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[. Introduction

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme et la premiere cause de déces par
cancer avec 11 886 déces imputables en France en 2012, soit 18.8% des déces par cancer

(Binder-Foucard et al., 2014).

[.1  Cancer du sein HERZ-positif

Le cancer du sein est une maladie hétérogene pour laquelle plusieurs sous types moléculaires
et immunohistochimiques ont été mis en évidence au début des années 2000 (Perou et al.,
2000)(Serlie et al., 2001)(Blows et al., 2010).

Les cancers du sein HER2-positifs ont une amplification et une surexpression du géne HER2
neu (17q12) codant pour le récepteur tyrosine kinase HER2. IIs représentent 15 a 30% des
cancers du sein. Environ 50% d’entre eux possedent des récepteurs hormonaux (RH) positifs
(Howlader et al., 2014)(Parise et al., 2014)(Kohler et al., 2015).

IIs ont un profil d’expression clinique, une réponse aux traitements et un pronostic différent des
cancers du sein luminaux (ayant des récepteurs hormonaux positifs) et triples négatifs (ayant

des récepteurs hormonaux négatifs et une absence de surexpression de HER2).

1.2 Pronostic des cancers du sein HERZ-positif

Les cancers du sein HER2-positif étaient classiquement considérés comme agressifs, avec un

taux de mortalité élevé et un fort risque de métastases précoces.

Au début des années 2000, le développement des thérapies ciblées a considérablement amélioré
leur pronostic. Parmi celles-ci, le trastuzumab, un anticorps monoclonal anti-HER2, est le plus

utilisé et le plus étudié.

En situation adjuvante, il est administré en association avec la chimiothérapie, puis en
traitement d’entretien pendant un an. Smith et al ont comparé, parmi une population prise en
charge pour un cancer du sein HER2-positif, le pronostic de patientes traitées par
chimiothérapie adjuvante associé au trastuzumab, a celui de patientes traitées par
chimiothérapie seule. lls ont rapporté une meilleure survie globale pour les patientes dans le

groupe trastuzumab + chimiothérapie, en comparaison au groupe chimiothérapie seule (hazard



ratio (HR)=0,66, p=0,0115)(Smith et al., 2007). La publication de Perez et al, a confirmé
I’amélioration de la survie avec une diminution de 39% de la mortalité, et de la survie sans

récidive a 4 ans (Perez et al., 2011).

En situation néo adjuvante, il est administré en association avec la chimiothérapie, puis il est
poursuivi seul pendant un an. Cette utilisation a été validé par trois essais de phase 11 comparant

’association trastuzumab/chimiothérapie néoadjuvante a la chimiothérapie néoadjuvante seule.

Le « MD Anderson Cancer Center neoadjuvant trastuzumab trial » comparait la réponse
histologique aprés chimiothérapie néoadjuvante parmi 42 patientes prises en charge pour un
cancer du sein HER2-positif. Elles étaient randomisées entre un groupe recevant une
chimiothérapie par anthracyclines et taxanes (n=16), et un groupe recevant la méme
chimiothérapie associé a du trastuzumab poursuivi pendant 24 semaines (n=18). Les taux de
réponse histologique compléte étaient de 25% et 65,2% respectivement, p=0,016 (Buzdar et al.,

2005).

Le « Neoadjuvant Herceptin [NOAH] trial » étudiait la survie de 118 patientes traitées par
chimiothérapie néoadjuvante seule et 117 patientes traitées par chimiothérapie néoadjuvante et
trastuzumab en néoadjuvant puis poursuivi pendant un an. La survie sans récidive a 3 ans était
plus importante en cas de traitement par trastuzumab: 71% contre 56% en cas de
chimiothérapie seule, HR=0,59 ; 1C95% : 0,38-0,90 ; p=0,013(Gianni et al., 2010). La survie
sans récidive a 5 ans était de 58% et 43% respectivement (HR=0,64 ; 1C95% : 0,44-0,93 ;
p=0,016) (Gianni et al., 2014).

Le « GeparQuattro trial » comportait 445 patientes ayant un cancer du sein HER2-positif
traitées par chimiothérapie néoadjuvante et trastuzumab. Le taux de réponse histologique
compléte était de 31,7%. (Untch et al., 2010).

Ces résultats ont été confirmés en vie réelle, en comparant le taux de réponse histologique
compléte et la survie, entre les patientes traitées par chimiothérapie néoadjuvante et
trastuzumab et celles traitées par chimiothérapie néoadjuvante seule. Le taux de RHC était de
47.7% en cas de traitement néoadjuvant par chimiothérapie et trastuzumab contre 19.3% en cas
de chimiothérapie seule, P<0.0001). La survie sans récidive était également améliorée
(HR=4,84, IC95% : 2,52-9,31, P<0,001) (Hamy-Petit et al., 2016).
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1.4

Autres facteurs pronostiques

L’age semblerait étre un facteur pronostique avec un effet péjoratif dans les cancers de stade
précoce pour les patientes jeunes (Gnerlich et al., 2009), bien que ce facteur soit controversé.
La taille tumorale est un facteur pronostique indépendant. La survie diminue de fagon
linéaire avec I’augmentation de la taille tumorale (Carter et al., 1989)(Neville et al., 1992).
Le grade histologique de Scarff Bloom et Richardson, modifié en 1991 par Elston et Ellis,
évalue le degré de différenciation de la lésion en se basant sur trois criteres
morphologiques : son architecture, sa prolifération, et le pléiomorphisme nucléaire. Un
grade élevé (I11) est un facteur indépendant de mauvais pronostic (Schwartz et al., 2014).
Des marqueurs de prolifération cellulaire élevés, notamment I’index mitotique ou le Ki67,
sont également associés a un plus mauvais pronostic (Stuart-Harris et al., 2008).

La présence d’emboles lymphatiques est un facteur de mauvais pronostic(Gujam et al.,
2014). La valeur pronostique de la présence d’emboles vasculaires n’est par contre pas
démontrée.

L’envahissement ganglionnaire est le facteur pronostique majeur. Dans 1’étude de
Fischer, la survie a 5 ans était de 83% pour les patientes sans envahissement ganglionnaire,
de 73% si 1 a 3 ganglions étaient atteints, de 46% si 4 a 12 ganglions étaient atteints, et de
2,4% si plus de 13 ganglions étaient métastatiques(Fisher et al., 1983). Le pourcentage de
ganglions atteints sur le nombre de ganglions analysés est également un facteur pronostique
(Lale Atahan et al., 2008).

Chimiothérapie néoadjuvante

Intérét de la chimiothérapie néo adjuvante

L’intérét des traitements néo adjuvants est multiple :

Les patientes traitées par chimiothérapie néoadjuvante ont une survie sans récidive et
globale identiques a celles ayant recu un traitement adjuvant (Wolmark et al., 2001)

Le taux de traitement conservateur du sein est augmenté (Fisher et al., 1997)

Elle permet d’étudier in vivo la sensibilité de la tumeur aux drogues utilisées, avec la

possibilité de changer de ligne de chimiothérapie en cas de non réponse



- Dans certains sous types (cancer du sein triples négatif et HER2-positif), la réponse
histologique a la chimiothérapie néoadjuvante est associée a la survie globale et sans

récidive

Réponse a la chimiothérapie néoadjuvante

La réponse histologique a la chimiothérapie (RHC) est un facteur pronostique. Dans les travaux
de Rastogi et al. et Symmans et al. notamment, la RHC était associée a une meilleure survie
globale et sans récidive (Rastogi et al., 2008)(Symmans et al., 2007). La Food and Drug
Administration (FDA) 1’a mise en avant comme marqueur d’efficacité dans les procédures

accélérées de mise sur le marché de nouveaux médicaments.

Chez les patientes traitées en situation néoadjuvante pour un cancer du sein, une réponse
histologique compléte était obtenue plus fréquemment dans les sous types triple négatif et
HER2-positif (Rouzier et al., 2005). Elle était également plus fréquente en cas de traitement
séquentiel par anthracyclines et taxanes par rapport aux anthracyclines seules (Bear et al.,

2006).

