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Résumé

Introduction: le cancer du sein est un probleme de santé publique et sa prise en charge

thérapeutiques reste pour certains sous types problématique.

Le cancer du sein triple négatif est un sous-type dont seul le traitement systémique est validé

en particulier la chimiothérapie néoadjuvante vu sa chimiosensibilité.

Les cellules néoplasiques mammaires induisent les mecanismes suppresseurs de tumeur
impliquant ’activation de cellules de I’immunité innée et adaptative, dans la situation ou
I’¢limination est incompléte, 1'inflammation devient chronique, ceci va favoriser la mise en
place de mécanismes d’immunosuppression et les cellules cancéreuses sont capables

d’échapper au contréle immunitaire et de progresser rapidement dans 1’organisme.

Le but de notre étude est de déterminer la corrélation de I’infiltrat lymphocytaire avec la

réponse a la chimiothérapie néoadjuvante.

Matériel et méthodes : Notre étude a intéressé 10 patientes avec un cancer du sein triple
négatif ayant recu des cures de chimiothérapies néoadjuvante.

Une analyse morphologique puis immunohistochimique a I’aide de certains anticorps (CD3,
CD20, CD4, CD8) a été réalisé sur des microbiopsies et des piéces opératoires afin de
quantifier Dinfiltrat des cellules immunes et leur disposition dans le tissu tumoral.
L’appréciation de cet infiltrat (cellules immunes en périphérie, dans le stroma tumoral, ou en
intra-tumoral) s’est faite via une méthode semi-quantitative, ce qui nous a permis de révéler

quatre niveaux d’infiltration.

Résultats : L’infiltration lymphocytaire est dans 50% des cas un infiltrat de niveaul+ faible.
Cet infiltrat est retrouvé de maniére quasi-équivalente au niveau des microbiopsies et des
piéces opératoires. Ce sont les microbiopsies sans reliquat tumoral qui ont un infiltrat plus

important.
Mot clé : cancer de sien triple négatif chimiothérapie néoadjuvante

L’infiltrat lymphocytaire



Abstract

Introduction: breast cancer is a public health problem and its therapeutic management

remains for certain subtypes problematic

Triple-negative breast cancer is a subtype of which only systemic therapy is validated
especially neoadjuvant chemotherapy given its chemosensitivity

Mammary neoplastic cells induce tumor suppressor mechanisms involving the activation of
cells of innate and adaptive immunity, in the situation where elimination is incomplete,
inflammation becomes chronic, this will favor the establishment of mechanisms of
Immunosuppression and cancer cells are able to escape immune control and progress rapidly

in the body

The aim of our study is to determine the correlation of the lymphocyte infiltrate with the
response to neoadjuvant chemotherapy

MATERIAL AND METHODS: Our study involved 10 patients with triple-negative breast
cancer treated with neoadjuvant chemotherapy.

A morphological and then immunohistochemical analysis using certain antibodies (CD3,
CD20, CD4, CD8) was performed on microbiopsies and surgical specimens in order to
quantify the infiltrate of the immune cells and their disposition in the tumor tissue. The
evaluation of this infiltrate (immune cells in the periphery, in the tumor stroma, or intra-
tumor) was done via a semi-quantitative method, which allowed us to reveal four levels of

infiltration.

Results: Lymphocytic infiltration is in 50% of cases infiltrate of level 1 + low. This infiltrate
is found almost equally at the level of microbiopsies and surgical specimens. It is the

microbiopsies without residual tumor that have a greater infiltrate.
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Glossaire

La chimiothérapie: est un traitement comportant I'administration de médicaments
gui agissent sur les cellules cancéreuses, soit en les détruisant, soit en les

empéchant de se multiplier.

Les médicaments agissent sur les autres cellules de I'organisme qui se
développent rapidement, et cela explique les effets secondaires de la
chimiothérapie. Mais nos bonnes cellules sont résistantes et tres nombreuses,
alors que les cellules cancéreuses sont en nombre beaucoup plus faible et sont
plus fragiles. C'est ce qui explique I'efficacité du traitement (TRAITEMENT ET

CONSEIL LA CHIMIOTHERAPIE)

Protocole: modalities de traitement par un ou plusieur médicament associés de
chimiothérapie. Défini les doses, frequencies des cures, sequence d’association, voies

d’administration (revus scientifique de principles généraux de chimiothérapie, 2010)
Puce a ADN ou microarry

Un microarry est une surface solide (verre ou silicium), et généralement plane sur laquelle
sont fixée des molécules (ADN, ARN, ADN, ARNC et autres) en guise de sondes suivant un
ordre connue. La technique d’analyse des puces a ADN consiste en une hybridation inverse :
la sonde est fixeée sur le support et la cible capturée est marqué par un fluorophore.
L’excitation du fluorophore par le laser a pour effet I’émission d’un signal qui est quantifié,

si la cible est présente dans le milieu analysé (article Microarry d’ADN).
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INTRODUCTION

Introduction :

Premier cancer de la femme au monde, le cancer du sein constitue un probleme de santé
publique, avec une augmentation de I’incidence et une mortalité qui reste stable. En Algérie,
un accroissement régulier de I'incidence a été objectivé depuis le début des années 1990 et
touche des femmes relativement jeunes (Hannoun, 2001).

Le cancer du sein est une maladie hétérogene, qui varie aussi bien par ses caractéristiques
cliniques et morphologiques que par le profil biologique de chaque tumeur (Mombelli, 2014)
Les cancers mammaires sont classés selon leur type histologique, leur grade, leur statut
hormonal récepteurs cestrogeniques (RE) récepteurs progestéronique (RP) et Her2. Ce qui
conduit a considérer quatre sous-groupes dits moléculaires selon leur expression
phénotypique. Différentes approches thérapeutiques peuvent étre utilisées dans la prise en
charge de ces cancers, les indications variants selon le type histologique, I’extension de la
maladie, et leur classification moléculaire (Richard, 2012).

Les carcinomes mammaires triples négatifs (RE, RP, HER2 négatifs) en particulier ne
disposent pas actuellement de thérapeutique ciblée. Malgré les nouveaux schémas de
chimiothérapie, le pronostic de ce type de cancer reste sombre (Perou et al., 2000 ; sorlie et
al., 2003 ; lim etal., 2009).

Des études réalisées sur le cancer du sein et d’autres cancers, supportent la notion qui
indique que Iinfiltration tumorale par les lymphocytes est corrélée a une réponse immunitaire
anti-tumorale. En outre, le degré de I’infiltrat inflammatoire et, spécialement, la présence de
lymphocytes est corrélée avec un bon pronostic dans de nombreux types de cancer. Par
conséquent, les lymphocytes intra-tumoraux (TILs) indiquent une réponse immunitaire anti
tumorale qui peut contribuer au contrble de la croissance et la propagation de certaines
tumeurs (Toso, 1996 ; Hadden, 1999).

D'une maniere générale, a la fois dans le traitement adjuvant et néoadjuvant, la
chimiothérapie pourrait déclencher I’immunosuppression et réinitialiser a atténuer la fonction
immunitaire. Le résidu tumoral suivant la chimiothérapie néoadjuvante dans le cancer du sein
triple négatif est considéré comme un mauvais pronostic. La chimiothérapie néoadjuvante
peut engendrer I’accumulation de TILs dans le résidu tumoral, et la déplétion de Treg
immunosuppressive, qui devrait présager une issue favorable (Savas et al., 2015).

Dans ce sens, l’objectif principal de notre étude vise a évaluer le niveau d’infiltrat
inflammatoire au niveau des tumeurs triple négatives (TNBC). Pour ce faire, nous avons
travaillé sur des lames HE et IHC, de prélevements biopsiques de patientes pré-traitées par
chimiothérapie néoadjuvante, ainsi que des pieces opératoires obtenues apres traitement des
patientes. Ceci nous permettra de corréler le résultat avec 1’effet de la chimiothérapie
néoadjuvante.



GENERALITES

I. Cancer du sein :

Le cancer est une pathologie du génome de la cellule qui survient dans les tissus des
organismes vivants présentant un temps de vie assez long, tels que les vertébrés. En effet, le
cancer nécessite pour se développer des tissus qui présentent une capacité a se régénerer dans
le temps et dont les cellules somatiques vont accumuler des mutations (Junttila, 2009). La
notion de « cancer du sein » reléve d’une nomenclature générique qui fait référence a tout un
ensemble de proliférations néoplasiques de la glande mammaire qui différent tant du point de
vue histologique qu’en ce qui concerne leur comportement évolutif. (Tubiana et Koscielny,
1987 ; 1990)

I.1. Epidémiologie :
Dans le monde :

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez les femmes. 1l est la cause majeure de
déces liés au cancer dans le monde, avec plus de 800 000 nouveaux cas diagnostiqués chaque
année. (Parkin et al., 2003) .1l représente la premiére cause de mortalité féminine dans la
tranche d’age de 35 a 55 ans, constituant ainsi un sérieux probléme de santé publique (Moss,
1997). En 2007, 1.3 million de femmes ont été diagnostiqués pour un cancer du sein (Garcia,
et al., 2007), Aux états unis, son incidence est 1’'une des plus élevée au monde : 110 cas pour
100000 femmes ( 1970) et ‘le national Institute of Heath’, a estimé pour la période allant de
1990 a 2000, qu’une femme sur huit développera un cancer du sein au cours de sa vie pour
une espérance de vie de 85 ans (Mombelli, 2014) .En Europe, I’incidence est intermédiaire,
varierait de 60 a 110 pour 100000 femmes ( 80 pour 100000 femmes en France) . En Asie du
Sud-est, le cancer du sein est en premiére place, il n’est qu’en seconde position apres le
cancer de I’estomac chez les femmes dans I’Est Asiatique, et aprés le cancer du col au centre
et au sud de I’Asie (Breast cancer in developing countries 2009). En Afrique du Nord,
I’incidence est de 32.7/100.000 femmes et la mortalité est de 17.8/ 100.000, selon les données
de globocan 2008.

En Algérie:

La derniére décennie montre une place importante du cancer du sein en algerie. En effet,
apres avoir occupe la seconde place apres le cancer du col de 1’utérus, il occupe actuellement
la premiére place chez la femme (Guendouz, 2014). Un accroissement régulier de 1’incidence
a été objective depuis le début des années 1990 et touche des femmes relativement jeunes
(Hannoun, 2001).

1.2. Facteurs de risque :
1.2.1 Antécédents familiaux :

Il existe une certaine prédisposition familiale a développer certaines maladies chroniques
comme le cancer. (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer. 2001)

Le risque estimé est dépendant de 1’dge d’apparition de cancer dans la famille, de degré et
du type de parenté, du statut pré ou post ménopausique ainsi que du caractére bilatérale (Offit
et al., 1994 ; Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer.2012).
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GENERALITES

1.2.2. Antécédents personnels de cancers :

Un antécédent de cancer, de traitement immunosuppresseur par chimiothérapie et/ou
radiothérapie sus diaphragmatique, sont reconnus comme des facteurs favorisants 1’apparition
d’un cancer secondaire et notamment d’un cancer du sein (Boyd et al., 1999).

1.2.3. Antécédents personnels de maladies mammaires :

Les femmes, qui ont eu un cancer du sein, ont 5 fois plus de risque de développer un
nouveau cancer dans le méme sein lorsque la chirurgie a été conservatrice, ou dans le sein
controlatéral que la population générale (Lostumbo et al., 2004 ; Buist et al., 2010).

