008) (76; 49%) et Gentilini et al. (2007) (32; 19%). Cette observation
pourrait étre liée a des particularités spécifiques a notre population. La liaison entre le statut
ganglionnaire, I’infiltrat inflammatoire et ’expression de PD-L1 n'était pas statistiquement

significative.

Le cancer du sein masculin a tendance a étre positif aux récepteurs hormonaux. Notre étude
confirme cette observation (28; 93,10%), tout comme Andres et al., (2014) et Cutuli et al.
(2010) (98 ; 82% et 419; 86% respectivement). Fait intéressant, Andres et al. (2014) ont trouvé
que les niveaux d’expression génique des récepteurs ER et PR étaient plus élevés chez les
hommes que chez les femmes. L’analyse ACM a révélé une association entre la présence de
I’infiltrat et la négativité des récepteurs hormonaux (et vice versa entre 1’absence de I’infiltrat
et la positivité des récepteurs hormonaux) chez les hommes de notre étude. Ceci pourrait étre
expliqué par le fait que les triples négatifs féminins ont un infiltrat inflammatoire plus important
que les sous-classes luminales (Loi et al., 2014). En effet, l'inactivation de BRCAL/2 est un
événement fréquent dans les triples négatifs, ce qui augmente I’instabilité génétique (Popova
et al., 2012). Dans les tumeurs solides, I’instabilité¢ génétique renforce la charge mutationnelle

par la génération des néoantigénes, et la chance qu'un néoantigéne soit reconnu par les
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lymphocytes T. Par conséquent, plus de lymphocytes vont se diviser et s'infiltrer dans la tumeur
(Leetal., 2017).

Notre étude ne correspond a aucune de celles faites au cours des neuf derniéres annees
concernant la classification moléculaire. En effet, Abreu et al. (2016), Inwald et al. (2015),
Nilsson et al. (2013), Schildhaus et al, (2013), Shaaban et al. (2012); Kornegoor et al.
(2011), rapportent une prédominance du luminal A avec des pourcentages de 89%, 48%, 87%,
58%, 98%, 75% et 83% respectivement, alors qu’il n’a concerné que 26% des cas dans notre
étude. De plus, aucun cas de sur-expression de HER2 n’a été enregistré dans notre série, tout
comme le signalent les études citée plus haut (excépté pour Abreu et al. (2016) et Inwald et
al. (2015)). Le triple negatif était faiblement représenté dans notre étude, tout comme le
rapportent Kornegoor et al. (2011) (4%). Cependant, I’analyse ACM a montré que la sous-
classe luminale (A et B) était associée a I’infiltrat négatif. Dans un modele murin du cancer du
sein, Zhang et al. (2015) ont trouvé que la sous-classe luminale régule positivement un
chimiokine (CCL5), impliqué dans la polarization des lymphocytes naifs en T helpers 2 (Th2)
protumoraux. Les Th2 sont connus pour etre impliqués dans le remodlage de la matrice
extracellulaire et I’expultion des cellules immunitaires effectirices (telles que les Thl, NK,
macrophages M1 et les cellules dendritiques conventionnelles) (Lussier et Schreiber, 2016),

ce qui pourrait expliquer I’infiltrat négatif ou faible dans cette sous-classe.

Nous avons suspecté une faible immunogénicité des tumeurs mammaires des hommes de
nos cas, du fait du niveau faible de I’infiltrat inflammatoire au sein du foyer tumoral (13; 65%
avaient un niveau I d’infiltrat). Cela pourrait étre expliqué par les propriétés intrinséques du
cancer du sein chez ’homme, liées a des mécanismes épigénétiques. Ces derniers comprennent
des modifications chimiques dans I’ADN, les protéines histones et les micro ARN (Dawson et
Kouzarides, 2012). Les micro ARN (miR) sont des ARN non-codants qui bloquent la
traduction ou induisent la dégradation des ARN messagers (ARNm), par un mécanisme lié a
leur complémentarité avec la région 3’UTR (non traduite) de ARNm (Dawson et Kouzarides,
2012). Parmi les rares études sur le cancer du sein masculin ayant étudié les mécanismes
épigenétiques, celle de Lehmann et al. (2010) est tres pertinente. Lehmann et ses collaborateurs
ont analysé 1’expression de 319 miRNA dans 9 tumeurs du sein chez I’homme et dans les
cellules épithéliales de 15 cas de gynécomastie chez ’homme. Parmi les miRNA identifiés,
nous retrouvons miR-21 et miR-183 ayant des fonctions immuno-modulatrices. miR-21 et miR-
183 sont régulés positivement dans le cancer du sein masculin (et autres cancers), ils regulent