La définition de la réponse histologique complete (RHC) était variable en fonction des essais,
certains retenant uniquement 1’absence de Iésion invasive ou in situ au niveau du sein (ypT0),
d’autres I’absence de Iésion infiltrant du sein (ypTO0/is) ; d’autres encore 1’absence de 1€sion
infiltrante du sein et I’absence de métastase ganglionnaire (ypT0/is NO) ou enfin ’absence de

Iésion infiltrante ou in situ du sein et ganglionnaire (ypTO NO).

Cortazar et al. ont étudié I’impact pronostique de ces différentes définitions de la RHC, parmi
12 essais comprenant 11955 patientes ayant un cancer du sein traité par chimiothérapie
néoadjuvante. Les réponses histologiques intégrant 1’atteinte ganglionnaire (ypTO NO et ypTO0/is
NO) étaient associés a une meilleure survie sans récidive (ypTO NO: HR=0,44 ;1C95% :0,39—
0,51 ; ypTO/is NO: HR=0-48 ; 1C95% : 0,43-0,54) et survie globale (HR=0,36, 1C95% : 0,30—
0,44; et HR=0,36, 1C95% : 0,31-0,42 respectivement) que celles du sein seul (ypTO ou
ypTO/is). lls ne retrouvaient pas de différence de survie entre les réponses ypTO NO et ypTO/is
NO (Cortazar et al., 2014).

Les cellules cancéreuses persistantes apres la chimiothérapie neoadjuvante sont probablement
celles qui sont intrinséquement résistantes, et qui risquent de récidiver par la suite. Le pronostic

des patientes ayant un résidu tumoral étant trés variable, il est nécessaire d’identifier les

8



patientes a haut risque de récidive, pouvant éventuellement bénéficier d’un traitement
complémentaire. Symmans et al ont mis au point un score pronostique, le Residual Cancer
Burden (RCB), prenant en compte le résidu tumoral (taille et cellularité), et les métastases
ganglionnaires (nombre et taille de la plus grande métastase). Il était associé a la survie : les
patientes ayant un RCB eégal a | avaient un pronostic proche d’une réponse
histologique complete. Celles ayant un résidu tumoral étendu (RCB-111) avaient le plus mauvais
pronostic(Symmans et al., 2007). Ce score a ensuite été validé par différentes études, seul ou

combiné avec le Ki67 (Sheri et al., 2015).

[.5 Systeme immunitaire et cancer

Immunité innée et acquise
Le systeme immunitaire est composé d’une immunité innée et d’une immunité acquise.

L’immunité innée repose sur les cellules Natural Killer (NK), les cellules dendritiques, les
macrophages, les granulocytes et sur le complément. C’est la premicre ligne de défense
immunitaire. Elle est rapide, non spécifique, et ne nécessite pas d’avoir été exposé

préalablement a 1’agent pathogene.

L’immunité acquise est spécifique a un antigéne auquel elle a déja été exposée et qu’elle a
mémorisé. Elle repose sur les lymphocytes T et B. Les lymphocytes T CD8+ sont cytotoxiques,
et détruisent les cellules cibles qui présentent des antigénes spécifiques a travers le complexe

majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe I.

Les lymphocytes T régulateurs (T reg) expriment CD4 a leur surface et FOXP3 dans leur
cytosol. Ils exercent un effet immunosuppresseur, dont le role est notamment de protéger
I’organisme des réactions auto-immunes. Certaines tumeurs utilisent ces fonctions pour se
protéger du systeme immunitaire. La suppression des T reg chez la souris était responsable

d’une réaction immunitaire anti tumorale (Shimizu et al., 1999).

Evolution des relations entre le systeme immunitaire et le cancer

La théorie la plus répandue concernant les relations entre le systéme immunitaire et le cancer

est celle de I’'immuno-surveillance (Mittal et al., 2014). Elle comporte trois étapes :



Il y a d’abord une phase d’élimination, pendant laquelle le systeme immunitaire détecte et
détruit les cellules cancéreuses. Cette immunité anti tumorale est favorisée par une

augmentation des facteurs pro immunitaires dans 1’environnement tumoral, les lymphocytes

NK, NK-T et T.

Ensuite, il y a un équilibre entre les cellules tumorales détruites par le systéme immunitaire, et

celles qui se multiplient.

Enfin, il y a un échappement de la tumeur qui se développe et prolifere. C’est un processus
multifactoriel lié¢ a I’émergence de variants tumoraux moins sensibles au systéme immunitaire
('immuno-édition), a I’augmentation des facteurs immunosuppresseurs dans 1I’environnement
tumoral, et a la diminution de I’expression antigénique du complexe d’histocompatibilité

(MHC1)
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Facteurs influencant le systeme immunitaire

De nombreux facteurs influencent la réponse immunitaire. Le régime alimentaire, le

microbiote, I’obésité ou encore 1’influence hormonale en font partie (Kroemer et al., 2015). Ils

Treatment Gut
history i microbiota

Plasma
s Q =

LPRE
Molecular @ Hormonal
(] Saetonss
i e)

sont illustrés dans la Figure 2.
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Figure 2 Facteurs influencant la réponse immunitaire dans les cancers du sein. Tirée de Kroemer et al.
Nature, 2015 (Kroemer et al., 2015)

Infiltrat lymphocytaire

L’infiltrat lymphocytaire correspond a la présence de cellules appartenant au systeme
immunitaire, les lymphocytes, a I’intérieur de la tumeur ou dans le stroma péri tumoral. 11 est

un reflet de 1’activité immunitaire locale.

Un groupe de travail international a établi des recommandations, visant a uniformiser les
méthodologies et augmenter la comparabilité des études. Ils préconisent de mesurer I’ infiltrat
lymphocytaire dans le stroma péri tumoral, sur une lame avec une coloration standard
Hématoxyline-Eosine-Safran (HES) (Salgado et al., 2015a). Il peut également étre mesuré en

intra tumoral. Dans les différentes études, les deux valeurs étaient corrélées (Denkert et al.,
11



2010)(Loi et al., 2013). Toutefois la mesure dans le stroma était plus fiable car moins soumise
a une variabilité inter observateur (Denkert et al., 2015) (Denkert et al., 2010)(Loi et al.,

2014)(Salgado et al., 2015b).

Effet prédictif de la réponse au traitement néoadjuvant

La premicre ¢tude de grande envergure étudiant I’association entre 1’infiltrat lymphocytaire et
la réponse a la chimiothérapie néoadjuvante etait celle de Denkert et al. en 2010. Les auteurs
ont étudié Iinfiltrat lymphocytaire chez 1058 patientes traitées par chimiothérapie
néoadjuvante. Les taux élevés d’infiltrat lymphocytaire étaient associées a des taux de réponse
histologique compléte supérieurs. Cette relation était linéaire avec un Odds Ratio (OR) maximal
de 13,39 (1C95% 6,1-29,37 ; p<0,0005) en cas de TILs supérieurs a 60% (Denkert et al., 2010).

Plusieurs études ont confirmé par la suite cette association entre 1’infiltrat lymphocytaire et la
réponse a la chimiothérapie néoadjuvante. Mao et al. ont réalisé une méta-analyse portant sur
13 études, regroupant 3251 patientes traitées par chimiothérapie néoadjuvante, associé
éventuellement & du trastuzumab. L’analyse combinée retrouvait une association entre un
infiltrat lymphocytaire important pré traitement et une réponse histologique complete (RHC)
(OR=3,93, IC95% : 3,26-4,73, p<0,001), qu’il soit intra tumoral (p<0,001), stromal (p<0,001)
ou sur les deux sites (p<0,001). En analyse multivariée ’infiltrat lymphocytaire restait un
marqueur indépendant de RHC (OR=1,41, I1C95%: 1,19-1,66).

L’effet prédictif des TILs était plus important dans la population triple négative (OR=2,49,
1C95%: 1,61-3,83, p<0,001) et HER2-positif (OR=5,05, 1C95% : 2,86-8,92, p<0,001). (Mao
et al. 2014).