1.2.4. Génétique :

Il s’agit d’une maladie génétiquement et cliniquement hétérogéne dans lesquels différents
genes de susceptibilité ainsi que certaines de mutation ont été identifiées. Trois genes de
prédisposition au cancer du sein ont été caractérisés : BRCA1 et BRCA2 localisés sur les
chromosomes 17 et 13 respectivement, et BRCA3 qui serait localisé sur le chromosome 8 et
dont le role reste a définir. D’autres geénes de susceptibilité comme le géne c-Myc, p53, PTEN
(Van Sprundel, 2005).

1.2.5. Exposition hormonal :

Il est couramment admis que le niveau d’imprégnation cestrogénique et la durée
d’exposition aux cestrogenes sont des facteurs favorisants I’apparition d’un cancer du sein tels
que 1’age des premieres regles, dge de la premiere grossesse, nombres de pares et de gestes,
allaitement, age de la ménopause (Nkondjock et al., 2005).

1.2.6. Surpoids et les habitudes de vie :

L’obésité est associée a un risque de cancer du sein multiplié par 2 chez les femmes
ménopausées, L'exces de tissus adipeux entraine I'augmentation de la production et du temps
d'exposition aux hormones stéroidiennes, de plus, aprés la ménopause, l'aromatisation des
androgénes dans le tissu adipeux est l'une des plus considérables sources d'cestrogenes
circulants (Renehan et al.,2010).

1.3. Facteur pronostic :

Les éléments de pronostic du cancer du sein sont de plusieurs ordres : cliniques,
histologiques et biologiques (Mombelli, 2014).

1. Classification moléculaire du cancer du sein (annexe ) :
Récemment, des techniques de biologie moléculaire de type microarray, ont permis de

classer les cancers du sein en 5 groupes distincts : Luminal A, Luminal B, HER2, Normal-
like, Triple négatif (Perou et al., 2000 ; Sorlie et al., 2003 ; lim et al., 2009 ).
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I1.1. Profil luminal AouB :

60 a 65% des cancers du sein sont caractérisés par une expression élevée de récepteurs
hormonaux et une absence d’expression de I’Her2. Le récepteur a 1’cestrogeéne alpha est moins
exprimé dans la classe luminal B. Une forte prolifération dans le phénotype luminal entraine
un risque relatif plus important par rapport aux tumeurs luminales de faible prolifération. Les
luminales A sont des tumeurs hormonosensibles pures et bénéficient de monothérapie
antihormonale. Les luminales B devraient bénéficier en plus de D’introduction de la
chimiothérapie (penault-liorca, 2007 ; Freres et al., 2010 ; Bourggiera et al.,2012).

11.2. Profil Her2 :

Il représente jusqu'a 25 % des cancers du sein. Il est définie comme incluant toutes les
tumeurs HER2 quelque soit leur expression des récepteurs hormonaux. Leur phénotype est
HER2plus, CK8/18/19plus, leur pronostic est défavorable (Mathieu , 2007).

11.3. Triple négatif :

Il représente 10 a 15 % des carcinomes infiltrant du sein, (Hannoun, 2001) dont 75 a 85 %
appartiennent a la classe Basal-Like. (Rakha et al., 2007). Les cancers du sein triple négatif
sont définis comme des tumeurs dépourvues d'expression de récepteur d'cestrogeéne (ER), le
récepteur de la progestérone (PR), et la surexpression de HER2 (Perou et al., 2000).

Les caractéristiques générales des tumeurs TN sont représentées dans le tableau N°1. Les
cancers du sein triple négatif sont généralement de hauts grades nucléaires, et ils montrent un
profil d'expression plus agressif avec une faible expression de Bcl-2, mais de forte expression
de p53 et Ki67 (Foulkes et al., 2004 ; Fulford et al., 2006 ; Chivukula et al., 2008 ; Dogan
et al., 2008 ; Nishimura and Arima, 2008 ; Tian et al., 2008).

Tableau | : caractéristiques générales du cancer du sein triple négatif

Caractéristiques générales du cancer du sein triple négatif

Souvent présenté comme cancer d’intervalle
Faible association entre la taille tumorale et ’implication de ganglions lymphatiques
Un grand risque d’une récidive précoce
La récidive est vue entre les premieres et les troisiemes années apres le diagnostic
Les métastases sont rarement précédees par des récidives locales
La récidive locale n’est pas révélatrice d’une maladie métastasique
Plus fréquent chez les jeunes femmes
Forte association avec 1’obésité
Prévalence accrue pour les métastases cérébrales
La plupart des déces était possible pendant les six premiéres années
Rapide progression depuis le début de métastase jusqu'a la mort
Grande chimiosensibilité
Un facteur de risque dans les tumeurs avec ganglion lymphatique négatif
Molécules spécifiques ciblées sont déterminées recemment
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Sur le plan histologique, on retrouve essentiellement des carcinomes canalaire de haut
grade et de type non specifique, des carcinomes métaplasique et des carcinomes médullaires.
Les caractéristiques tumorales morphologiques sont celles d’un cancer agressif ; la masse
tumorale refoule les tissus voisins et présente des zones de nécrose et souvent centrales (Diaz
etal., 2007).

L’association entre les tumeurs TN et la voie BRCA1 a été mise en évidence. (Foulkes et
al., 2003 ; Lakhani et al., 2005). 1l s’avere que la voie BRCAL conduit au développement de
deux sous type du cancer du sein, la triple négatif, et le basale-like (BLBC) (Tim et al ;
2011). La majoriteé des cancers du sein présentant une mutation familiale du gene BRCAL ont
un aspect morphologique de type TN ou BLBC. Leur profil immunohistochimique est
superposable dans 75 a 90% des cas (Foulkes et al., 2004). Ainsi que leur degré d’instabilité
génique liée a une pathologie primitive de la réparation de I’ADN (Mullan et al., 2006 ). Leur
profil évolutif est également semblable (Foulkes et coll, 2004).

La perte d’expression de la voie PTEN est associée au phénotype triple négatif. (Perren et
al., 1999 ; Saal et al., 2008). Il existe d’autres génes qui sont mutés plus fréquemment dans le
TNBBC, dont les oncogénes RB1 et KRAS, connus pour augmenter la croissance de la
tumeur. (Hu et al., 2009).

Les analyses d'expression genique du cancer du sein TN ont recemment identifié 6 sous-types
distincts (Lehmann et al.,2014):

v' BL1 (BL pour basal-like) caractérisé par une signature génique enrichie de
génes du cycle cellulaire et de la réponse aux dommages de I'ADN.

v/ BL2 caractérisé par une surexpression de la signalisation des facteurs de
croissance et des marqueurs myoépithéliaux.

v M et MSL sont deux sous-types mésenchymateux avec une forte expression
des génes impliqués dans la différenciation et la signalisation des facteurs de
croissance.

v" IM est un sous-type immuno-modulateur qui surexprime les génes liés aux
processus cellulaires immunitaires.

v" LAR est un sous-type luminal qui a la particularité d'exprimer des récepteurs
aux androgenes.

Le pronostic des patients atteints de ce type de tumeur est tres pauvre, non seulement parce
que les thérapies ciblées sont exclues, mais aussi parce que ces tumeurs semblent étre plus
agressives que d'autres sous-types de cancer du sein semblables au basale-like (Nofech-
Mozes et al., 2009).

I11. Traitements du cancer du sein triple négatif :
I11.1. Traitements systémiques :

La chimiothérapie est le seul traitement systémique validé dans les cancers du sein TN.
Etant donné que leur index mitotique est élevé, ces tumeurs sont plus chimio-sensibles que les
autres sous-groupes en particulier en situation néoadjuvante. La chimiothérapie neoadjuvante
(CNA) permet de prévenir la production de facteurs circulants qui sont a 1’origine de la
stimulation des facteurs de croissance de tumeurs. Elle correspond a 1’utilisation d’un
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traitement cytotoxique systémique avant le traitement locorégional (chirurgie et/ou
radiothérapie). La terminologie de traitement néoadjuvant pour le cancer du sein a été utilisée
au début des années 80, lors de I’introduction de la CNA dans le traitement des ostéosarcomes
(Mombelli, 2014). Selon (Liu et al., 2010) les avantages théoriques de la CNA sont :

v’ L’éradication des micro-métastases occultes, lors d’une exposition précoce a la
chimiothérapie.

v Une réduction du risque de dissémination des cellules tumorales, lors du geste
chirurgical.

v Une prévention d’un effet rebond prolifératif aprés chirurgie ; il a été décrit
une prolifération rapide au niveau des sites résiduels apres exérése de la
tumeur primitive, et une prolifération accrue au niveau des métastases.

v Administration des drogues cytotoxiques au sein d’un réseau vasculaire intact.
Le flux sanguin est plus important au sein de la tumeur qu’au niveau du tissu
mammaire normal.

v" La CNA permettra d’avoir un modéle in vivo pour d’apprécier les effets des
drogues et la réponse de la tumeur.

v Dans le but d’obtenir un effet esthétique.

La chimiothérapie systémique permet I’évaluation précoce de la réponse ou de la résistance
aux drogues cytotoxiques. La CNA aura aussi pour but d’obtenir une meilleure survie sans
récidives. La rémission complete de toute tumeur viable dans le sein ou les ganglions, est
considérée comme un indicateur de 1’éradication totale de toute maladie locorégionale, et de
la méme une éradication de foyers de micrométastases a distance. Cette hypothese est
soutenue par une meilleure survie globale chez les patientes ayant une réponse histologique
complete (Kuerer et al.,1999).

Classiquement, les indications de la CNA associent les tumeurs dites localement avancées
et les cancers du sein inflammatoires, mais elle est aussi indiqué dans un but conservateur. De
nombreuses classifications sont proposées pour 1’évaluation histopatologique de la réponse a
la chimiothérapie. Ces systémes de grading sont de nature semi-quantitative. La classification
proposée pour le cancer du sein triple négatif est la classification de sataloff (annexe I1)
(Wolmark et al., 2001 ; Van der Hage et al., 2001)

La classification de Sataloff (1995) a été élaborée par une équipe de Philadelphie, évaluée
sur 36 patientes. Elle associe la réponse histologique au niveau du parenchyme mammaire et
ganglionnaire, Les réponses sont gradées de A a D, de la réponse compléte (A) a une absence
de réponse (D), avec entre les deux une appréciation plutét subjective d’une réponse
supérieure ou inférieure a 50%. Dans le groupe A, la réponse compléte admet la présence de
cellules isolées de moins de 2 mm, ainsi que d’une composante in situ.

Cette classification va permettre de subdiviser les patientes selon la réponse histologique,
en associant la réponse au niveau du tissu mammaire avec la réponse au niveau des ganglions,
en regroupant ensemble « les bons répondeurs » réponses supérieure a 50% et « les mauvais
répondeurs ». Cette étude a mis en évidence une meilleure survie chez les patientes ayant une
réponse histologique compléte (Sataloff et al.,1995).
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IV. Cancer du sein et immunité anti-tumoral :

Le cancer du sein est souvent initié par des changements génétiques et épigénétiques au
niveau des genes qui régulent la fonction des cellules épithéliales mammaires. Divers
mécanismes suppresseurs de tumeur sont mobilisés pour éliminer les cellules néoplasiques
mammaires et donc limiter leur propagation dans 1’organisme. En effet, le systéme
immunitaire est capable de reconnaitre et de diriger des réponses cytotoxiques contre les
cellules cancéreuses, qui expriment des antigénes tumoraux induits par transformation
néoplasique. Le systeme immunitaire reconnait un « soi altéré » grace a 1’expression, par les
cellules tumorales, d’Ag particulier ou de molécules membranaires induite par la
transformation néoplasique. Le microenvironnement tumoral contribue fortement a
I’évolution du phénotype tumoral vers des profils plus agressifs, capables d’échapper aux
différents mécanismes anti-tumoraux et de progresser rapidement dans 1’organisme. Cette
évolution est décrite dans un concept, largement adopté par le commun des scientifiques, et
qu’on appelle le concept « immuno editing » ou 1’ « immuno-surveillance » (Lacroix et al.,
2006 ; Coussens et Pollard, 2011 ; Xu et al., 2011 ; Nicholls et al., 2012) (Figure 1A et B).