négativement la signalisation des effecteurs de I’immunité innée et positivement la
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différenciation des TAM (Tumor Associated Macrophages) (Guo et al., 2017 ; Feng et al.,
2017).

Notre étude a révélé une faible expression du PD-L1 en générale, ce qui est compatible avec
le cancer du sein chez la femme. Cependant, ce marqueur n’était pas lié statistiquement au statut
de I’infiltrat ce qui est contradictoire avec la littérature concernant les femme (Ali et al., 2015).

D’autres études sont nécessaires pour statuer sur ce cas.

Dans la médecine moderne, la recherche d’un biomarqueur qui pourrait prédire la réponse a
une thérapie est une requéte indispensable pour améliorer le rapport cout-efficacité.
L’immunothérapie spécifique a I’axe PD-L1/PD-1, cible les patients répondants a différents
critéres principalement I’expression de ces biomarqueurs. Cette sélection se doit d’étre précise,
sachant que son cout est estimé a 1 million de dollars par an pour un seul patient (Andrews,
2015).

Actuellement, aucun biomarqueur éprouvé n'est disponible pour prédire avec précision si un
patient bénéficiera d'inhibiteurs du point de contrdle immunitaire (Savas et al., 2016). L'étude
des biomarqueurs potentiels du microenvironnement immunitaire dans plusieurs types de
tumeurs traités avec l'anticorps anti-PD-L1 MPDL3280A (anticorps monoclonal congu,
entierement humanisé, de l'isotype 1gG1 contre la protéine PD-L1) a montré qu'une réponse
favorable au traitement est habituellement corrélée avec une expression élevée de PD-L1
mesurée par IHC (I’anticorps utilis¢ dans I’IHC était monoclonal de lapin clone SP142,
Ventana, Tucson, AZ) en particulier sur les cellules immunitaires infiltrantes (TILs) mais aussi
sur les cellules tumorales (Herbst et al., 2014). Seulement trois patients (femmes) atteints d'un
cancer du sein ont été inclus dans cette analyse, et les résultats sont disponibles uniquement
pour un patient qui n'avait aucun infiltrat immunitaire au départ, qui ne répondait pas au
traitement avec MPDL3280A et qui n'avait aucun infiltrat immunitaire dans une biopsie prise
a la progression de la maladie. Les données pour les autres tumeurs solides évaluées dans cette
étude indiquent que I'expression de PD-L1 sur les TILs intratumoraux semble prédire de
meilleures réponses a lI'agent anti-PD-L1, suggerant que le principal mécanisme d'action pour
le blocage des points de controle est la réactivation d’une immunité antitumorale préexistante
(Herbst et al., 2014).

Par ailleur, aucune normalisation n’a été atablée pour I’évalution de I’expression de PD-L1
par IHC pour le cancer du sein. Dans notre étude, on a utilisé I’anticorps monoclonal clone