Effet pronostique de infiltrat lymphocytaire
L’infiltrat lymphocytaire était également associé a la survie dans plusieurs études.

Dieci et al. ont analysé D’infiltrat lymphocytaire post traitement dans 278 tumeurs triples
négatives traitées par chimiothérapie néoadjuvante. Un taux élevé de TILs était associé a une
meilleure survie sans récidive (HR 0,86, IC95% 0,77-0,96, p=0,01) et survie globale (HR 0,86,
1C95% 0,77-0,97, p=0,01) (Dieci et al., 2014).

Cet effet était plus marqué dans les sous types triples négatifs et HER2-positifs (Loi et al.,

2013)(Loi et al., 2014)(Dieci et al., 2015)(Ono et al., 2012).

12



Les résultats de différentes études publiées sur I’impact prédictif et/ou pronostique de 1’infiltrat
lymphocytaire dans des essais néoadjuvants, en particulier dans le sous type HER2-positif, sont

regroupés dans I’Annexe 1.

Sous types lymphocytaires

Certaines études ont approfondi 1’analyse de Dinfiltrat lymphocytaire en réalisant une
caractérisation immunohistochimique des lymphocytes présents, en utilisant notamment un
immuno marquage FOXP3 pour identifier les lymphocytes T régulateurs, et un marquage CD8

pour identifier les lymphocytes cytotoxiques.

Un taux éleve de CD8 était significativement associé a un meilleur pronostic (Ali et al.,
2014)(Mahmoud et al., 2011)(Mahmoud et al., 2012), et une meilleure réponse au traitement
(Seo et al., 2013).

L’impact pronostique des lymphocytes T reg était variable en fonction des études (West et al.,
2013)(Gobert et al., 2009).

Dans 1’étude de Ladoire et al, un rapport CD8/FOXP3 élevé, soit un taux élevé de CD8 associé
a un taux faible de FOXP3, était associé a une meilleure réponse au traitement (HR de
RHC=6,28 (2.42-16.27) et p < 0,0001) et une meilleure survie sans récidive (p < 0,0001)
(Ladoire et al., 2011a).

La méta analyse de Mao et al., mettait en évidence une association entre des taux élevés de
CDB8+ et de FOXP3+, et la réponse histologique au traitement néo adjuvant (OR=6,44, 1C95%
: 2,52-16,46 et OR=52,94, 1C95% : 1,05-8,26) (Mao et al., 2014).

Seuils prédictifs et pronostiques associés a l'infiltrat lymphocytaire

Plusieurs études ont retrouvé un lien linéaire entre I’infiltrat lymphocytaire et la réponse au
traitement d’une part, et la survie d’autre part, posant ainsi le probléme pragmatique du seuil
optimal a adopter. La notion de « LPBC » (Lymphocyte predominant breast cancer) regroupe
les tumeurs ayant un infiltrat lymphocytaire riche. Le seuil choisi pour définir cet infiltrat était
variable en fonction des études. Dans la majorité des cas, le seuil était choisi de fagon arbitraire
et prédéfini, comme supérieur ou égal a 50 ou 60% (Salgado et al., 2015b)(Dieci et al., 2014)
(Denkert et al., 2015). La fréquence de ce sous-groupe était d’environ 10% (Salgado et al.,

2015b)(Dieci et al., 2014), sauf dans 1’étude de Denkert et al ou elle était de 24,5% (Denkert et
13



al., 2015). Dans ces études les LPBC étaient associés a une meilleure réponse histologique au

traitement neoadjuvant et une meilleure survie (Denkert et al., 2015) (Denkert et al., 2010).

Liu et al ont recherché le seuil le plus discriminant d’infiltrat lymphocytaire parmi 116 tumeurs

HER2-positif. Les TILS étaient évalués sur la biopsie précédant un traitement adjuvant par

chimiothérapie et trastuzumab. Ils ont déterminé, a I’aide de courbes ROC, qu’un seuil TILs de

30 % etait le plus discriminant. Les TILs supérieurs a 30% étaient associés a une meilleure

réponse histologique au traitement néoadjuvant (OR=5.23 ; p=0.001), et a une meilleure survie

pour les patientes n’étant pas en réponse compléte (Liu et al., 2015).

Les différents seuils et leur association avec le taux de réponse histologique compléte dans

plusieurs études sont illustrés dans la Figure 3.

Study %
ID OR (95% CI) Weight
Stromal TiLs 10% increment :
Loietal 2013 - 116(1.01,132) 808
Lee etal 2013 —— 1.32(1.08,160) 374
Denkert et al 2010 (GeparTrio) - 1.27 (1.19,1.35) 36.30
Denkert et al 2010 (GeparDuo) —.— 1.37 (1.17,160) 590
Issa-nummer et al 2014 - 1.20(1.10, 1.40) 9.93
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.485) Q 126(1.20,132) 6393

! P=0.000
Intratumoral TILs 10% increment :
Denkert et al 2010 (GeparDuo) —— 154 (1.28,186) 4.14
Denkert et al 2010 (GeparTrio) - 1.36(1.26,147) 2431
Issa-nummer et al 2014 - 1.20 (1.10,1.50) 6.01
Subtotal (I-squared = 51.9%, p = 0.125) o 1.35(1.27, 1.44) 3445

: P=0.000
LPBC i
Denkert et al 2010 (GeparTrio) i —pe  8.53 (4.00, 18.20) 0.25
Denkert et al 2013 T - 295(2.00,436) 095
Issa-nummer et al 2014 | —— 350(1.90,620) 041
Subtotal (l-squared = 66.6%, p = 0.050) : <> 364 (2.70,4.90) 162

i P=0.000
Heterogeneity between groups: p = 0.000 !
Overall (I-squared = 83.9%, p = 0.000) ’ 1.31(1.26, 1.36) 100.00

! P=0.000

T ' T
1 1 35

Favor low pCR rate

Favor high pCR rate

Figure 3 Réponse histologique complete en fonction du seuil de TILs utilisé. Tiré de Mao et al. (Mao et al.,

2014)

Interactions entre chimiothérapie et systeme immunitaire

Depuis plusieurs années, des interactions complexes entre la chimiothérapie et le systéme

immunitaire ont été mises en évidence.
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Plusieurs études ont montré un lien entre un infiltrat lymphocytaire important, et I’efficacité de

la chimiothérapie (Denkert et al., 2010)(Dieci et al., 2014).

Certains types de chimiothérapies, entrainant une mort cellulaire « immunogénique », seraient

responsables d’une activation du systeme immunitaire plus importantes que d’autres.

La lyse cellulaire, entrainée par 1’effet cytotoxique direct de la chimiothérapie, provoque la
libération de molécules, notamment les interférons de type 1, la calréticuline, I’ ATP ou HMGB1
(high mobility group box 1) et d’antigénes qui activent les cellules dendritiques. Ces cellules
dendritiques actives présentent les antigenes tumoraux aux lymphocytes naifs, entrainant leur
maturation (Apetoh et al., 2007)(Rovere-Querini and Castiglioni, 2008)(Kroemer et al., 2015).
Cette activation de I’immunité acquise pourrait étre responsable d’une activité anti-tumorale a

long terme.

Interactions entre trastuzumab et systéeme immunitaire

L’efficacité du traitement par anticorps monoclonaux anti HER2 dépend a la fois de I’'immunité
innée et de I’'immunité acquise (Park et al., 2010). Il agit comme un anticorps de I’organisme,
grice a sa portion IgG1. Plusieurs mécanismes d’action du trastuzumab ont été mis en évidence.

lIs sont illustrés par la Figure 4.

- Le trastuzumab se fixe a la région extracellulaire de la protéine membranaire HER2.
Cette liaison entraine l'internalisation des récepteurs HER2, empéche leur activité
kinase en bloquant leur dimérisation, et conduit & la formation de tétrameres de la
protéine HER2 qui sont inactives

- Undes mécanismes utilise la voie de cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des
anticorps (ADCC). Elle correspond a I’identification du fragment Fc de I’anticorps (ici
le trastuzumab) par le récepteur Fc (RFc) des lymphocytes Natural Killers (NK) et des
macrophages, qui détruisent alors la cellule (Kute et al., 2009)(Gennari et al., 2004).