1V.1. Phases de I'immuno-surveillance des tumeurs :

L’immuno-surveillance est un concept attribué a la fonction physiologique du systeme
immunitaire adaptatif. Elle est représentée par la destruction des cellules transformées, et la
prévention de leur expansion avant qu’elles ne deviennent des tumeurs dangereuses (les bases
de ’immunologie fondamentales et cliniques). En revanche, le systeme immunitaire ne
protege pas seulement 1’hdte, mais il participe aussi a la sélection de variants tumoraux ayant

la capacité de survivre dans un environnement immunologique intact (pdf cours).

Le double jeu du systéme immunitaire a rendu le concept de I’immuno-surveillance
insuffisant, pour décrire toutes les interactions entretenue avec la tumeur, il évolua en a un

nouveau concept qui est I’immunoediting.

L’immunoediting est composé de trois phases, d’ou son nom, régles des trois Es, qui sont

comme suit : élimination, équilibre et échappements

1VV.1.1 Elimination :

Cette phase est enclenchée dés la reconnaissance des cellules tumorales par le systeme
immunitaire. Le développement tumoral, qui se fait aux dépends du tissu sain, met en place
un contexte pro-inflammatoire par la libération de signaux de danger (DAMPs pour Damaged
Associated Molecular Patern) (Escamilla-Tilch et al., 2013) . Ce contexte favorise alors le
recrutement et D’activation de cellules cytotoxiques de I'immunité innée ainsi que le
recrutement des cellules présentatrices d'antigene, qui activeront ensuite l'immunité
adaptative. Ainsi, durant cette étape, la tumeur est contrdlée par le systeme immunitaire, voire
entierement éliminée (Michels et al., 2004) (Figure 1C).
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IV.1.2. Equilibre (Immunosélection) :

La relation dynamique entre le systeme immunitaire et la tumeur conduit & une phase
d’équilibre, qui peut durer de nombreuses années. Durant cette période certaines cellules
tumorales peu prolifératives et/ou peu immunogénes ont survécu a la phase d’élimination. La
tumeur est dite « en dormance » : clle est controlée mais continue d’évoluer lentement
(Vesely et Schreiber, 2014) Plus longtemps dure cet équilibre, plus il y a de risques qu'une
mutation entrainant I'échappement au contrdle immunitaire des cellules tumorales. Durant
cette longue phase, les cellules tumorales subissent une pression importante du systéme
immunitaire qui conduit a un phénomene de sélection des phénotypes les plus adaptés a
survivite que 1’on nomme « immunosélection » (ou "immunoediting"). D’autre part
I’inflammation associée aux cancers et I’instabilité génétique des cellules tumorales semblent
contribuer a I’établissement d’un microenvironnement pro-tumoral et immunosuppresseur
(Mombelli ,2014) (Figure 1C).

1V.1.3. Echappement tumoral (Immunosubversion) :

Les clones résistants, ainsi sélectionnés, lors de l'immunosélection, sont capables
d’échapper au systeme immunitaire de I'néte. lls vont alors permettre a la tumeur de proliférer
brusquement voire générer des métastases : c’est la phase d’échappement. L'échappement est
croissant puisque la tumeur accumule de nombreux et différents mécanismes au fil du
développement de la maladie. Les populations tumorales sont hétérogénes, ainsi que leurs
mécanismes d'échappement, ce qui rend leur élimination par le systéme immunitaire ou par un
traitement immunologique d'autant plus difficile (Mombelli, 2014) (Figure 1C).

IV.2. Réponse anti-tumorale :

La réponse anti-tumorale est un mécanisme complexe et collaboratif entre les cellules de
I’immunité innée (NK, NKT, CD...), de 'immunité adaptative (T CD8+ et TCD4+) et des
cellules a la frontiere entre ces deux réponses (Tyd). Chaque type cellulaire posséde des
caractéristiques et des fonctions spécifiques dont le but est de collaborer de fagon directe ou
indirecte afin d’éliminer la tumeur (Dranoff, 2004).

1V.2.1. Immunité innée anti-tumorale :

Les DAMPs sont des signaux de souffrance cellulaire qui vont activer des récepteurs
cellulaires de I'immunité innée (PRR : Pattern Recognition Receptor), présents a la fois sur les
cellules immunitaires et d'autres cellules, comme les cellules épithéliales, fibroblastiques ou
endotheliales, et ainsi déclencher une réaction inflammatoire. Les cellules tumorales étant des
cellules altérées, émettent des DAMPs et activent I'immunité innée.

L'inflammation peut conduire a la destruction des cellules tumorales, ainsi qua la
réparation tissulaire. Au cours de ce processus, il y aura recrutement des cellules cytotoxiques
de I'immunité innée dans le tissu menacé et leur activation. L’activation se fait suite a la
sécrétion de facteurs solubles ; les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1, I1L-6, IL-12,
IL-18...), les chimiokines. Par ailleurs, des cytokines anti-inflammatoires telles que 1’IL-10 et
le TGF-B, sont également libérées au cours de 1'inflammation pour aboutir a la suppression de
la réaction inflammatoire. La réponse innée anti-tumorale implique les cellules cytotoxiques
de la premiére ligne de défense, telles que les cellules natural killer T (NKT), les lymphocytes
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T-yd, mais aussi et principalement les lymphocytes natural killer (NK) et les macrophages.
(Mombelli, 2014).

Les lymphocytes NK sont les principales cellules de I'immunité innée impliquées dans
I'immunité anti-tumorale. Elles sont capable de détruire une grande variété de cellules cibles,
qu’elles soient infectées par un virus ou transformées. (Mombelli, 2014). Elles possedent
deux grands types de récepteurs (NKR), les récepteurs dits “activateurs” et ceux dits
“inhibiteurs” ; I’intégration des différents signaux induisant leur activité cytotoxique ou leur
tolérance. Par ailleurs ces cellules sont capables, apres activation, principalement de produire
I'interféron-y (IFN-y) qui a un pouvoir anti-tumoral. (Cooper et al.,2001).

Les macrophages sont activés suite a la sécrétion d'IFN-y au niveau du site tumoral par les
NK. La présence de ces cellules est également favorisée par la sécrétion de chimiokines telles
que MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) et RANTES (Regulated on Activation,
Normal T Cell Expressed and Secreted), et de cytokines inflammatoires (IL-12, IFN-a) par les
cellules dendritiques et les cellules NK. Les fonctions anti-tumorales sont attribuées aux sous
type M1. Ce dernier différe du sous type M2 par son activation dite « classique », via I'lFN-y
et I'IL-1pB, et l'engagement des TLRs. Les macrophages M1 produisent principalement des
cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a, IL-12, IL-23 et IL-6, qui induisent la
stimulation des lymphocytes Thl (Gordon et Martine, 2010).
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Figure 1 : Développement tumoral et immunosurveillance.
A et B. Transformation néoplasique d’une cellule normale sous I’influence de I’environnement.

C. Concept d’immunosurveillance ou « immuno-editing »
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Le role des macrophages dans la progression tumorale est justifié par le fait qu’ils jouent un
role fondamental dans la réponse inflammatoire chronique (qui participe a la carcinogénese),
mais également par la corrélation établie entre une densité élevée en macrophages et un
mauvais pronostic (Pollard, 2004).

IV.2.2. Immunité adaptative anti-tumorale :

Le contexte inflammatoire du site tumoral favorise le recrutement de cellules présentatrices
d'antigénes telles que les cellules dendritiques, qui sont a I’interface entre la réponse innée et
la réponse adaptative. D'autre part les cellules tumorales, suite aux nombreuses mutations
génétiques ou épigénétiques qu’elles subissent, expriment des molécules aberrantes parfois
antigéniques et immunogéniques, que l'on appelle les antigenes tumoraux. La nécrose ou
I’apoptose de ces cellules au sein du tissu tumoral va libérer des antigenes tumoraux qui
seront alors capturés par les cellules dendritiques immatures infiltrant le site inflammatoire.
Sous I’influence des DAMPs, celles-ci vont maturer, c'est-a-dire exprimer a leur surface les
molécules de Co-stimulation nécessaires a 1’activation des lymphocytes T et migrer dans un
organe lymphoide secondaire pour présenter les antigenes tumoraux aux lymphocytes T naifs
associés aux molécules du CMH aux lymphocytes T CD4+ ou CD8+ (Barry et Bleackley,
2002). En effet, lI'activation des lymphocytes T naifs ne sera effective que si l'interaction
initiale entre les lymphocytes T et cellules dendritiques est permise par les nombreuses
molécules d'adhésion (ICAM-1/LFA1L, LFA3/CD2, VCAM-1/VLA4) et si le premier signal
(reconnaissance du peptide : CMH/TCR + CD4 ou CD8) est accompagné des signaux dits de
co-stimulation (deuxiéme signal : B7/CD28). Les lymphocytes T activés vont alors proliférer
et se différencier en cellules T effectrices telles que les lymphocytes T cytotoxiques (CTL),
lymphocytes T auxiliaires (ou lymphocytes "helper” : Th), et les cellules mémoires.

1V.2.2.1. Lymphocytes T CD8+ :

Suite a leur activation, les lymphocytes T CD8+ naifs entrent dans une phase de
prolifération et de différenciation aboutissant a une population clonale de cellules
cytotoxiques ou CTL. Les CTL migrent dans la tumeur et éliminent les cellules tumorales par
cytotoxicité. Pour cela, les CTL disposent de deux principales voies inductrices de mort : la
voie perforine/granzyme et la voie Fas/Fas-L. Il existe également une troisieme voie basée sur
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-o ou I’IFN-y qui, libérées a
proximité des cellules cibles peuvent entrainer leur mort. (Chavez-Galan et al., 2009).

1V.2.2.2. Lymphocytes T CD4+ :

Les lymphocytes Thl sont importants dans les réponses immunitaires contre les
pathogenes intracellulaires tels que les virus ou les bactéries et participent principalement a
I’immunit¢ a médiation cellulaire. Ils peuvent également intervenir dans I’immunité
humorale. La cytokine effectrice principale est I’'IFN-y qui joue un rdle important dans
l'inhibition et la destruction des cellules tumorales. L’IFN-y favorise également le signal
délivré lors de l'interaction CD40 (sur la cellule présentatrice d'antigénes) et CD40L (sur le
lymphocyte T CDA4+ activé), qui active les cellules présentatrices d'antigénes et donc
augmente le potentiel d’activation des lymphocytes T naifs. En paralléle, les lymphocytes Thl
favorisent la différenciation des lymphocytes T CD8+ en CTL via I’IL-2 et I’IFN-y. Il est
également intéressant de noter que certains lymphocytes Thl peuvent avoir des capacités
cytolytiques dépendantes de la voie Fas/Fas-L et de la perforine (Hsieh et al., 2014).
L'infiltration spontanée des cellules Thl a été observée dans divers cancers et parfois corrélée
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a un pronostic favorable (Bui et Schreiber, 2007), leur action anti-tumorale passe
principalement par la sécrétion d'IFN-v, ainsi que par l'inhibition des lymphocytes Th2.