« E1L3N » (Cell Signaling Technologies, Danvers, MA) et apprécier 1’expression de PD-L1
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sur les cellules tumorales ou les cellules inflammatoires d’une fagon combinée. On a considéré
des niveaux d’expression lors de I’appréciation (0-10, 10-25, 25-50 et 50). Ali et al., (2015)
cités plus haut, ont utilisé le méme anticorps, mais ont apprécié 1’expression de PD-L1 sur les
cellules tumorales et les cellules inflammatoires de facon séparée. L’appréciation a été faite
comme suit : 0, < 1% de cellules positives ; 1, 1% -5% de cellules positives ; 2, 5% -10% de
cellules positives et 3, >10% de cellules positives. Hou et al. (2018) ont utilisé le clone SP263
(lapin; Ventana Medical Systems, Inc, Tucson, AZ), et ont évalué I’infiltrat pour les cellules
tumorales et les cellules inflammatoires, en considérant une expression positive de PD-L1
parmi les cellules tumorales définie comme toute coloration membranaire chez 1% des cellules.
Pour les cellules immunitaires, un minimum d'environ 10% de cellules avec la colocalisation

PD-L1 a été considéré comme positif.

Notre étude réalisée sur le cancer du sein masculin est la premiére de son type en Algérie et
au moins au nord de I’ Afrique (Dans la limite de nos recherches bibliographiques). Malgré les
différents obstacles que nous avons rencontrés durant notre stage, liés a la technicité ou a
I’aspect administratif (petit effectif, pénurie des réactifs, mauvaise récolte ou perte des données
liees des patients), nous avons pu avoir un apercu sur les caractéristiques cliniques et
immunologiques de ce type de cancer, rarement étudié dans le monde, particulierement en

Algérie.
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Les lymphocytes infiltrants les tumeurs est un sujet de recherche prometteur pour la biologie
et la clinique du cancer. Quel que soit I’approche utilisé, 1’évaluation des TILs dans le foyer
tumoral et leur corrélation avec les parametres cliniques est devenue une routine de recherche

indiquant le pronostic clinique pour plusieurs types de cancers.

Dans certaines classes du cancer du sein chez la femme, les TILs ont une valeur pronostic.
Le cancer du sein chez I’homme est faiblement étudié. Dans la limite de notre recherche
bibliographique, nous avons mené la premiere étude de ce type, concernant les TILs dans le

cancer du sein chez I’homme.

Selon les résultats des tests statistiques, nous n’avons pas trouvé de corrélation claire entre
I’infiltrat inflammatoire et les parametres cliniques. Par contre, ’expression de PD-L1 était

corrélée avec le grade et la taille de la tumeur.

Ces résultats suggéraient qu’une partie des patients hommes avec un cancer du sein
pourraient bénéficier d’une thérapie innovante qui bloque la molécule PD-L1 et son effet
immunosuppressif. D’autres études sont nécessaires afin de préciser la relation fonctionnelle
entre les différents parametres clinico-pathologiques, biologiques et moléculaires que nous
avons analysés. L’étude des mécanismes immunologiques relatifs au concept « immuno-
editing » dans le cancer du sein chez I’homme serait trés pertinent et permettrait, d’une part, de
d’enrichir I’aspect fondamental de la biologie des tumeurs, d’autre part contribuerait au

développement de thérapie personnalisées.

Les travaux futurs devraient inclure un plus grand nombre de patients, étudier I'expression
d'autres protéines comme les CD4, CD8, CD45, CD56 et utiliser des tests statistiques solides

pour parvenir a des conclusions convaincantes.
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Annexe 1

Annexe 1
Tableau | : Classification TNM du cancer du sein. (UICC 2010)

Tumeur primitive T

Tx la tumeur primitive ne peut pas étre évaluée

TO la tumeur primitive n’est pas palpable

-Tis : carcinome in situ

-Tis (DCIS) : carcinome canalaire in situ

-Tis (CLIS) : carcinome lobulaire in situ

-Tis (Paget) : maladie de Paget du mamelon sans

tumeur sous-jacente

- NB : la maladie de Paget associée a une tumeur est classée en fonction de la taille de la tumeur

T1 tumeur < 2 cm dans sa plus grande dimension

T1mic Micro-invasion £ 1 mm dans sa plus grande dimension
-T1a: 1 mm < tumeur <5 mm dans sa plus grande dimension
-T1b : 5 mm < tumeur <1 cm dans sa plus grande dimension
-Tlc: 1 cm < tumeur < 2 cm dans sa plus grande dimension