- Un autre est celui de la cytotoxicité dépendante du complément, avec une activation de
la voir du complément par le complexe anticorps-antigene (ici le trastuzumab lié au
récepteur HER2)

- Il perturbe des signaux intra cellulaires des cellules sur lequel il est fixé, diminue la
réparation de I’ADN et I’angiogenése(Spector and Blackwell, 2009).

- Le trastuzumab active également I’immunité acquise, en recrutant des lymphocytes,

notamment CD8.
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Figure 4 Interactions entre les anticorps anti HER2 et le systéme immunitaire (Tirée de Bianchini et al,

The Lancet oncology, 2014). ADCC = cytotoxicité & médiation cellulaire dépendante des anticorps. CDC =

cytotoxicité dépendante du complément. CTL = lymphocyte T cytotoxique. DC= cellule dendritique. FcyR =
récepeteur Fcy. NK=natural killer. TCR= recepteur lymphocytes T. Th1= lymphocytes T auxiliaires 1 (T helper)

En cas de traitement néoadjuvant par trastuzumab seul, une réponse histologique complete ou
importante était associée a un infiltrat lymphocytaire plus abondant (Gennari et al., 2004) et a
une diminution du taux plasmatique de lymphocytes T reg (Perez et al., 2007). Les résultats
étaient similaires en cas de traitement combiné par trastuzumab et chimiothérapie (Perez et al.,

2007)(Loi et al., 2014).

L’association du trastuzumab a d’autres thérapies ciblées pourrait permettre d’augmenter
I’efficacité du trastuzumab et de diminuer les résistances au traitement. Il est notamment utilisé
en association avec 1’hormonothérapie, le pertuzumab (un inhibiteur de la dimérisation de
HER?2), et le lapatinib (un inhibiteur tyrosine kinase des récepteurs HER1/HER2). Dans 1’étude
de Salgado et al, I’'impact pronostique de I’infiltrat lymphocytaire était indépendant du type de

thérapie ciblée (trastuzumab, lapatinib ou combinaison des deux) (Salgado et al., 2015b).
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I1.

Matériels et méthodes

II.1 Population étudiée

Nous avons mené une analyse rétrospective parmi une cohorte de patientes prises en charge
pour un cancer du sein HER2-positif, a I’institut Curie entre 2002 et 2012 (cohorte NEOREP,
déclaration CNIL 1547270).

Nous n’avons inclus que les patientes ayant une tumeur initiale T1-3NxMO, unilatérale, non

inflammatoire, non métastatique, sans atteinte de la peau ou de la paroi thoracique.
La séquence de traitement recu était la suivante :

- Toutes les patientes ont eu une biopsie avant I’instauration du traitement.

- Elles ont ensuite recu un traitement par chimiothérapie néoadjuvante (en majorité,
traitement séquentiel anthracyclines puis taxanes) associé éventuellement a une
thérapie ciblée par trastuzumab.

- Une chirurgie, conservatrice ou non, était pratiquée 4 a 6 semaines apres la fin de la
chimiothérapie.

- Une radiothérapie complémentaire était réalisée si indiquée.

- Les patientes ont eu en grande majorité un traitement adjuvant par trastuzumab,
poursuivi pendant un an.

- Certaines patientes ont eu une chimiothérapie adjuvante complémentaire, en fonction

de I’avis de la réunion de concertation pluridisciplinaire.

I.2  Obijectifs

L’objectif de cette étude était de rechercher les corrélations entre I’infiltrat lymphocytaire et la
réponse histologique complete (RHC) et la survie sans récidive (SSR), chez des patientes
atteintes de cancer du sein HER2-positif, traité par chimiothérapie néoadjuvante +/-

trastuzumab.
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II.3 Anatomopathologie

Les criteres suivant ont été recueillis : type de tumeur, taille tumorale, grade histopronostique
selon Eston et Ellis, présence de récepteurs aux estrogenes (RE), de récepteurs a la progestérone
(RP), statut HER2, statut ganglionnaire avec nombre de ganglion métastatiques / non

métastatiques et sentinelles / non sentinelles.

L’expression des récepteurs hormonaux était évaluée par une methode immunohistochimique :
réhydratation et restauration antigénique sur tampon citrate (10 mM, pH 6,1), puis mise en
contact avec les anticorps RE (clone 6F11, Novocastra, Leica Biosystems, Newcastle, UK;
1/200) et RP (clone 1A6, Novocastra, 1/200). Le marquage était revelé en utilisant le Vectastain
Elite ABC peroxidase mouse IgG kit (Vector, Burlingame, CA, USA) avec du
diaminobenzidine comme chromogeéne (Dako A/S, Glostrup, Denmark). Des contrdles positifs
et négatifs étaient réalises a chaque fois. La lésion était considérée comme positive lorsque plus
de 10% des cellules tumorales étaient marquées par cette méthode. Les patientes ont été
considérées comme ayant des récepteurs hormonaux (RH) positif si RE et/ou RP étaient
positifs. Elles étaient donc considérées comme RH négatif si RE et RP étaient tous les deux

négatifs.

Le statut HER2 était également évalué par immunohistochimie, associée si besoin & une
technique d’hybridation in situ, selon les recommandations de 1’American Society of Clinical
Oncology (ASCO) (Wolff et al, 2013). 1l était considéré comme positif (+++) s’il y avait un
marquage membranaire complet et fort dans plus de 10% des cellules tumorales. Il était
considéré comme équivoque (++) si le marquage était complet et fort dans moins de 10% des
cellules tumorales, complet et modéré dans plus de 10% des cellules, ou incomplet et fort dans
plus de 10% des cellules. Dans ce cas il était complété par une technique d’hybridation in situ.
La surexpression était définie par le rapport du nombre de copies d’HER2 sur le nombre de
centromeére du chromosome 17 supérieur a 2, ou la présence de plus de 4 copies d’HER?2.

Evaluation de la réponse tumorale

Toutes les lames des piéces d’exérése chirurgicale apres chimiothérapie néoadjuvante ont été
relues. Une réponse histologique compléte aprés chimiothérapie néoadjuvante était définie par
I’absence de cancer résiduel invasif, au niveau mammaire et ganglionnaire (ypTO0/is, ypNO). Un

cancer in situ isolé était considéré comme une réponse histologique compléte.
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En cas de persistance d’une 1ésion résiduelle, les critéres suivants ont été recherchés : taille de
la lésion résiduelle, pourcentage de cellules cancéreuses, index mitotique, pourcentage de Iésion

in situ, nombre de ganglions métastatiques et taille de la plus grande metastase ganglionnaire.

Le Residual Cancer Burden (RCB) a été calculé a 1’aide du calculateur du MD Anderson,

accessible en ligne a I’adresse suivante : http://www.mdanderson.org/breastcancer_ RCB

Quantification de l'infiltrat lymphocytaire

La quantification de I’infiltrat lymphocytaire a été réalisée par la méme anatomopathologiste
de I’Institut Curie (Dr Laé), en suivant les recommandations internationales (Salgado et al.,

2015). Elle était réalisée en aveugle des données de réponse histologique et de survie.

Elle a été effectuée sur des lames avec la coloration standard Hématoxyline-Eosine-Safran
(HES). L’infiltrat lymphocytaire intra tumoral (IT TILs) était défini comme le pourcentage
moyen de surface tumorale occupée par les cellules mononuclées inflammatoires (lymphocytes,
plasmocytes). L’infiltrat lymphocytaire du stroma (str TILs) était défini comme le pourcentage
moyen de stroma occupé par les cellules mononuclées inflammatoires (lymphocytes,

plasmocytes). Aucun immuno marquage complémentaire n’a été réalisé.