Concernant le role des Th2 dans I'immunité anti-tumorale, il a été démontré que la
production de TGF-p et d'IL-10, par ces cellules, favorise la croissance tumorale. En effet, ces
cytokines régulent négativement la réaction inflammatoire et créent un environnement
favorable au développement de la tumeur et a I'échappement immunitaire (Yang et Bolpetti,
2010) De plus les lymphocytes Th2 inhibent la production d'IFN-y par les lymphocytes Thl,
un acteur anti-tumoral important.

Les cellules Th17 ont éte retrouvées dans le microenvironnement tumoral de nombreux
cancers, notamment les tumeurs du sein (Manel et al., 2008). La fonction biologique des
lymphocytes Th17 tend vers une fonction pro-inflammatoire, caractérisée par une forte
sécrétion d'IL-17A. Les Th17 et I'lL-17A ont été rapportés comme indicateurs de mauvais
pronostic dans les cancers (Manel et al., 2008 ; Cochaud et al.,2013).

1VV.2.2.3. Les lymphocytes B

Les lymphocytes B reconnaissent les antigenes sous une forme native par leur
immunoglobuline de surface, qui constitue le récepteur pour 1’antigéne. Cet antigéne peut se
présenter sous forme soluble ou membranaire. Ceci differe des modalités de reconnaissance
de I’antigeéne par les lymphocytes T, qui nécessite que 1’antigéne soit dégradé et présenté par
des cellules présentatrices « professionnelles », qui délivrent des signaux de costimulation aux
lymphocytes T (Von Andrian et Mempel, 2003).

Les plasmocytes dérivants des lymphocytes B activés, sont responsables de la synthése des
anticorps anti-tumoraux et ils peuvent aussi provoquer une action cytotoxique directe (Savas
et al., 2015).

IV.3. Mécanismes d'échappement tumoral :
IVV.3.1. Microenvironnement pro-tumoral :

Lors de I'échappement au systeme immunitaire, les cellules tumorales n'étant pas toutes
éliminées, l'inflammation devient chronique. Ceci va favoriser la mise en place de
mécanismes d'immunosuppression via l'expression au sein du tissu, par les cellules tumorales
ou par les cellules immunitaires infiltrantes, de cytokines régulatrices. Parmi ces cytokines,
nous retrouvons, principalement, I’IL-6, qui module I'expression de génes impliqués dans la
survie et la prolifération cellulaire (Kanterman et al., 2012). L'immunosuppression générale
se traduit egalement par l'activation de voies de signalisations centrales. Le facteur de
transcription NF-xB (nuclear factor-kappa B) qui, sous stimulation continuelle inflammatoire,
est constitutivement active et assure la transcription de génes inflammatoires cibles, comme le
TNF-a. Ce dernier stimule la croissance et la survie des tumeurs et de plusieurs cellules
immunitaires ( Umansky et Sevko, 2012).

Les facteurs de transcription tels que la famille des STAT, AP-1 (He et al., 2011) régulent
également les cytokines pro-inflammatoires et les médiateurs de renouvellement des cellules
souches, la prolifération cellulaire et leur survie, tous impliqués dans le maintien de
I'inflammation. Cette immunosuppression se refléte également par une perte d'expression de
la chaine & (CD247) du TCR responsable de l'anergie, c'est-a-dire le fait que la cellule
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effectrice reconnaisse l'antigéne tumoral mais n'est plus réactive, ou de la diminution de
cellules effectives innées NK et adaptatives lymphocytes T (Baniyash et al., 2014).

IVV.3.2. Faible immunogénicité des cellules tumorales :

- Perte d'antigene immunogéne : les cellules tumorales peuvent supprimer leurs antigénes
de surface, par exemple en endocytant les anticorps qui s'y fixent afin de se purger de leurs
antigénes (DuPage et al., 2013). Des études ont montré que des tumeurs exprimant
faiblement un antigene, bien que pouvant étre reconnues par des lymphocytes T
préalablement activés, ne permettaient pas d’activer des lymphocytes T anti-tumoraux
spécifiques.

- Perte des molécules d'adhésion a la surface des cellules tumorales : et ce afin d'empécher
les cellules immunitaires de s'y fixer. Nous retrouvons aussi la perte des molécules de co-
stimulation nécessaires a l'activation des lymphocytes T (De Haart et al., 2013), les
lymphocytes T peuvent alors devenir anergiques.

- Délétion des molécules de CMH-I présentatrices des antigénes tumoraux : ce qui va
inhiber la réponse T, tout en conservant I'expression d'autres alleles de CMH-1 pour ne pas
activer les cellules NK (Campoli, 2012).

IV.3.3. Recrutement de populations immunitaires régulatrices :

Certaines cytokines et chimiokines secrétées par la tumeur favorisent I'accumulation au
sein de la tumeur de nombreuses populations cellulaires régulant la réponse immunitaire.

- Les cellules Treg : qui infiltrent la tumeur en réponse a des cytokines telles que TGF-p et
IL-10 (Whiteside, 2014 ) et jouent un réle clé dans la régulation de I'immunosurveillance.
Elles ont en effet été retrouvées dans de nombreux types de cancer et souvent corrélées a un
mauvais pronostic ( Mougiakakos et al., 2010) . Les proportions respectives de lymphocytes
Treg et de cellules effectrices anti-tumorales lors de I'apparition de la tumeur détermineraient
le rejet de la tumeur ou sa progression (Whiteside, 2014)

- Les macrophages associés aux tumeurs (TAMS) : qui infiltrent presque tous les types de
tumeurs. Naturellement, la survie et I'activation prolongée des macrophages conduit a la
destruction tissulaire et devrait donc éliminer les cellules tumorales. Cependant, les TAMs
sont des macrophages de type M2, transformés sous l'influence de cytokines inappropriées et
du microenvironnement. Ces cellules vont alors produire des facteurs de croissance et des
facteurs angiogéniques, conduisant a la dégradation de la matrice extracellulaire et favorisant
I'invasion des cellules tumorales (Mantovani et al., 2011).

- Les cellules dendritiques immatures: qui sont un phénotype courant du
microenvironnement inflammatoire chronique. Sans I'expression a leur surface des molécules
de co-stimulation elles peuvent induire I'anergie ou réduire l'activité des lymphocytes T, de
plus ces cellules supportent la croissance tumorale via le recrutement et Il'activation des
lymphocytes Treg (Belkaid et Oldenhove, 2008).

- Les cellules myéloides immunosuppressives : qui représentent une population cellulaire
immature également présente dans la plupart des cancers. Leur propriété principale est leur
capacité a inhiber aussi bien les réponses immunes innées qu’adaptatives (Gabrilovich et
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Nagaraj, 2009). Leur nombre est fortement augmenté dans des conditions d'inflammation
chronique, ce qui diminue le nombre des cellules myéloides matures telles que les
macrophages et les cellules dendritiques.

IVV.3.4. Facteurs solubles immunosuppresseurs :

- Cytokines immunorégulatrices : les deux principales étant le TGF-B et I'IL-10. Le TGF-R
a d’abord un effet anti-tumoral (anti-prolifératif et anti-invasif), mais celui-ci est rapidement
compensé¢ par son effet immunosuppresseur comme I’induction de lymphocytes Tregs
(sécréteurs d’IL-10), ainsi que par le détournement de certaines voies de signalisation a
I’avantage de la cellule tumorale (Padua et Massagué, 2009). L’IL-10 peut aussi étre
sécrétée par les cellules tumorales et va changer le profil de la réponse immunitaire en
inhibant les cellules dendritiques et en favorisant ’apparition de lymphocytes Tregs (Elkord
et al.,2010).

- Cytokines pro-inflammatoires : telles qu'lL-6 et IL-23. Ces cytokines contribuent a la
carcinogénese et a la croissance tumorale en entretenant I'inflammation chronique favorable a
ce développement. De plus elles favorisent la production dautres cytokines pro-
inflammatoires, notamment I'lL-17.

- Les MIC solubles: des molécules inhibitrices du récepteur NKG2D, activateur
indispensable de la cytotoxicité des cellules NK et des CTL peuvent également étre produites
par les cellules tumorales et induire une altération des réponses immunitaires anti-tumorales
(Vitale et al., 2014).

I1V.3.5. Dérégulation des signaux d'apoptose :
- Surexpression de molécules anti-apoptotiques comme bcl-2 (Kirkin et al., 2004) .

- Activation constitutive de p53 ou autres oncogénes codants pour des protéines anti-
apoptotiques (Erb et al., 2005).

- Inhibition des cascades de caspases qui devraient aboutir a l'apoptose des cellules
tumorales (Erb et al., 2005) .

- Expression de Fas-L a la surface des cellules tumorales qui vont induire I'apoptose des
lymphocytes T cytotoxiques ( Whiteside, 2007).

IVV.3.6. Barriére physique :

De nombreux types de tumeurs surexpriment des molécules telles que des fibres de
collagene ou des facteurs de coagulation qui vont former une barriére physique entre les
cellules tumorales et le systtme immunitaire, une sorte de "site de privilege immun™ ou les
cellules immunitaires n'ont pas acces et ou la tumeur peut donc proliférer (Rygiel et al.,
2011).
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Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire d’anatomie pathologique du centre Pierre et
Marie Curie d’Alger (CPMC), durant une période de 6 mois (Mars & aout 2016). Nous avons
analysé I’infiltrat lymphocytaire au niveau de tumeurs mammaires triple négatives de 10 patientes,
avant et apres chimiothérapie.

I. Matériel
I.1. Matériel biologique :

Nous avons analysé deux types de tissu tumoral de patientes atteintes d’un cancer du sein triple
négatif. Ces patientes ont bénéficié de deux protocoles de chimiothérapie néoadjuvante, entrant
dans le cadre d’un essai clinique (Annexe I11). Il s’agissait de :

v 10 pieces biopsiques obtenues avant chimiothérapie.
v 10 pieces opératoires obtenues apres 6 cycles de chimiothérapie néoadjuvante.
Matériel non biologiques

Tous les appareils, réactif et solutions que nous avons utilisés sont mentionnés dans

(Annexe 1V).
1. Méthodes

11.1. Démarche expérimentale

Dans le diagramme suivant, nous avons résumé I’ensemble de la démarche expérimentale,

adoptée dans notre étude. Nous avons établi les étapes suivantes :

- A partir des données archivées, nous avons obtenus 1’age des 10 patientes ainsi que la taille de

leur tumeur.

- A partir des microbiopsies mammaires, nous avons, réalisé une étude histologique pour en
déterminer le type, le grade SBR (Annexe V) et les récepteurs hormonaux.

- Nous avons évalué le taux de réponse pathologique selon la classification de Sataloff (Annexell).

- Nous avons examiné les lames issues de la coloration hématoxyline-éosine (HE), afin de
quantifier 1infiltrat des cellules immunes et leur disposition dans le tissu tumoral a partir des
microbiopsies et des piéces opératoires. L’appréciation de cet infiltrat (cellules immunes en

périphérie, dans le stroma tumoral, ou en intra-tumoral) s’est faite via une méthode semi-
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quantitative, qui nous a permis de révéler quatre niveaux d’infiltration (allant du plus faible au plus
intense), selon la saturation du stroma tumoral par les cellules immunes :

v" Niveau 0 : Absence de cellules immunes.

v" Niveau 1: les cellules immunes représentent 1 a 25%.

v Niveau 2 : Les cellules immunes représentent 25 a 50 %.
v Niveau 3: les cellules immunes représentent 50 a 75 %.
v Niveau 4 : les cellules immunes représentent 75 a 100 %.