T2 2 cm < tumeur < 5 cm dans sa plus grande dimension
T3 tumeur > 5 cm dans sa plus grande dimension
T4 tumeur, quelle que soit sa taille, avec une extension

directe soit a la paroi thoracique (a), soit a la peau (b)
-T4a : extension a la paroi thoracique en excluant le muscle pectoral
-T4b : cedéme (y compris peau d’orange) ou ulcération de la peau du sein, ou nodules de
perméation situés sur la peau du méme sein
-T4c : T4a + T4b
-T4d : cancer inflammatoire

Ganglions lymphatiques régionaux pN

Nx I’envahissement des ganglions lymphatiques régionaux ne peut pas étre évalué (par exemple déja
enlevés chirurgicalement ou non disponibles pour I'analyse
anatomopathologique du fait de I'absence d’évidement)

NO absence d’envahissement ganglionnaire régional histologique et absence d’examen
complémentaire a la recherche de cellules tumorales isolées

N1mi micrométastases > 0,2 mm et B2 mm

N1 Envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires ou/et envahissement des ganglions de la CMI détecté
sur ganglion sentinelle sans signe clinique
-N1a : envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires
-N1b : envahissement des ganglions de la CMI détecté sur ganglion sentinelle sans signe
clinique
-N1c : envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires et envahissement des ganglions de la CMI
détecté sur ganglion sentinelle sans signe clinique (pN1a +
pN1b)



Annexe 1

Tableau 1 : Classification TNM du cancer du sein. (UICC 2010). Suite.

Ganglions lymphatiques régionaux pN

Envahissement de 4 & 9 ganglions axillaires ou envahissement des ganglions mammaires internes
homolatéraux suspects, en I’absence d’envahissement
ganglionnaire axillaire.

e -N2a : envahissement de 4 a 9 ganglions axillaires avec au moins un amas cellulaire > 2 mm.

-N2b : envahissement des ganglions mammaires internes homolatéraux suspects, en 1’absence
d’envahissement ganglionnaire axillaire.

envahissement d’au moins 10 ganglions axillaires ou envahissement des ganglions sous
claviculaires (niveau Il axillaire) ou envahissement des ganglions mammaires internes
homolatéraux suspects avec envahissement ganglionnaire axillaire ou envahissement de plus de 3
ganglions axillaires et envahissement des ganglions de la CMI détecté sur ganglion sentinelle sans
signe clinique ou envahissement des ganglions sus-claviculaires homolatéraux.

N3 -N3a : envahissement d’au moins 10 ganglions axillaires (avec au moins un amas cellulaire > 2
mm) ou envahissement des ganglions sous-claviculaires.
-N3b : envahissement des ganglions mammaires internes homolatéraux suspects avec
envahissement ganglionnaire axillaire ou envahissement de plus de 3 ganglions axillaires et
envahissement des ganglions de la CMI détecté sur ganglion sentinelle sans signe clinique
-N3c : envahissement des ganglions sus-claviculaires homolatéraux.

Métastases a distance (M)

Mx Renseignements insuffisants pour classer les métastases a distance
MO Absence de métastases a distance

M1 Présence de métastase(s) a distance




Annexe 1

Tableau Il : Comparaison des grades histopronostiques EE et SBR

EE | SBR
Formation de >75% score 1 100 % Score 1
glandes
(architecture)
10a75% Score 2 99 % a 1% Score 2
<10 % Score 3 0% Score 3
Pléiomorphisme léger Score 1 Score 1
(nucléaire)
Modéré Score 2
Marqué Score 3
Nombre de Score de 1 a 3 (hombre dépendant du A 'objectif x 40
mitoses modéle de microscope)
0Oal Score 1
2 Score 2
3 ou plus Score 3

Le socre Allred :

Le score Allred est une méthode qui est utilisée pour noter les signaux d'immunocoloration
pour les récepteurs d’estrogenes et les récepteurs de progestérones. Un score de proportion
(SP) est attribué et représente la proportion estimée des cellules tumorales positives sur la
lame (plage, 0-5). Un score d'intensité (SI) est attribué et estime l'intensité de coloration
moyenne des cellules tumorales positives (plage, 0-3). Les PS et IS sont ajoutés pour obtenir
un score total (TS) (plage, 0-8).