Nous avons défini la variation dynamique de I’infiltrat lymphocytaire comme la variation du
taux d’infiltrat lymphocytaire entre la biopsie pré traitement et la picce opératoire post
traitement. Cette variation a été étudiée en tant que parameétre qualitatif (augmentation, stabilité
ou diminution du taux de TILs) et quantitatif (modification de son taux en valeur absolue, et en

valeur relative)

I1.4 Analyse statistique

Analyse descriptive

La population était décrite en termes de fréquence pour les variables qualitatives, et de médiane

avec 1’écart associé pour les variables quantitatives.
Les associations entre les variables étaient recherchées par le test du Chi2 ou test de Fisher.

Les analyses concernant 1’infiltrat lymphocytaire ont ¢été réalisées avec différents seuils : en
coupant a la médiane, en tertiles, en quartiles et 10%, et suivant les seuils déja définis dans la

littérature : 30% (Liu et al., 2015), 50%(Dieci et al., 2015)(Loi et al., 2013).
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Une recherche de seuil était ensuite effectuée dans notre population pour déterminer le seuil le
plus significativement associée a la réponse histologique compleéte et a la survie.

La comparaison des niveaux de TILs en fonction des variables clinico-pathologiques
qualitatives a été réalisée avec un test ANOVA. La comparaison des niveaux de TILs en
fonction des variables clinico-pathologiques quantitatives a été réalisée en calculant le
coefficient de corrélation de Pearson.

Les differences de moyennes entre les valeurs initiales, et celles aprés traitement des variables
suivantes : index mitotique, pourcentage de composante in situ de la tumeur, cellularité

tumorale et TILs, ont été comparées par un t-test pour des échantillons appariés.

Analyse prédictive

L’analyse des facteurs de réponse a la chimiothérapie a été réalisee en utilisant un modéle de
régression logistique. L’association entre la réponse histologique a la chimiothérapie
néoadjuvante, et les différentes variables étaient quantifiées par régression logistique avec
détermination d’un Odds Ratio (OR) et son intervalle de confiance a 95% (95%IC).

Une analyse multivariée a également été réalisée, en prenant en compte les variables ayant un

p inférieur a 0,10 en analyse univariée grace a une procédure pas-a-pas ascendante.

Survie sans récidive et survie globale

La survie sans récidive était définie comme la durée entre la chirurgie et la survenue du déces,
d’une récidive loco-régionale ou d’une récidive métastatique. En cas d’absence de survenue

d’évenement, les patients étaient censurés a la date de leur dernier contact.

Les survies étaient estimées par la méthode de Kaplan-Meier, et les courbes de survie par le test
du log-rank. Le calcul des hazard ratio et de leur intervalle de confiance a 95% était réalisé par
modele de Cox. Les variables ayant un p inférieur a 0,10 en analyse univariée ont été incluses
dans le modeéle multivarié. Une analyse multivariée a été réalisée en intégrant les variables par

une analyse en pas a pas descendant.
Les analyses de survie globale n’ont pas été réalisées du fait du faible nombre d’évenements

(n=3).

Le seuil de significativité était a 5%. Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du
logiciel R, version3.1.2
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[II. Résultats

III.1 Caractéristiques clinico-pathologiques initiales des patientes
Les caractéristiques des patientes sont décrites dans le Tableau 1.

La cohorte était composée de 175 patientes ayant recu une chimiothérapie néoadjuvante, la
majorité par anthracyclines et taxanes (n=151, soit 86%). 97% des patientes ont recu du
trastuzumab (n=170), 82% (n=144) en néoadjuvant et en adjuvant, et 15% (n=26) en adjuvant

seul.

L’age médian était de 47 ans (27-78 ans). La majorité des patientes n’était pas ménopausée
(64,5%, n=109), et 10,6% (n=18) étaient obéses. 64,1 % des tumeurs étaient de stade T2
(n=109), et 26,5% (n=45) des patients avaient une atteinte axillaire clinique. La plupart des
patientes avaient une lésion de grade 3 (70,2 %, n=118) et 40,2 % avaient des récepteurs

hormonaux négatifs. 21,8% des biopsies comportaient une composante in situ.

L’index mitotique était significativement plus élevé dans le groupe des patientes traitées par
trastuzumab néoadjuvant + adjuvant par rapport au groupe de traité en adjuvant seul

(respectivement 37,6% contre 16% avec un index mitotique supérieur a 22, p=0,03).

Tableau 1 Caractéristiques initiales des patientes
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<45 13 (50.0%) 67 (46.5%) 80 (47.1%)
45-55 9 (34.6%) 38 (26.4%) 47 (27.6%) 04092
> 55 4 (15.4%) 39 (27.1%) 43 (25.3%)
Ménopausée 9 (36.0%) 51 (35.4%) 60 (35.5%)
Non ménopausée 16 (64.0%) 93 (64.6%) 109 (64.5%) 0,9551
non 24 (92.3%) 128 (88.9%) 152 (89.4%)
oui 2 (7.7%) 16 (11.1%) 18 (10.6%) !
T1 1 (3.8%) 8 (5.6%) 9 (5.3%)
T2 13 (50.0%) 96 (66.7%) 109 (64.1%)  0,1732
T3 12 (46.2%) 40 (27.8%) 52 (30.6%)
N- 6 (23.1%) 55 (38.2%) 61 (35.9%)
N+ 20 (76.9%) 89 (61.8%) 109 (64%) 0.1391
<22 21 (84.0%) 88 (62.4%) 109 (66%)
>22 4 (16.0%) 53(37.6%) 57 (343%) V362
I-11 9 (36.0%) 41 (28.7%) 50 (29.8%)  0,4597



Variable trastuzumab trastuzumab
adjuvant seul | neoadjuvant + n (%) p
n (%) adjuvant n (%)
11 16 (64.0%) 102 (71.3%) 118 (70.2%)
RH négatif 10 (40.0%) 58 (40.3%) 68 (40.2%)
hormonaux RH positif 15 (60.0%) 86 (59.7%) 101 (59.8%) 0,9791
Type de Anthracyclines seules 1 (4.2%) 1 (0.7%) 2 (1.2%)
chimiothérapie Anthracyclines-taxanes 23 (95.8%) 128 (90.1%) 151 (91.0%)  0,1157
Taxanes seuls 0 (0.0%) 13 (9.2%) 13 (7.8%)

Infiltrat lymphocytaire initial

Nombre de données non connues : statut ménopausique 1 (0.6%), index mitotique 64 (36.6%), grade
histopronostique 3 (1.7%), récepteurs hormonaux 1 (0.6%), type de chimiothérapie 4 (2.3%).

L’infiltrat lymphocytaire occupait de 1 a 60% de la surface intra tumorale, avec une médiane
de 15% ; et de 2 a 70% du stroma avec une médiane de 25%.

Figure 5a et b : Exemples d’infiltrat lymphocytaire : image de gauche : tumeur pauvre en infiltrat
lymphocytaire ; image de droite : tumeur riche en infiltrat lymphocytaire.

Les infiltrats lymphocytaires du stroma et intra tumoraux étaient fortement corrélés (coefficient
de corrélation de Pearson 0,93 [91,6-95,3%], p<107®) (Figure 6).
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Figure 6 Corrélation entre infiltrat lymphocytaire intra tumoral (en abscisse) et stromal (en ordonnée)

L’infiltrat lymphocytaire était significativement plus important dans les tumeurs avec un statut
négatif pour les récepteurs aux estrogenes (RE), aussi bien en intra-tumoral (20% si RE négatif
contre 14% si RE positif, p=0,002), que stromal (31% si RE négatif contre 23% si RE positif,
p=0,002) (Figure 7a et b).

Baseline IT TILs by ER status Baseline stromal TILs by ER status

*% *%k

ER status 40- ER status
B3 ER negative (n=77) B3 ER negative (n=77)
B8 ER positive (n=98) B3 ER positive (n=98)

Figure 7 a et b Infiltrat lymphocytaire en fonction du statut hormonal (intra tumoral a gauche, stromal a
droite)

[II.2 Caractéristiques clinico-pathologiques des patientes apres
chimiothérapie néoadjuvante

La chimiothérapie néoadjuvante était associée a une diminution de 1’index mitotique (8,4 contre
19,4 avant la chimiothérapie, p<0.001), et de la cellularité tumorale (16,3% contre 64,9%,

p<0.001). Inversement, le nombre de patientes ayant une composante in situ a augmenté (56.6%
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des patientes contre 21,8% initialement), et I’importance du secteur in situ également (39.1%

de la zone tumorale en post chimiothérapie contre 3.8% avant chimiothérapie, p<0.001).