- Le type d’infiltrat a été déterminé par une étude immunohistochimique, en ciblant les populations

lymphocytaires suivantes :
v Lymphocytes T (anticorps anti-CD3).
v" lymphocytes B (anticorps anti-CD20).
v lymphocytes CDA4+ (anticorps anti-CD4).
v" lymphocytes CD8+ (anticorps anti-CD8).

Remarque : L’étude macroscopique ainsi que la coloration HE sont résumées dans les

(Annexe VI)
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Patiente CSTIN

:

Microbiopsie

Etude histologique (tvpe histologique, grade SBR)
Profil phénotypique (RE, RP et HER?)
Etude semi-quantitative de I'infiltrat inflammatoire

Marquage mgj;mgg]il@w (CD3, CD4, CD8 et CD20)

Randomisation

— T

Protocole A Protocole B

Intervention chirurgicale (mastectomie, fumorectomie)

Etude histologique (recherche du religuat)
Avec reliquat tumoral sans reliquat tumoral (pCER)
Etude histulnfique

Etude semi-quantitative de 1'infiltrat inflammatoire

Marquage immunohistochimique (CD3, CD4, CD8 et CD20)

Figure 2 : Diagramme représentant la démarche expérimentale.

Il. Etude de Pinfiltrat lymphocytaire par immunohistochimie

Principe :

C’est une technique qui permet I’identification in situ, sur coupe histologique, d’un antigéne
cellulaire ou tissulaire. Cette technique est basée sur une réaction spécifique antigene-anticorps
utilisant des anticorps mono- ou polyclonaux conjugués a une substance fluorescente ou a une
enzyme qui réagit avec son substrat en donnant une coloration facile a observer au microscope
optique en lumiére blanche.
Ainsi, on peut visualisel ci quantifier la molécule cible sur une coupe tissulaire. Elle peut étre

réalisée sur du matériel fixé, inclus en paraffine et stocké sur une longue période. Cependant I'THC
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n’est fiable que si au préalable toutes les étapes de la technique, depuis la fixation des tissus jusqu'a
la révélation du complexe Ag-Ac, ont été bien controlées.
Pour réaliser notre partie immunohistochimique, nous avons utilisé un Kit DAKO (Référence
K8000).

v Etape 1: Préparation des lames (Silanisation des lames)

- Pour la technique immunohistochimique, nous avons travaillé avec des lames silanisées (chargées
positivement, pour une meilleure adhérence des tissus), qui sont préparées aprés immersion des
lames dans un bac qui contient une solution de silane (SiH4) diluée a 7% (7ml de silane/100ml
d’acétone) pendant 2 a 3 min. Ensuite, un rincage dans un autre bac contenant de 1’acétone, puis un
second rincage a I’cau distillée. Le séchage est realisé a température ambiante et a I'abri de la

poussiere.

- Nous avons étalé les prélevements sur des lames silanisées dans un bain marie qui contient de
I’eau chauffée a 40°C .Un numéro du bloc et I’anticorps utilisé sont marqués sur la lame a I’aide

d’un crayon. Les lames sont incubées dans une étuve a 37°c pendant une 24h

- Avant de procéder a la coloration, les coupes de tissus fixés au formol (pré requis indispensable a
I’obtention des tests IHC fiables) et inclus dans de la paraffine doivent étre soumises a un
déparaffinage au xyléne (3 bains, 5 min chacun), une réhydratation a I’éthanol de concentration

décroissante (3 bains, 5 min chacun) puis un rincage a I’cau distillée.
v' Démasquage antigénique :

Cette étape vise a briser les ponts créés par le formol lors de la fixation afin de rendre les sites
antigéniques accessibles, en utilisant un tampon a pH= 9. Les lames sont plongées dans une
solution TRS (Target Retrieval Solution. Dako réféerence K8000) préchauffée dans unbain marie a
95° pendant 40 minutes. Les lames sont ensuite retirées et maintenues a température ambiante
pendant 20 min, avant d’étre rincées a I’ecau distillée d’abord, afin d’éviter un choc thermique puis
au PBS (Phosphate Buffered Saline, référence K8000/K8002).

v Blocage de peroxydase endogene :

Les peroxydases endogénes sont des enzymes responsables de I’apparition d’un marquage non

specifique faussant I’interprétation du profil IHC, d’ou la nécessité de bloguer leur activité en

utilisant une solution de peroxyde d’hydrogéne (H20,) a 3% (référence K8000). La zone étudiée

est délimitée a I'aide du DAKO Pen (référence S2002) aux propriétés hydrophobe et insoluble dans
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I’acétone et I'alcool, ce qui permet d’éviter le débordement des différents réactifs lors de la
manipulation. Deés lors, les tissus sont mis a incuber pendant 5 minutes dans quelques gouttes de
peroxyde d’hydrogéne. Enfin, les lames sont rincées & 1’cau distillée puis immergées dans le

tampon PBS.
v Etape 2 : Incubation avec P’anticorps primaire

Nous avons ajouté (200-300pl) d’anticorps primaire (anticorps de RA, référence S2003), cette
solution a été diluee a 2% (2ul de lanticorps RA /100 pl de diluant (Référence S2022)). Une
goutte de cette préparation a été déposée sur chaque lame pendant 30 minutes dans une chambre
froide, elles sont ensuite rincées au PBS (2 fois, pendant 5min).comme mentionné dans le tableau

4 ci- dessous :
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Tableau Il : Les anticorps primaire utilisés

Anticorps

Clone

Type

Laboratoire

Référence

Dilution

CD3

CD20

CD4

CD8

Ki 67

2B11
pD7/26

F7.2.38

JCB117

123 C3

p G- M1

+ POLYCLONAL

RABBIT ANTI-
HUMAN

Monoclonal
Mouse Anti-

Human

Monoclonal
Mouse Anti-

Human

Monoclonal
Mouse Anti-

Human

Monoclonal
Mouse Anti-

Human

DaKoCytomation

DaKoCytomation

DaKoCytomation

DaKoCytomation

DaKoCytomation

IR503

M7254

M7050

M7304

MO0814

Pre dilué

Pré dilué

Pré dilué

Pré dilue

v Etape 3 : Incubation avec I’anticorps secondaire

Les lames sont incubées avec la solution Nous avons ajouté quelques gouttes de la solution

LABELLED polumer-HRP anti-mouse (Référence K8000), quiest un polymere de dextrane couplé

a des molécules de peroxydase et a des molécules d’anticorps secondaires de souris pendant 30 min
puis dans du PBS (2 fois, pendant 5 min).
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v Etape 4 : Révélation

La révélation est réalisée en utilisant le mélange constitué de la solution DAB (DiAmino Benzidine,
Référence K8000) (1ml) et une goutte de chromogeéne rouge. Quelques gouttes de ce mélange sont
appliguées sur les lames (5 min) qui ensuite sont rincées a I’eau distillée. La HRP oxyde le DAB en
cas de positivité et aboutit a 'apparition d’un précipité brun visible en microscopie optique dont

I'intensité est d’autant plus importante que I’antigéne est présent a la surface membranaire.
v La contre coloration

Cette étape rend possible le repérage topographique du marquage IHC et permet la mise en
évidence des autres constituants cellulaires. Ces lames sont contre-colorées a 'hématoxyline de
Mayer puis rincées a I’eau courante, une coloration nucléaire bleue est visualisée. Une post contre-

coloration a I’eau ammoniaquée et un ringage a I’eau distillée sont réalisés.

Le montage des lames : Les coupes de tissus colorées sont ensuite montées a 1’aide d’un milieu de
montage aqueux de type Faramount Aqueous Mounting Medium (Référence S3025) et une lamelle

(20x40mm) est ensuite posee sur les lames, qui ainsi, seront prétes a I’'observation.

Lecture:
Les lames d’THC sont observées sous microscope optique, grossissement x100, x400. Des photos

sont prises.
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Notre étude a été realisée sur 10 patientes, subdivisées en 2 groupes : 5 patientes avec reliquat
tumoral et 5 patientes sans religuat tumoral. Les différents paramétres cliniques et

anatomopathologiques des patientes sont résumés dans ce qui Suit.
I. Caractéristiques cliniques et histologiques:

L’age des patientes variait entre 36 et 65 ans, avec une moyenne de 42 ans. 50 % des

patientes avaient un age se situant entre 40 et 50 ans, 30 % avaient moins de 40 ans et 20%

avaient un age supérieur a 55 ans (figure3).

m <40 ans
W 40-55 ans

m>55ans

Figure 3 : Représentation graphique selon les tranches d’ages.

La taille tumorale variait de 45 mm a 130 mm, avec une moyenne de 71.5mm. La majorité
des tumeurs (70%) avaient un diametre superieur a 50mm. Le reste faisait entre 20 et 50 mm

de diametre (figure 4, Figure 6 et 7).

0%

mT1<20mm
WT2:20-50mm
WT3>50mm

Figure 4 : représentation graphique selon la taille tumorale
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Toutes les patientes avaient un carcinome canalaire infiltrant de grade 11l de SBR (annexe
VI1), dont 60% était de stade T3 (figure 5)

mT2
mT3
= T4b

Figure 5 : représentation graphique selon la classification TNM

L’étude immunohistichimique des trois biomarqueurs RE, RP et HER2 s’est révélée

négative. Il s’agissait donc d’un carcinome canalaire_infiltrant triple négatif (TNBC).

Figure 6 : Mastectomie avec curage Figure 7: Tumorectomie muni d’un
axillaire (Fléche blanche) harpon (Fleche blanche)

Il. Résultat de ’étude de la réponse pathologique selon la classification de sataloff :

Aprés la chimiothérapie, 50% de patientes avait une réponse histologique partielle sur le

sein (TB, TC), et 50% une réponse histologique compléte (TA). La réponse histologique
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totale au niveau des ganglions (NA) concernait 70 % des patientes (Tableau 111, figures 8, 9,
10et 11).

Tableau I11: Réponse histologique a la chimiothérapie.

Réponses a la Réponses a la
chimiothérapie au chimiothérapie au Protocole
niveau du sein. niveau des thérapeutique
adénopathies.
1% cas TC NA B
2° cas B ND B
3° cas B NA A
4° cas B NB A
5€ cas B NB A
6° cas TA NA B
7¢ cas TA NA B
8° cas TA NA A
9° cas TA NA A
10° cas TA NA B

Figure 8 : Coupe histologique d’une réponse pathologique complete
HE (Gx40)
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Figure 9 : mastectomie avec reliquat Figure 10 : Tumorectomie sans reliquat
(Etoiles) tumorale (Fleche)

Figure 11: Tumorectomie sans reliquat
tumorale (fleche)
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I11. Résultats de ’étude de Pinfiltrat inflammatoire sur coupes histologiques:

L’analyse microscopique des tumeurs nous a révélg, apres coloration HE et étude

morphologique, la présence de différents niveaux de I'infiltrat inflammatoire.

I11.1. Résultats de I’étude de Pinfiltrat inflammatoire au niveau des microbiopsies avec

ou sans reliquat:
v Périphérie de la tumeur :

- La répartition de Pinfiltrat inflammatoire en périphérie  était globalement de 50% pour le

niveau 1+, de 30% pour le niveau 2+, et 10% pour le niveau 3+.

- 75% des patientes avec reliquat tumoral avaient 75% d’infiltrat de niveau 1+, et 25% de

niveau 2+.

- 80% des patientes sans reliquat tumoral avaient un niveau d’infitrat réparti avec égalité
entre les niveaux 1+ et 2+ en situation périphérique de la tumeur, et 20% de niveau 3+
(Graphe 1).