A Proportion Score (PS)

0 = negative 1 =weak 2 =intermed 3 = strong

Allred Score = PS + IS (range 0-8)
Figure 1 : Systéeme de score Allred.

iv
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Technique histopathologique :

Tableau 111 : Evaluation normalisée des TILs en tant que biomarqueur dans les sections H&E (Savas

Parameétre

et al., 2016)

Recommandation

Sélection de la zone

de la tumeur

Evaluer seulement les cellules immunitaires dans la marge de la tumeur,
ne pas inclure l'infiltrat immunitaire autour du carcinome canalaire in situ

ou du tissu normal a coté de la tumeur

Ne pas se concentrer sur le bord invasif, mais inclure le bord invasif dans

I'évaluation globale

Ne pas se concentrer sur les points chauds, mais fournir une évaluation
globale des TIL

Ne pas inclure de nécrose ou de grandes zones fibreuses dans le centre

tumoral

Type de cellule

immunitaire

Evaluer tous les lymphocytes mononucléaires et les plasmocytes

Ne pas inclure les granulocytes dans les zones nécrotiques

Localisation des

cellules immunitaires

TILs stromaux: dans le tissu fibrotique entre les nids de cellules

tumorales

TILs intratumoraux: infiltrant directement le nid de cellules tumorales,

en contact direct avec les cellules tumorales

Les TILs stromaux et intratumoraux doivent étre évalués séparément et
déclarés semi-quantitativement en pourcentage de la surface totale

occupée par l'infiltrat.
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* Réception et enregistrement :
Les piéces opératoires (mastectomie et tumorectomie), sont remises au laboratoire d’anatomie
pathologique, ou elles regoivent un numéro d'enregistrement et une fiche recueillant les

informations cliniques des patients.

* Examen macroscopique :
Les piéces opératoires sont étudiées puis découpées par 1’anatomopathologiste afin d'arriver a
étudier les caractéristiques du foyer tumoral (organisation, forme, couleur, présence
d’hémorragie). Ce dernier est mesuré en trois dimensions : on prend en considération sa couleur,
son organisation (nodule ou autre). Des fragments sont prélevés des différentes zones de la
tumeur, et sont déposés dans des cassettes.
La fixation : Consiste a plonger la pié ce ou les cassettes confectionnées dans du formol dilué

a 10% afin de préserver les structures tissulaires et empécher leur nécrose

La déshydratation : Elle est faite par un automate, ce dernier contient douze bacs de formol,

quatre d'alcool de concentrations croissantes, quatre de Xxylénes et trois de paraffine. Les
cassettes des échantillons prélevés sont déposées dans le premier bac de formol, puis vont étre

transférées d'un bac a l'autre automatiquement.

L'inclusion : Elle est en deux temps, premierement I'impré gnation qui permet I'entrée de la
paraffine dans les tissus pr élevés. Deuxiémement la confection des blocs : consiste a mettre
I’échantillon inclus dans un moule, verser la paraffine liquide et remettre la cassette sur
I'échantillon du tissu couvert de paraffine ; puis ce moule est mis sur une plaque refroidie afin
de permettre la solidification de la paraffine. Apres refroidissement, on procéde au dé moulage,

on obtient alors un bloc de paraffine contenant I'échantillon du tissu.

Microtomie ou coupe : Aprés refroidissement des blocs, on procede au découpage. Dans un

premier temps, on dégrossit jusqu'a arriver a voir tout le tissu inclus, puis lI'on procéde a la
confection des rubans de paraffine de 3 a 4 p. Ces derniers sont étalés dans un bain marie pour
dissoudre la paraffine, on récupere les rubans avec les lames (sans oublier de graver le numéro
d'enregistrement sur les lames). Puis vient le séchage, ces lames sont mises dans I'étuve a 60°c

pendant 20 min pour favoriser I'adhésion de ces rubans sur les lames.
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La coloration de routine HE « Hématoxyline éosine » et ses étapes : L'Hématoxyline est

préparée par le fournisseur et I'éosine par le personnel du laboratoire,la coloration est faite par
un automate de coloration qui contient 27 bacs ou les lames vont séjourner une minute dans

chacun d'eux avant d'étre transférées au suivant.