Les patientes traitées par trastuzumab néoadjuvant + adjuvant avaient un taux de réponse
histologique complete supérieur (42,4% contre 15,4% en cas de traitement par trastuzumab
adjuvant seul, p=0,009). Elles avaient également moins de métastase ganglionnaire résiduelle
(21,5% contre 53,8% respectivement). Elles avaient également moins fréquemment eu une

chimiothérapie adjuvante complémentaire (10,4% contre 53,8% respectivement, p<0,001).

Infiltrat lymphocytaire apres traitement
Par définition I’infiltrat lymphocytaire intra tumoral ne pouvait étre évalué que chez les

patientes ayant un résidu tumoral.

Apres chimiothérapie néoadjuvante, I’infiltrat lymphocytaire stromal avait diminué dans 77,7%
des cas (n=136), était resté stable dans 10.3% des cas (n=18), et avait augmenté dans 12.0% des
cas (n=21).

75 -

50 -

25-

Figure 8 Variation du taux de TILs avant et aprés chimiothérapie (pourcentage de TILs stromaux initial a
gauche ; et apreés traitement a droite)

Le pourcentage moyen de IT TILs etait de 7,8% apres traitement contre 16.5% avant le
traitement néoadjuvant (p<0.001). Celui de str TILs était de 10,9% contre 26,4% avant
traitement (p<0,001).

L’infiltrat lymphocytaire stromal aprés chimiothérapie était corrélé positivement a 1’index
mitotique (r=0,357; IC95%: 0,172-0,518; p<0,001), a la cellularit¢ tumorale post
chimiothérapie (r=0,492 ; 1C95% : 0,37-0,597 ; p<0,001), a la taille de la plus importante
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métastase ganglionnaire (r=0,58 ; 1C95% : 0,351-0,743, p<0,001), et au score RCB (r=0.429,
1C95% 0,299-0,543 ; p<0,001). Les résultats étaient similaires pour les TILs intra tumoraux.

III.3 Réponse histologique

Une réponse histologique complete (RHC) aprés chimiothérapie néoadjuvante a été obtenue
pour 68 patientes (39%).

En analyse univariée, les facteurs associés a une réponse histologique compléte étaient 1’age
supérieur a 55 ans (p<0,001), le statut ménopausique (p=0,009), la taille tumorale (p=0,048), le
statut RE (p=0,002) et RP (p< 0,001) (Tableau 2).

Tableau 2 Analyse univariée des facteurs clinico pathologiques classiques associés a la RHC
(n) (n) (%)
<45 82 16 195% 1
Age 45-55 49 18 36.7% 1,49 0.7-3.17 0,301
> 55 44 27 61.4% 4,07 1.9-9 <0,001
Statut Ménopausées 61 32 525% 1
EAEEES I Non ménopausées 113 36 31.9% 0,42  0.22-0.8 0,009
T1 10 7 70 % 1
Taille tumorale pi 113 43 38.1% 0,26 0.05-1 0,063
T3 52 18 34.6% 0,23 0.04-0.92 0,048
Atteinte NO 62 25 403% 1
ganglionnaire
initiale N1-N2-N3 113 43 38.1% 0,91 0.48-1.72 0,768
L <22 111 42 378% 1
Index mitotique
>22 59 22 37.3% 0,98 0.5-1.87 0,944
Grade Grade I-11 51 20 392% 1
histopronostique FelEhRII 121 46 38% 095 0.49-1.88 0,883
. < 79
Ki67 20 3 2 667% 1
> 20 18 7 389% 0,32 0.01-3.94 0,384
RE RE - 77 40 519% 1
RE + 98 28 28.6% 0,37 0.2-0.69 0,002
RP RP - 111 57 514% 1
RP + 59 11 18.6% 0,22 0.1-0.45 <0.001
En utilisant les seuils déja existants dans la littérature (30 et 50%, médiane, tertiles, quartiles,
classes de 10%), nous n’avons pas retrouvé d’association significative entre I’infiltrat
lymphocytaire initial, qu’il soit intra tumoral ou stromal, et la RHC, (
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Annexe 2).

Etant donnée 1’absence de résultats significatifs avec les seuils déja pré-établis, nous avons
recherché le seuil de TILS associé a la RHC avec la plus haute significativité statistique (soit la

valeur la plus basse de la valeur p d’association).

Nous avons mis en évidence qu’un seuil de 2% des IT TILs était significativement associé avec
la RHC (7,1% de RHC pour les IT TILs initiaux inférieurs a 2% contre 41,6% pour les IT TILs
initiaux > 2%, p=0,02) (Figure 9).
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Figure 9 Taux de RHC (pCR) en fonction du taux de IT TILS initial <2% ou >2%

Nous n’avons pas retrouvé d’association significative entre les TILS du stroma et la RHC.

En analyse multivariée, le taux initial d’infiltrat lymphocytaire était associé de fagon
indépendante & la RHC (IT TILs >2% : OR=8.24 ; IC95% : 1,46-155,34 ; p=0,05), ainsi que
I’utilisation de trastuzumab en néoadjuvant (OR=4,18 ; 1C95% 1,41-15,52 ; p=0.017), et le
statut du RP (RP +: OR=0,22 ; 1C95% : 0,1-0,46 ; p<0,001). Les résultats sont résumés dans
le Tableau 3.

Tableau 3 Analyse multivariée des facteurs associés de facon indépendante a la RHC

. JOR| __1C95% | p

Récepteurs a la négatifs 1
progestérone positifs 022 0,1-0,46 <0.001

Trastuzumab non 1
néoadjuvant oui 4.18 1,41-15,52 0.017
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1C95%
. JOR| __iCo5% | p

IT TILs avant =2% 1
traitement > 204 8.24 1,46-155,34 0.05

[I1.4 Survie sans récidive

Le suivi médian était de 38,8 mois [intervalle : 5,5 - 91,7], pendant lesquels 18 patientes ont
récidivé (10%). Une seule de ces patientes était dans le groupe « réponse histologique

compleéte ».

En analyse univariée les facteurs clinico-pathologiques initiaux associés a la survie sans
récidive étaient un IMC supérieur a 25 (p=0,007) et un grade histologique €élevé (grade IlI)
(p=0,011). Les criteres clinico-pathologiques aprées traitement associés a une meilleure survie
sans récidive étaient un index mitotique et une cellularité tumorale faibles (p<0,001 et p=0,001
respectivement), une composante in situ inférieure a 22,5% (p=0,001), une réponse histologique
compléte (p=0,004), un résidu tumoral inférieur a 2,8mm (p=0,003) ainsi que le score de résidu
tumoral RCB (p=0,004).