B SR

3
B AR
2
| .
0 T T T T I
NO N1 N2 N3 NR

Graphe 1: distribution de Pinfiltrat inflammatoire en situation périphérique en
fonction de nombre de patientes et de niveau d’infiltrat dans la microbiopsie AR:
avec reliquat SR: sans religuat
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v" Stroma tumoral :

- Le taux d’infiltrat inflammatoire était de 50% pour le niveau 1+, 30% sans infiltrat et 10%

pour les niveaux 2+et 3+.
- 60% des patientes sans reliquat sont de niveau 1+, 20% de niveau2+ et 0 (Graphe 2).

- 80% des patientes avec reliquat avaient un niveau d’infiltrat reparti entre O et 1+ au niveau

du stroma tumoral et de 20% de niveau 3+.

6

5

4

3 B SR
B AR

2

| .:-:

0 T T

NO N1 N2 N3

Graphe 2: distribution de Pinfiltrat inflammatoire fonction de nombre de patientes et de
niveau d’infiltrat au niveau du stroma dans de la biopsie.

v intra-tumeur :

- 100% des patientes sans reliquat n’ont pas d’infiltrat inflammatoire, par ailleurs seul deux

cas ont présenté quelques cellules lymphocytaires (patientes avec reliquat) (Tableau 1V).
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Tableau IV : Niveaux d’infiltrations lymphocytaires au niveau des microbiopsies (avec

et sans reliquat)

HE
PE ST IT
Avec reliquat
1¥ cas 2+ 1+ présence
2%cas 1+ 0 0
3°cas 1+ 1+ 0
4° cas NR 3+ présence
5°cas 1+ 0 0
Sans reliquat
1% cas 2+ 1+ 0
2°cas 1+ 0 0
3%cas 2+ 1+ 0
4% cas 1+ 1+ 0
5°cas 3+ 2+ 0

I11.2. Etude de Pinfiltrat inflammatoire au niveau des microbiopsies et des pieces

opératoires avec reliquat tumoral :

Les taux de Iinfitrat inflammatoire, sur microbiopsies et sur la piéce opératoire étaient

globalement identiques, concernant la périphérie et le stroma (Graphe 3 et 4, tableau V).
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=BP

1ercas 2eme cas 3eme cas

Graphe 3 : distribution de Pinfiltrat inflammatoire ensituation périphérique au niveau

=PO

4eme cas 5emecas

des microbiopsies et des PO (avec reliquat).

n

5

M PO
mBP

Graphe 4 : distribution de Pinfiltrat inflammatoire du stroma tumoral fonction de
nombre de patientes et de niveau d’infiltrat au niveau des microbiopsies et des PO

(avec reliquat)
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Tableau V : les sous-populations de lymphocyte infiltrant la tumeur (avec reliquat)

Avec reliquat : HE
PE ST IT
1% cas biopsie 2+ 1+ présence
PO 2+ 1+ présence
2°™¢ cas biopsie 1+ 0 0
PO 3+ 0 0
3™ cas biopsie 1+ 1+ 0
PO 1+ 1+ 0
4°™° cas biopsie NR 3+ présence
PO 2+ 2+ présence
5™€ cas biopsie 1+ 0 0
PO 1+ 1+ 0

HE* : hématoxyline-éosine, PE* : péri tumoral, ST*: stroma, IT*: inter tumoral, PO* :
piece opeératoire NR * : non réalisable.

v Périphérie de la tumeur :

- 60 % sont de niveau 1+ au niveau de la biopsie, et 40 % se répartissent avec égalité entre le
niveau 1+ (Figure 12A) et le niveau 2 + (Figure 12B).

v" Stroma tumoral :

- Nous retrouvons la méme répartition de I'infiltrat entre la biopsie et les pieces opératoires

dans le stroma tumorale, 60% avec un niveau O et 40 % avec le niveau 1+ (Figure 12D).

v" Intra-tumoral :
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- 60 % des tumeurs ne présentait pas d’infilttrat inflammatoire intra-tumoral. Le reste (40%)

avait un infiltrat inflammatoire intra-tumoral dans la biopsie et la piece opératoire (Figure
12C).

Figure 12: Coupe histologique d’un carcinome canalaire infiltrant dans la biopsie HE
(Gx200, Gx400)

(A) Infiltrat inflammatoire de niveau 1 en situation péri-tumoral. (B) infiltrat inflammatoire
de niveau 2 en situation péri-tumoral. (C) Présence d’infiltrat inflammatoire en situation
intra-tumoral. (D) Rares cellules inflammatoires dans le stroma. (Voir fleche)

IV. Etude de Pinfiltrat inflammatoire aprés immunohistochimie :
VI.1. Etude de Pinfiltrat inflammatoire CD3+ au niveau des microbiopsies :

L’étude de la distribution du niveau d’infitrat de CD3, nous a permis de constater un taux
d’infiltration plus important chez les patients sans reliquat (Graphe 5, figurel3).
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Graphe 5 : Distribution des lymphocytes CD3+ fonction de nombre de patientes et de

niveau d’infiltrat au niveau des microbiopsies.

LT CD3+au
niveau du

LT CD3+intra-
tumoral

Figure 13 : Marquage immunohistochimique de I'infiltrat lymphocytaire T CD3+,
Infiltrat lymphocytaire faible [1+] au niveau du stroma et intra-tumorale. IHC (Gx200)

IV.2. Etude de Pinfiltrat inflammatoire CD20 + au niveau des microbiopsies :

L’¢tude de la distribution des cellules CD20+ retrouve chez les patientes sans reliquat un
infilttrat  léger (Figure 14.B) a modéré (Figure 14.A) plus important que chez les patientes
avec reliquat (Graphe 6).
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Graphe 6 : Distribution des cellules lymphocytaires CD20 +en fonction de nombre de

patientes et de niveau d’infiltrat dans microbiopsies.

Figure 14 : marquage immunohistochimique de I'infiltrat lymphocytaire CD20+ au
niveau des microbiopsies,  (A) Infiltrat lymphocytaire modéré en situation péri-
tumorale. (B) présence d’un infiltrat lymphocytaire minime CD20+ en situation intra-
tumoral.IHC (Grx40) .({ ) : Infiltrat minime. ( ) :cellule B
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IV.3. Etude de Pinfiltrat inflammatoire CD4+ au niveau des microbiopsies :

L’analyse du graphe révele que les lymphocytes CD4+ sont en nombre plus important avec
des niveaux légers a modérés plus important chez les patientes sans reliquat tumoral (Graphe
7, figurel5).

3.5

2,5

W avec reliquat

M sans reliquat

Graphe 7 : Distribution des cellules lymphocytaires CD4 + fonction de nombre de
patientes et de niveau d’infiltrat dans microbiopsies.

a3
g * v,

Figure 15 : marquage immunohistochimique de cellules lymphocytaires CD4 +, montrant un
infiltrat modéré en peériphérie de la tumeur. IHC ( Grx20 (=) :cellule T CD4+
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IV.4. Etude de Pinfiltrat inflammatoire CD8+ au niveau des micro-biopsies :

La distribution des cellules CD8+ révéle que la majorité des patientes sans reliquat tumoral

avaient un infiltrat d’intensité modéré (Graphe 8, Figure 16)

4,5

quat

M sans reliquat

Graphe 8 : Distribution des cellules lymphocytaires CD8+ fonction de nombre de
patientes et de niveau d’infiltrat dans microbiopsies.

- ’ 3 . o
E .
You ('J“f,’

== " : e,

- &

.' x_ -2
b & ':‘?."\}
F ’ 1 P

o

(™ « ' ’

Figure 16 : Marquage immunohistochimique de cellules lymphocytaires CD8+, montrant
I’absence de cellules CD8+ en intra-tumorale. IHC (Gx400)

IV.5. Etude de Pinfiltrat inflammatoire CD3+ au niveau des piéces opératoires :

L’étude de la distribution des cellules CD3+, montre que les lymphocytes ont plus
tendance a se disposer en périphérie de la tumeur avec des taux qui sont élevés. Au sein de la
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tumeur les niveaux sont plus bas (Figures 17.B, C, A, Graphe 9). De plus, nous avons

constaté la présence de CD3 dans 60% des cas en situation intra-tumoral.

Graphe 9 : Distribution des cellules lymphocytaire CD3+ en fonction de nombre de
patientes et de niveau d’infiltrat au niveau des piéces opératoires.

Nombreuses
cellules CD3+

Figure 17 : Marquage immunohistochimique d’un infiltrat lymphocytaire CD3+ au
niveau de la PO.
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(A) Infiltrat lymphocytaire [2+] dans le stroma. (B) Infiltrat lymphocytaire [3+] en
périphérie de la tumeur. (C) infiltrat lymphocytaire [4+] en périphérie de la tumeur.

(IHC GX40). (- ) : cellule du stroma.( R infiltrat T CD3+

IV.6. Etude de Pinfiltrat inflammatoire CD20 + au niveau de la piéce opératoire :

L’étude immunohistochimique des cellules CD20 + (figurel8) a révélé que dans la
majorité des cas, soit 67%, Iinfilrat est intense au niveau du stroma tumoral. Au niveau de
la périphérie, il représente 33% des cas d’un niveau 2+ (Figure 19). Il n’y avait pas de
cellules CD20+ en situation intra-tumoral chez toutes les patientes.

Figure 18 : Distribution des cellules lymphocytaire CD20+ au niveau des piéces
opératoires.

Figure 19 : Marquage immunohistochimique de Pinfiltrat lymphocytaire CD20+ au
niveau de la PO, infiltrat de niveau 2+ en périphérie de la tumeur. IHC ( Grx200 ).il :
infiltrat lymphocytaire
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IV.7. Etude de Pinfiltrat inflammatoire CD4+ au niveau de la piéce opératoire :

La majorité des cellules inflammatoires 57% ont tendance a se disposer vers la périphérie
(figure21) plutét qu’au niveau du stroma tumoral soit dans 43% des cas (figure20). Il n’y
avait pas de cellules CD4+ en situation intra-tumoral chez toutes les patientes.

PE
ST

Figure 20 : Distribution des cellules lymphocytaire CD4+ au niveau des pieces
opératoires.

Figure 21 : marquage immunohistochimique d’un infiltrat lymphocytaire CDA4+ de
niveau 2+ en periphérie de la tumeur, IHC (Gx200)4— ): T CD4+
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1V.8. Etude de Pinfiltrat inflammatoire CD8+ au niveau des piéces opératoires

Les cellules CD8+ se disposent dans 60% des cas a la fois en périphérie et au niveau du
stroma tumoral (graphel0, Figure 22.A et 22.B). Nous avons remarqué la présence de
cellules CD8+ dans 60% des cas en situation intra-tumoral (Figure 22.C).

2,5

1.5

HPE

mST
0,5

Graphe 10 : Distribution des cellules lymphocytaire CD8+ en fonction de nombre de
patientes et de niveau d’infiltrat au niveau des piéces opératoires.
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Figure 22 : marquage immunohistochimique de cellules lymphocytaires CD8+. IHC
(Gx400)

(A) Infiltrat lymphocytaire CD8+ de niveau 1+ en périphérie de la tumeur (B) Infiltrat

lymphocytaire CD8+ de niveau 2+ en périphérie de la tumeur. (C) présence de quelques

cellules lymphocytaire au contact de cellules tumorales.(voir cercle). ad : adipocyte. ii :
infiltrat lymphocytaire (—p ) : Cellule tumorale. ¢-9 ) : cellule T CD8+
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Discussion :

La réponse immune dans le cancer du sein est un mécanisme qui serait responsable de la
progression tumorale et un facteur conditionnant la réponse aux molécules thérapeutiques
cytotoxiques. Les lymphocytes intra tumoraux (TILs) sont le refletent le microenvironnement
tumoral, et leur développement peut étre lié a la réponse clinique, suite a une chimiothérapie
néaodjuvante. La réponse immune qui s’en suit (recrutement des cellules dendritiques, apprétement
et présentation des antigénes tumoraux aux lymphocytes) développe des mécanismes anti-tumoraux
spécifiques qui limitent la dissémination des cellules cancéreuses. La présence de TILs serait donc

de bon pronostic.