-Le déparaffinage : Pour le déparaffinage, il y a six bacs de xyléne.

-La réhydratation : Quatre bacs d'alcool de concentration décroissante dont deux contenants
de I'alcool absolu et deux bacs d'alcool & 95°, deux bacs d'eau.

-La coloration : Se fait dans trois bacs d'Hématoxyline consécutifs.

-Ringage : Dans deux bacs d'eau.

-Coloration a I'éosine dans un bac suivie d'un ringage dans un bac d'eau.

-La déshydratation : Quatre bacs d'alcool croissant, dont deux contenants de I'alcool absolu.
-L'éclaircissement : Dans quatre bacs de xyléne.

-Le montage : Consiste & couvrir I'échantillon sur les lames par une lamelle afin d'avoir une
meilleure conservation, pour ce faire, on utilise une colle (Eukitt) qui est soluble dans le xyléne.
* Examen microscopique

L'examen microscopique se fait par la lecture des lames issues de la coloration de routine

a l'aide d'un microscope photonique.

» Matériels et appareillage :

- Lames silanisées / Lamelles, réf. S2024.

- Agitateur.

- Appareil de circulation automatique (Leica TP1020)
-Appareil d'inclusion en paraffine (Leica Microsystemes,modéle EG 1160,D-69226 Nussloch)
-Automate de coloration HE

- Bacs en verre avec panier en verre

- Bain marie

- Balance de précision

- Cassettes en plastique

- Chambre humide

- Etuves thermostatées

- Station de déshydratation (Leica ST4040)
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- Micropipettes réglables avec cones adaptables (10-100pl)
- Microtome (Leica, Model RM2125)

- Microscope photonique Zeiss

- Minuteur

- Station de déshydratation. (Leica ST4040)

- Portes lames

- Réfrigérateur

- Stylo délimitant : DAKO Pen (code 52002)

- Graveur (diamantin).

Tableau IV : Caractéristiques de 1’anticorps PD-L1 E1L3N utilisé (Tableau original).

Anticorps ‘AC/CIone Type | Fournisseur | Référence | Dilution ‘Marquage

PDL-1 E1L3N Rabbit cell #13684 1/200 Membranaire
mADb signaling ) refi
2l Technology
human
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Tableau V : Les différents paramétres et modalité

Parameétres Modalités

-La classe d’age

Inférieur & 60 ans (<60) et supérieur a 60 ans
(>60)

-Le type histologique avec trois modalités : -

Carcinome canalaire infiltrant (Th-CCI)
Carcinome mixte (Th-C mixte) et Autre (Th-
Autre)

-La taille clinque avec trois modalités :

T1(Tc-T1); T2 (Tc-T2); T3 (Tc-T2)

-La classification moléculaire

Luminal A (Cm-luminal A)
Luminal B (Cm-luminal A)
TNBC (Cm-TNBC)

-L’infiltrat inflammatoire

Négatif (infiltrat-n)
Positif (infiltrat-p)

-L’atteinte ganglionnaire

Négative (Ag-N-)
Positive (Ag-N+)

-Le marquage a I’anti-PD-L1

Négatif (PD-L1-n)
Positif (PD-L1-p)

-Le grade

Grade Il (G-11)
Grade 111 (G-I11)

-Les récepteurs hormonaux

Positif (Rh-p)
Négatif (Rh-n)
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: e venTANA

Figure 2 : Microscope photonigque Figure 3:VENTANA BenchMark
Zeiss. ULTRA

Figure 4 : Kit de détection Ventana
ultraview universal dab.

Figure 5 : Anticorps Anti PD-
L1 (EIL3N®)

Figure 4 : Kit de détection Ventana ultraview
universal dab.
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