Les résultats de I’analyse univariée sont dans le Tableau 4

Tableau 4 Analyse univariée des facteurs associés a la survie sans récidive

Total Evenement 1C95%
0 Iobal

9
45-55 49 7 1,17 0,44-3,15 0,752 0,366
> 55 44 2 0,4 0,09-1,84 0,238
124 8 1
IMC<25 0,007
IMC>25 51 10 3,37 1,33-8,57 0,011
T1 10 0 1
Taille tumorale [ap 113 10 NA NA 0,998 0.262
T3 52 8 NA NA 0,997 ’
Atteinte NO 62 5 1
ganglionnaire
initiale N1-N2-N3 113 13 1,35 0,48-3,8 0,569 0,567
Grade Grade I-11 51 10 1
histopronosti- 0,011
que initial Grade IlI 121 8 0,32 0,13-0,81 0,017
- 17 8 1
SE 0,808
RE + 98 10 1,12 0,44-2,85 0,808
111 11 1 0,744



Total | Evenement o P
SR N P
L Rr 59 5 084 029241 0,744

Index mitotique ERELEL 144 9 1
> 10% 22 8 538 2,07-1396 <0,001 <0,001

*
tumorale * > 5% 82 16 797 1,83-34,66 0,006 ’
<22.5% 109 6 1 0.002
situ * > 22.5% 64 12 4,06 152-10,82 0,005 ’

Tailledela  ESXTNG 121 6 1
réglij(;rlﬁ“g > 28mm 52 12 3,89 1,46-10,39 0,007 S
non 107 17 1
oui 68 1 0,09  0,01-0,7 0,021 s
0 68 1 1
Score RCB * 1 24 1 329 0,21-52,63 0,4 i
2 69 12 11,01 1,43-84,72 0,021 ’
3 14 4 19,99 2,23-178,86 0,007

IT TILS aprés [S0L 85 11 1 0.064
traitement  [ESETA 20 6 248 092673 0,074 ’

tr TILS apres [S¥Al 166 14 1 0.002
traitement  [ESBINA 9 4 505 1,66-1536 0,004 ’

* Apreés traitement

De facon similaire a la réponse histologique, les TILs n’étaient pas significatifs en utilisant les
seuils déja publiés. Nous avons également réalisé une recherche de seuil. Seul les TILs
stromaux apres traitement avec un seuil de 25% étaient associés a la survie sans récidive, avec
une association entre des TILS élevés apres traitement et une survie altérée (HR=5,05 ; 1C95% :
1,66-15,36, p=0,002) (Figure 10).

En analyse multivariée, les variables significativement associées a une diminution de la survie
sans récidive étaient un IMC supérieur a 25 (HR=4,92, 1C95% : 1,85-13,1 ; p=0,001), un grade
histologique initial faible (grade 11l : HR=0,35, 1C95% : 0,13-0,95 ; p=0,04), une cellularité
post traitement élevée (HR=5,92, 1IC95% : 1,32-26,58 ; p=0,02), une composante in situ >
22,5% (HR=5,47, 1C95% : 1,93-15,5 ; p=0,001), et un niveau de TILs stromaux post traitement
>25% (HR=8,18, 1C95% : 2,26-29,55 ; p=0,001).

Les résultats sont détaillés dans le Tableau 5

28



08 — .

0.4 — log rank test, p=0.002

— strTILs =< 25%(n=166)  HR=1
02 — --- strTILs > 25%(n=9) HR=5.05[1.66 ; 15.36]

months
number at risk

— 166 156 135 102 79 62 47 34 15 5 0

--- 9 9 7 5 5 4 3 2 2 1 1

Figure 10 : Courbe de survie sans récidive en fonction des str TILs apres chimiothérapie

Tableau 5 : Analyse multivariée des facteurs associés a la survie sans récidive
. | HR | IC__ | p |
1 - -

>25 4,92 1,85-13,1 0,001

. . Grade I-11 1 - -
Grade Il 0,35 0,13-0,95 0,04
traitement >5% 5,92 1,32-26,58 0,02
traitement >22.5% 5,47 1,93-15,5 0,001

Infiltrat lymphocytaire <25% 1 - -
stromal post chimiothérapie eI 8,18 2,26-29,55 0,001

Les analyses réalisées dans la population n’étant pas en réponse histologique compléte aprés chimiothérapie
chimiothérapie retrouvaient des résultats superposables, a I’exception de la cellularité tumorale qui n’était
qui n’était pas associée a la survie sans récidive. Les résultats sont détaillés dans le

Tableau 6
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Tableau 6 Analyse multivariée des facteurs associés a la survie sans récidive dans la population n’étant pas
en réponse histologique compléte

. [ HR [ c | p |
<25 1 - -

>25 7.77 2.68-22.56 <0.001
hi . Grade I-11 1 - -
Grade histopronostique Grade 11l 0.23 0.08.0.68 Toue
Composante in situ post  [ERAAEE i - -
traitement >2250% 548 1.9-15.82 0.002
Infiltrat lymphocytaire =25% 1 - -
stromal post chimiothérapie SISV 11.04 2.98-40.81 <0.001

IV. Discussion

Sur une cohorte de 175 patientes prises en charge par chimiothérapie néoadjuvante pour un
cancer du sein HER2-positif, nous avons mis en évidence que les TILs intra tumoraux avant
traitement étaient prédictifs de la réponse a la chimiothérapie avec un seuil a 2%, et qu’un

niveau de TILs stromaux apres traitement supérieur a 25% était associé a une survie péjorative.

IV.1 Valeur prédictive de l'infiltrat lymphocytaire

L’infiltrat lymphocytaire avant traitement est un reflet de ’activation de I'immunité générée
par les cellules tumorales. Dans notre étude, seuls les récepteurs hormonaux étaient associés
aux niveaux d’infiltrat lymphocytaire. Les raisons pour lesquelles certaines tumeurs plutét que
d’autres sont capables de recruter les cellules immunitaires sont peu connues. Cette activation
du systéme immunitaire est multifactorielle. Elle est liée la capacité de I’hote a générer une
immunité anti tumorale, intriquée avec certains facteurs extrinséques au cancer tels que
I’alimentation, le microbiote, le poids, I’influence hormonale (Kroemer et al., 2015). Elle est
également liée a la capacité de la tumeur a déclencher la réponse immunitaire (aussi appelée

immunogénicité), et a I’influence des traitements regus.

Dans la littérature, ’infiltrat lymphocytaire était significativement plus important dans les
tumeurs triples négatives et HER2-positif ; et en cas de récepteurs aux estrogenes et a la
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progestérone négatifs (Dieci et al., 2015) (Loi et al., 2014) (Salgado et al., 2015b). Cette donnée

pourrait correspondre a une immunogénicité plus importante de ces types de tumeurs.

L’infiltrat lymphocytaire intra tumoral initial (et non I’infiltrat stromal) était prédictif de
réponse au traitement avec un seuil de 2%. Plusieurs études ont évalué 1’intérét des TILS avant
traitement pour predire la réponse a la chimiothérapie néoadjuvante et sont concordantes sur
I’association entre un infiltrat lymphocytaire important et un meilleur taux de réponse

histologique complete. Cependant, les seuils utilisés sont variables d’une étude a 1’autre.

Salgado et al. ont réalisé une étude rétrospective sur 1’impact prédictif des TILs parmi 387
patientes ayant une tumeurs HER2-positif ayant participé a 1’essai NeoALTTO. Elles avaient
été traitées par chimiothérapie néoadjuvante associée a une thérapie ciblée (trastuzumab,
lapatinib ou I’association des deux). Les auteurs retrouvaient un impact prédictif de la réponse
a la chimiothérapie pour les TILs supérieurs a 5% (OR=2,60 ; IC95% : 1,26-5,39 ; p=0,01). lls
rapportaient également que les patientes avec un infiltrat lymphocytaire initial important
avaient une meilleure survie, indépendamment de la réponse histologique (Salgado et al.,
2015b).

Liu et al. se sont intéressés au seuil de TILs associé de facon la plus importante avec la RHC, a
I’aide de courbes ROC, parmi une population de 116 patientes HER2-positif traitées par
chimiothérapie et trastuzumab en situation néoadjuvante. lls confirmaient le réle prédictif de
réponse au traitement des TILs avec un seuil de TILs a 30% (p=0,001)(Liu et al., 2015).

Ingold Heppner et al. ont étudié les TILs parmi une cohorte de 498 tumeurs HER2-positif
appartenant aux études GeparQuattro et GeparQuinto. Les patientes avaient été traitées par
chimiothérapie néoadjuvante associée a du trastuzumab (68,3%) ou du lapatinib (31,7%). En
analyse multivariée, des TILs élevés étaient prédictifs de réponse au traitement, que le seuil soit
de 10% (OR=1,12; I1C95% : 1,02-1,24 ; p=0,018) ou de 60% (OR=2,08 ; 1C95% 1,17-3,687 ;
p=0,013)(Ingold Heppner et al., 2016).