Notre étude a porté sur une série de 10 patientes atteintes d’un cancer du sein triple négatif,
traitées par chimiothérapie néoadjuvante dans le cadre d’un essai clinique. Nous avons analysé des
prélevements biopsiques pré thérapeutiques et des prélévements sur pieces opératoires apres

traitement, afin de mettre d’identifier les acteurs cellulaires de la réponse immune anti tumorale.

Notre étude a révélé une répartition de I’age entre 36 et 65 ans avec une moyenne de 42 ans, dont
une majorité de patientes entre 40 et 50 ans. D’aprés gert stockmans et al., 2012, les cancers
triples négatifs ont tendance a toucher des patientes de moins de 50 ans. Bauer et al., 2007, ont

observé un age plus jeune (moins de 40 ans) sur une cohorte de 6370 patientes.

Dans notre étude le carcinome canalaire infiltrant [CCI] était exclusif ; ils étaient tous de grade
I1l. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature (Dent et al., 2007). L’étude
macroscopigue des tumeurs a révélé une taille moyenne de 71.5 mm. Dent et al., 2007, rapportent
que les tumeurs triple négatives ont une taille tumoral plus large que les tumeurs non triple

négatives.

Les tumeurs TN sont sensibles a la chimiothérapie. L’accumulation de cellules cancéreuses
apoptotiques, peut contribuer au développement de mécanismes immunitaires qui facilitent
I’élimination des cellules cancéreuses vivantes (Symmans et al., 2000). L’étude histologique que
nous avons effectué, a partir des prélevements tumoraux montre que sur les trois zones analysees
(périphérie, stroma et intra-tumoral), I’infiltrat inflammatoire se concentrait essentiellement a la
périphérie de la tumeur (50% pour le niveau 1+, 30% pour le niveau 2+, et 10% pour le niveau 3+).
Au niveau du stroma, le taux d’infiltrat inflammatoire était de 50% pour le niveau 1+, 30% sans

infiltrat et 10% pour les niveaux 2+ et 3+. Une étude de Demaria et al., 2001, intéressant 25
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patientes, a retrouvait un taux d’infiltration inflammatoire minime chez 15 patientes (60%), modéré

chez 5 patientes (20%), élevé chez une patiente (4%) et absent chez 4 patientes (16%).

Salgado et al., 2015, ont noté deux compartiments de I'infiltration lymphocytaire : autour de la
tumeur et dans le stroma. Les lymphocytes qui se localisent dans le stroma et en intra tumoral ont
été définis comme des TILs, ils sont localisés au sein de la niche tumorale. Les études de Rovere et
al., 1998 ; Ronchetti et al., 1999, suggérent que I’accumulation de cellules tumorales apoptotiques
au-dessus d'un certain seuil peut déclencher l'activation de cellules dendritiques et la présentation
antigénique, pour finalement aboutir & I'induction de lymphocytes T anti tumoraux. Une telle
corrélation serait ajoutée comme un support a I'hypothése que I'infiltration lymphocytaire présente
une corrélation avec la réponse immunitaire anti tumorale protectrice (Clemente et al., 1996 ;
Naito et al., 1998). Dans notre étude, nous avons constaté que le taux de I'infiltrat inflammatoire
est plus important chez les patientes sans reliquat. 11 existe de nombreuses publications qui prouvent
que le systtme immunitaire inné et adaptatif jouent un r6le déterminant dans l'efficacité de la
chimiothérapie, et que le systeme immunitaire lui-méme peut étre activé par des médicaments
cytotoxiques. Le role positif des TILs, dans la réponse a la chimiothérapie a été rapporté dans de
nombreuses études telles que celles de Denkert et al., 2010 ; Yama gauchi et al., 2012 et Gu-
Trantien, 2013. Denkter et al., 2014, avancent que certains types de chimiothérapie, comme la
carboplatine, ont une forte interaction avec le systeme immunitaire. Denkert et al., 2010, ont
démontré que la présence de lymphocytes est hautement prédictive de la réponse aux anthracyclines

et texanes en néoadjuvant.

L’étude immunohistichimique que nous avons réalisé a ciblée les marqueurs CD3, CD20, CD4
et CD8 spécifiques aux lymphocytes, lymphocytes B, LT4 et LT8 respectivement. L’étude de la
distribution du niveau de I’infiltrat des cellules CD3+ et CD20+, nous a permis de constater un taux
d’infiltration plus important chez les patientes sans reliquat. D’aprés Whitford et al., 1992 et Chin
et al., 1992, les TILs dans le cancer du sein comprennent, en plus des cellules CD8+, une variété
proportionnelle de cellules CD4+, de cellules B et rarement des cellules NK et sont plut6t retrouves
dans le CSTN et HER2-positif (Yamaguchi et al., 2012 ; Ali et al., 2014).

Les patientes en pCR ont un taux de cellules CD3+ plus prédominant que les cellules CD20+, ce
qui est un marqueur de la valeur prédictive de la pCR (Denkert et al., 2010 ; Hornychova al.,
2008). Ainsi, les lymphocytes T refletent I'implication de l'interaction immunitaire de la tumeur en
réponse a la chimiothérapie, alors que le r6le précis des cellules B est, actuellement pas bien défini,

et reste controversé (Mahmoud etal., 2012).
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Notre étude a également révélé des taux importants de lymphocytes CD4+ et CD8+ chez les
patientes sans reliquat tumoral. Vu notre faible effectif nous n’avons pas réussi a établir un rapport
CD4\CDs8.

Dans le cancer du sein I’infiltration de la tumeur par les lymphocytes CD8 cytotoxique, a été
fortement associée a la survie des patientes (Mahmoud et al., 2011 ; Liu et al., 2014) et la réponse

au traitement (Seoetal., 2013).

Gu-Trantien, et al., 2013, ont révélé une prédominance des CD4+ par rapport au CD8+, et
suggerent que la cytotoxicité de CD8+ est minime chez les patientes non traitées. Des données
récentes supportent le role complexe des cellules CD4+. Une infiltration lymphocytaire importante
dans le cancer du sein est associée a une augmentation des populations CD4+ Thl et Tfh, et sont
corrélés a une meilleur survie et un taux élevé de pCR. La présence de CD4 + T reg a été associée a

la fois avec un bon et mauvais pronostic ( Bates etal., 2006 ; West etal., 2013).

Parmi les autres sous-populations de lymphocytes CD4 +, les cellules Thl la principale source
cellulaire d'interféron, ont été associés a des résultats cliniques favorables (Gu-trantien et al.,
2013), alors que les cellules Th2 ont été rapportées pour étre associé a I’atténuation de la réponse
anti-tumoral (Ladoire et al., 2010). La présence de cellules auxiliaires folliculaires, le plus récent
des sous-ensemble CD4 +, a récemment été associée positivement avec les résultats des patientes

dans le traitement adjuvant et néoadjuvant (Gnatiadis etal., 2012).

Le résidu tumoral aprés la CNA dans le CSTN est considéré comme un marqueur trés mauvais
pour le pronostic (Cortazar et al., 2014). Par ailleurs la CNA peut résulter en une accumulation de
TILs dans le résidu tumoral, et la déplétion de Treg, qui devrait présager d’une issue favorable.
(Demaria etal., 2001 ; Ladoire etal., 2008). La CNA est, aussi, capable de favoriser I’infiltration
tumoral par les macrophages, qui est associée a une augmentation du risque de récidive (Dieci et
al., 2014 ; Garcia-Martinez. etal., 2014).

La population de TILs stromal et intra tumorale sont hautement corrélées, bien que le stroma est
observé avec un grand nombre de TILs et reparti une large variété entre les différentes tumeurs
(Denkert et al., 2010). Alors que certaines tumeurs n’ont pas de TILs stromal, d’autres ont plus de
10,000 cellules immunitaires/mm? de tissu stromal. Les TILs stromal sont de vrais bio marqueurs,
par rapport aux TILs intra tumoral, dans la prédiction de la thérapie et les résultats des patients..
(Salgado et al., 2014 ; Denkert et al., 2010). En outre, la croissance tumorale peut influencer la

disposition des TILs dans une maniére qui pourrait compromettre la comparaison entre les
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différentes tumeurs (Salgado et al., 2014 ). La croissance tumorale, quand elle est constituée de
niche dense de cellules tumorales limitée par le stroma, est évaluée rapidement comme ayant un

niveau élevé de TIL parce que le compartiment stromal est petit.

D’autre part, les tumeurs avec une croissance tumoral plus infiltrante et de plus grandes zones
de stroma seront généralement marqués comme ayant un petit nombre de TILs (Salgado et al.,
2014) . De plus, des études menées par Mahmoud et al., 2011 ; Liu et al., 2014, suggérent que
limmunité adaptative médiée par les lymphocytes T et B constitue la base essentielle pour une

réponse anti tumoral efficace et durable.

Malgré le faible effectif de notre série (ce qui ne nous a pas permis de réaliser une étude
statistique), nos résultats suggérent que le microenvironnement tumoral riche en cellules
immunitaire, que ce soit a la périphérie de la tumeur, dans le stroma ou en intra-tumoral peut
avoir un effet sur le processus tumoral, sous I'effet de la chimiothérapie néaodjuvante. Les cellules
cancéreuses seraient éliminées par apoptose a I’aide de drogues cytotoxiques. Une étude avec un
recrutement plus large et & I'aide d’une étude statistique robuste pourra confirmer les résultats
présentes lors de cette etude.
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Conclusion :

Notre étude dans son ensemble ; présente un intéret tant sur le plan fondamental

qu’appliqué.

Notre étude est une modeste contribution visant a rechercher une corrélation entre
le niveau de I’infiltrat lymphocytaire et la réponse a la chimiothérapie néoadjuvante,
chez des patientes atteintes du cancer du sein triple négatif. Malgré un faible effectif,
nous avons constaté que le traitement avait un effet activateur de I'immunité anti-
tumorale. Cette immunité était principalement médiée par les lymphocytes T. De plus,
la réponse pathologiqgue augmentait en cas d’un niveau élevé de [Iinfiltrat
lymphocytaire. Cette démarche pourrait constituait un facteur intéressant pouvant

orienter T'approche thérapeutique.

En perspective, il serait intéressent d’augmenter le nombre de cas, et de corréler

Pinfiltrat lymphocytaire avec les facteurs clinico-pathologique.
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ANNEXE |

Classification moléculaire, profil immunohistochimique des différents sous-groupes

RH HER2 KI67 P53 CK5/6
Luminal A Positif ~ Négatif  <14% Ta‘t‘:;ges /
Luminal B Positif ~ Negatif >14% Taux elevé [
HER2 Négatif Positif  Taux .
HER2/Luminal Positf  Posilif  éleve  |3uxcleve g
. ... . . Taux .
Triple negatif Négatif  Négatif Eleve Taux élevé /
Basal-like Négalif Négaif 12X Touxéleve Positif
eleve
ANNEXE I

Classification de Sataloff (1995)

Réponse sur le sein :

- TA : effet therapeutique total ou pratiquement total

- TB : effet therapeutique supérieur subjectivement a 50 %

- TC : moins de 50 % d’effet therapeutique mais effet evident

- TD : pas d’effet thérapeutique
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Réponse ganglionnaire :

NA : effet thérapeutique évident, pas de métastases

NB : pas d’effet thérapeutique, pas de meétastases

NC : aspects d’effet théerapeutique, mais présence de metastases

ND : pas d’effet théerapeutique, metastases viables

ANNEXE 11
Protocole A : comprend 6 cures :
- Docetaxel (75mg/m2) 3cures
- Carboplatine AUC5-6
~
- 5 Fluorouracil (600 mg/m2)
- Doxorubicin (60mg/m2) > 3cures
- Cyclophosphamide (600 mg/mZ)/

Protocole B : comprend 6 cures :

Docetaxel (100mg/m2) 3cures

5 Fluorouracil (600 mg/m2)

Doxorubicin (60mg/m2) 3 cures

Cyclophosphamide (600 mg/m2)
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ANNEXE IV
Matériels et Appareillages :

- Lames silanisées / Lamelles, réf. S2024.
-Agitateur.

-Appareill d’inclusion en paraffine (Leica Microsystemes, modele EG 1160, D-69226
Nussloch)

-Appareil de circulation automatique (Leica TP1020)
-Bacs en verre avec panier en verre

-Bain marie

-Balance de précision

-Cassettes en plastique

-Chambre humide

-Etuve thermostatées

- Station de déshydratation (Leica ST4040)
-Micropipettes réglables avec cones adaptable (10-100u)
-Microscope photonique Zeiss

-Microtome (Leica, Model RM2125)

-Minuteur

-Station de déshydratation. (Leica ST4040)

-Portes lames

-Réfrigérateur

-stylo délimitant : DAKO Pen (code 52002)

-Graveur (diamantin).
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Appareil de circulation automatique (Leica TP1020) Automate d’inclusion (Leica TP
1020)

Automate de coloration HE (Leica ST4040) Microscope photonique Zeiss
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Annexe V

Grade histopronostique de Scarff Bloom Richardson (SBR)

Differenciation tubulo-glandulaire

Proportion de fubes ou glandes dans la fumeur (en % de surface tumorale)

* = 75% : fumeur bien différenciée - 1

* 10-75% : tumeur moyennement différenciée - 2

* < 10% : tumeur peu différenciée - 3

Pleomorphisme nucléaire : degre d'arvpie

Apprécié sur 1a population fumorale prédominante

* Noyaux petits, réguliers, uniformes : 1

* Pléomorphisme modére - 2

* Variation marquée de taille, de forme, avec nucléoles proéminents : 3

Nombre de mitoses

A compter au grossissement x 400 ;

* 1 sur quelques champs : 1

* ] sur la majorité des champs : 2

* = 3 sur 1a majorité des champs - 3

Score total par addition des 3 parametres

* 345 Grade I

* -7 Grade II

*3-0: Grade II
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Annexe VI

. Technique histologique
a-Principe :

L'analyse histologique consiste a observer au microscope, les fragments de prélevements

opératoires afin d'identifier la nature des cellules composant la Iésion.

Cet examen represente l'étape cruciale de I'analyse anatomopathologique, car il va permettre
de définir :

] s’ s’agit d’une tumeur ou non,
1 s’ s’agit d’une tumeur maligne (cancer) ou non,

1 de classer cette tumeur maligne,
1 de classer le type de sarcome selon la classification internationale de PFOMS 2002.

a. Mode opératoire :

(1 Fixation

Le but de la fixation est de conserver les structures. En effet, le prélevement des tissus
provoque leur mort : les cellules déversent leurs enzymes, ce qui provogue une autodigestion
du tissu. De plus, a lair ambiant, les prélevements peuvent étre contaminés par des bactéries,
ce qui entraine une putréfaction des tissus.

Intéréts de la fixation :

- immobilisation des constituants tissulaires/cellulaires ;

- prévient l'autolyse cellulaire ;

- prévient de la putréfaction bactérienne post-mortem ;

- permet la technique histologique et les colorations ultérieures.
Le fixateur le plus commun en microscopie optique (MO) et le plus utilisé dans le monde est
le formol a 4% (formaldéhyde a 10%).
Son principe repose sur le fait qu'il réagit avec les groupements aminés des protéines. La
durée de fixation est variable et la quantit¢ de fixateur utilisée doit étre au moins dix fois plus
importante que le volume de tissu a fixer : quelques heures suffisent donc pour fixer les petits

fragments.
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Le fixateur souvent utilisé en France est le liquide de Bouin (acide picrique+formol+acide
acétique+eau).
Il présente le désavantage de provoquer un phénomene d'auto-fluorescence cellulaire pouvant
géner les observations au microscope photonique a fluorescence. Il dégrade aussi rapidement
les acides nucléiques.

Role du fixateur :

- précipitation, polymérisation, coagulation des protéines ;

- mise en place des liaisons covalentes ;

- tue les cellules ;

- blocage des réactions enzymatiques.

'] L’inclusion
Pour que la lumiére puisse passer a travers le tissu a examiner, celui-ci doit étre tres fin. Or les
tissus sont mous, il faut donc leur donner une consistance solide. C'est le principe de
linclusion :
L’inclusion en paraffine consiste a infiltrer et a enrober les tissus & examiner avec de la
paraffine.
L'inclusion est précédée de deux étapes essentielles présentées dans le tableau I. 1l faut tout
d'abord procéder a la déshydratation : on passe les tissus dans des bains d'alcool de degré
croissant (70°, 80°, 90°, 95° 99° puis enfin 100°) pour éliminer le fixateur. L'alcool
(éthanol) est ensuite remplacé par un solvant miscible a la paraffine : il s'agit soit de Xxylene,
soit de toluene (hydrocarbures). Ces substances éliminent 1’éthanol.
Au fur et a mesure de leur infiltration par le solvant, les tissus ont tendance a s'éclaircir : cette
étape est donc parfois appelee éclaircissement ou clarification. Une fois totalement imprégné,
le tissu est placé dans de la paraffine fondue (portée a 56/58°C) ; la chaleur provoque
l'évaporation du solvant (et sa dissolution dans la paraffine) : les espaces ainsi libérés sont
remplis par la paraffine.
Puis la paraffine est placée dans de petits moules, a température ambiante, ce qui provogue
son durcissement et donc la rigidification des fragments tissulaires préleves. On procéde alors

au démoulage : on obtient des fragments.
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Tableau VI: Tableau récapitulative des differentes étapes pour confection des coupes.

Déshydratation Ethanol
Eclaircissement Xylene
Imprégnation Paraffine

[1 La microtomie

Le tissu est débarrasse de 'eau
quil contient dans six bains
d’alcool de concentration

croissante.

L’éthanol est remplacé par un
solvant miscible a la paraffine,
le xylene qui réalise
I’éclaircissement  dans  trois
bains de permettant I’obtention

d’un tissu plus transparent.

Pénétration de paraffine dans le
tissus dans 2 bains; obtention

de tissu plus rigide.

Les coupes sont ensuite isolées dans le bloc de paraffine. On utilise pour cela un microtome,

qui fait avancer le bloc sur un rasoir : le bloc avance d'environ de 3 & 4 p a chaque fois (en

MO classique, les coupes mesurent environ 5 um). L'ensemble des tranches vont former un

ruban dans lequel on retrouve des coupes sériées de prélevement tissulaire.

[1 L’étalement :

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 de dossier sur les lames).
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1 Séchage :

Le séchage des lames se fait dans I’étuve a 60°c pendant 20 min pour favoriser I’adhésion

de ces rubans sur les lames.

[1 Coloration

Les tissus de lorganisme ne sont pas spontanément colorés, ce qui rend les observations
difficiles. Les colorants utilisés au cours de notre étude est celle de I'hématoxyline-éosine, qui
met en évidence respectivement le noyau et le cytoplasme.

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
séjournées 1 minute dans chacun avant d’étre transferé au suivant. Cette technique associe
une coloration nucléaire en bleu grace a I'hématoxyline de Harris (coloration basique) et une

coloration rose de cytoplasme grace a I’éosine (coloration acide).

Avant d’effectuer la coloration, les coupes subissent une étape de déparaffinage et de

réhydratation.

Apres la coloration les lames sont montées pour préserver les colorations, présente dans le
tableau VII .Les lames sont déshydratées grdce a des bains en toluéne, puis on colle des
lamelles de verre par-dessus (grace a des résines synthétiques) afin de préserver les
préparations. Les lames ainsi montées peuvent étre conservées pendant plusieurs dizaines

voire plusieurs centaines d'années.
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Tableau VII: Etape de coloration de ’hématoxyline-€osine.

3 bains (5 minutes chaque bac),
Xyléne pour le déparaffinage.

Déparaffinage 4 bains d’éthanol de

et réhydratation . .
Ethanol concentration  decroissante  (une

minute  par bac) pour la

réhydratation.

1 bain de 3 min suivi d’un

Coloration de  Hématoxyline de Harris rincage a l'eau courante, ceci
I’hé matoxyline de Harris permet de colorer les noyaux en
bleu.

1 bain d’une min suivi d’un
Coloration al’éosine Eosine rincage a I'eau courante, ce qui

colore le cytoplasme en rose.

Déshydratation Bain de concentration croissante
et éclaircissement Ethanol pour déshydrater.
Xylene Bain de xylene pour éclaircir les
tissus.
Montage des lames Eukitt Dépdt d’une goutte du milieu de

montage lequel est recouverte

d’une lamelle.

- Observation microscopique et prise de photos.
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Annexe VII

1) Classification TNM du cancer du sein, 7e édition, 2009, et stade UICC

Le systeme TNM distingue le stade clinique pré-thérapeutique noté « cTNM » et le stade
anatomopathologique post-chirurgical noté « pTNM »,

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 de 2 cm et moins dans sa plus grande dimension

T1imi : micro-invasion <1 mm dans sa plus grande dimension

NB : en cas de plusieurs foyers la taille du plus grand foyer est considéré et non la somme des
foyers.

-Tla: 1 mm <tumeur <5 mm dans sa plus grande dimension

-TIb : 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 >5cmdans 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 : oedéme (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.
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Ganglions lymphatiques réegionaux pN

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

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

NB : les cellules isolées, ou les petits amas de moins de 0.2mm détectés par HE ou IHC.

N1 : envahissement de 1 & 3 ganglions axillaires ou/et envahissement des ganglions de la CMI
détecté sur ganglion sentinelle sans signe clinique

-N1mi : micrométastases > 0,2 mm et <2 mm

-N1la : envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires, dont au moins un ganglion siége d’un
foyer de 2 mm.

-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
détecte sur ganglion sentinelle sans signe clinique (pNZ1a + pN1b)

N2 : envahissement ganglionnaire comme décrit ci-dessous :

-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

I'absence d’envahissement ganglionnaire axillaire.

N3 : envahissement ganglionnaire comme décrit ci-dessous :

-N3a : envahissement d’au moins 10 ganglions axillaires (avec au momns 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.
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Classification par stade UICC

0 Tis INO MO

I T1 NO MO

IIA TO N1 MO : T1 N1 MO ; T2 NO MO ;

IIB T2 N1 MO ; T3 NO MO

IITA TO N2 MO ; T1* N2 MO ; T2 N2 MO ; T3 N1 MO ; T3 N2 MO
IIIB T4 NO MO ; T4 N1 MO ; T4 N2 MO

IIIC Tous T N3 MO

IV Tous T Tous N M1

T1%* :inclus les T1 mic
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