Enfin, I’é¢tude de Denkert et al. portait sur 580 patientes, dont 266 ayant une tumeur HER2-
positif, traitées par chimiothérapie, trastuzumab et lapatinib en situation néoadjuvante dans le
cadre de I’essai GeparSixto. Les auteurs retrouvaient un effet linéaire de 1’impact prédictif des
TILs (OR=1.22; 1C95% : 1,14-1,31 ; p=0,001 pour chaque augmentation de 10%). Avec un
seuil a 60%, I’ OR pour la RCH était a 2,92 (p=0.001)(Denkert et al., 2015).
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Du fait d’une plus grande variabilité concernant la lecture anatomopathologique du taux de
TILs intra tumoraux d’une part (Denkert et al., 2015) (Denkert et al., 2010) (Loi et al., 2014) ;
et de la corrélation retrouvée entre les TILS intra tumoraux et du stroma, plusieurs auteurs
suggérent de privilégier les TILS du stroma (Denkert et al., 2010) (Loi et al., 2013). Etant
donnée I’absence de significativité des TILs du stroma, et le caractere significatif des TILS intra
tumoraux dans notre étude, la lecture des deux composantes nous semble judicieuse tant que
ces parameétres ne sont pas validés a plus grande échelle. Le fait que les TILs du stroma ne
soient pas significatifs en analyse univariée pourrait étre dd a un manque de puissance de notre

étude.

IV.2 Valeur pronostique de l'infiltrat lymphocytaire

L’infiltrat lymphocytaire avant traitement a ét€¢ mis en évidence comme un facteur de meilleur
pronostic dans les cancer du sein triple négatif et HER2-positif (Loi et al., 2013)(Loi et al.,
2014)(Adams et al., 2014). Une méta analyse réalisée en par Mao et al. portant sur 25 études
regroupant 22964 patientes confirmait ces résultats. Ils retrouvaient une association entre un
infiltrat lymphocytaire avant traitement élevé et une meilleure survie dans les cancers triples
négatifs (SSR : HR=0,82 ; 1C95% : 0,76-0,88) et HER2-positif (SSR : HR=0,90 ; 1C95% :
0,82-0,99)(Mao et al., 2016).Dans notre étude nous n’avons pas mis en évidence une

association significative entre I’infiltrat lymphocytaire avant traitement et la survie.

En revanche, nous nous sommes également intéressés a l’infiltrat lymphocytaire apres
traitement et a son impact pronostique. Nous avons retrouvé qu’un infiltrat lymphocytaire

stromal supérieur a 25% était un facteur de mauvais pronostic indépendant dans notre étude.

Dans la littérature, I’'impact pronostique de I’infiltrat lymphocytaire apres traitement est moins

étudié et conduit a des résultats plus variables.

Garcia-Martinez et al ont réalisé une étude rétrospective portant sur une série de 121 patientes,
dont 29 avaient une tumeur HER2-positif, traitées par chimiothérapie néoadjuvante associé a
du trastuzumab néoadjuvant dans 14% des cas. lls ont analysé les caractéristiques
immunohistochimiques (CD3, CD4, CD8, CD20, CD68, Foxp3) de I’infiltrat lymphocytaire
avant et apres chimiothérapie. De fagcon similaire a notre étude, ils retrouvaient une moins bonne

survie sans récidive en cas d’infiltrat lymphocytaire important dans la population n’étant pas
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en RHC (p=0,006). Ce résultat demeurait significatif aprés ajustement sur la persistante de
métastase ganglionnaire apres traitement (p=0,02) (Garcia-Martinez et al., 2014).

Au contraire, Dieci et al, ont étudié les TILs dans une population de 287 tumeurs triples
négatives traitées par chimiothérapie néoadjuvante. Un infiltrat post traitement supérieur a 60%
était associé a une meilleure survie sans récidive (HR 0,24, 1C95% : 0,09-0,64, p=0,0019) et
une meilleure survie globale (HR 0,19, 1C95% : 0,06-0,61, p=0,0017). L’impact était plus
important en cas de lésion résiduelle de plus de 2 cm ou N+ (HR 0,17, 1C95% :0,04-0,69,
p=0,005) (Dieci et al., 2014).

Ladoire et al ont analysé les TILs, avec réalisation d’une immunohistochimie, chez 162
patientes traitées par chimiothérapie néoadjuvante plus ou moins trastuzumab, dont 111
tumeurs HER2-positif. Un taux bas de T reg (caractérisés par un marquage FOXP3+) et un taux
élevé de lymphocyte CD8 aprés chimiothérapie était associée & une meilleure survie sans
récidive (p=0.036 et p <0.0001 respectivement) (Ladoire et al., 2011a).

Nous avons retrouvé dans notre population qu’un infiltrat lymphocytaire stromal post
traitement élevé était associé a des facteurs de mauvais pronostic (index mitotique et cellularité

tumorale éleves, score RCB plus élevé).

Une hypothése pourrait étre que les tumeurs ayant un index mitotique plus élevé du fait du
maintien de leur prolifération et une cellularité plus importante seraient plus activatrices du
systtme immunitaire. Cette association entre les tumeurs proliférantes et I’activation du

systéme immunitaire a été mise en évidence par Nagalla et al. (Nagalla et al., 2013).

IV.3 Points forts et points faibles de I'étude

Un des points faibles de ce travail était le nombre relativement peu élevé de patientes et
d’événements, qui peut impacter la robustesse des résultats. La validité des seuils mis en

évidence doit maintenant étre effectuée sur une série indépendante.

Une double lecture des lames avec un calcul de corrélation aurait été intéressante pour
augmenter la fiabilité de I’étude, étant donné le taux parfois faible de concordance entre les
anatomopathologistes, notamment concernant I’infiltrat lymphocytaire intra tumoral (Loi et al.,
2014). Cependant, la lecture de I’ensemble des lames par la méme anatomopathologiste permet

de limiter la variabilité interindividuelle.
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Un des points fort de notre étude a été de s’intéresser a I’infiltrat lymphocytaire apres traitement,
qui est rarement recherché dans les essais de traitement néoadjuvant. Son impact pronostique

doit maintenant étre confirmé dans d’autres études.

Enfin, nous n’avons pas effectué¢ d’identification des sous populations lymphocytaires au sein
des TILs. Méme si elle n’est pas recommandée en pratique quotidienne, son utilisation dans le
domaine de la recherche pourrait permettre d’identifier quels sous types de lymphocytes sont a
I’origine de ces changements dynamiques et lesquels pourraient étre des facteurs pronostiques.
Cependant, ces techniques sont colteuses, en temps, en argent, et en matériel tumoral ; et les

techniques de typage des sous populations ne sont pas encore standardisées.

A contrario, I’information quantitative, accessible de maniere simple sur lame HES, et pouvant
étre effectuée en routine par n’importe quel anatomopathologiste selon des regles établies,
semble a elle seule apporter une information prédictive et pronostique importante et doit étre

encouragée en pratique quotidienne.
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V. Conclusion

Avec le développent des immunothérapies dans plusieurs types de cancer, il est prévisible que
leur développement se poursuive dans le cancer du sein. Etant donné I’impact prédictif et
pronostique de ’infiltrat lymphocytaire, leur mesure systématique en routine pour tous les

cancers du sein doit étre encouragée.

Avant traitement, nous avons retrouvé de fagon concordante a la littérature que les tumeurs
n’entrainant pas d’activation du systeme immunitaire répondaient moins a la chimiothérapie. Il
parait nécessaire de rechercher de nouvelles stratégies thérapeutiques dans cette catégorie de
patientes qui ne répondrait probablement pas ou peu aux immunothérapies reposant sur les
inhibiteurs de checkpoint immunitaires. Les nouvelles techniques de séquencage a haut débit
pourraient également permettre d’identifier des facteurs mutationnels responsables de cette
faible immunogénicité. En parall¢le, des recherches sont nécessaires pour préciser I’influence
des caractéristiques de 1’hdte sur la réponse au traitement (notamment facteurs

environnementaux, obésité, influence hormonale..).

L’association entre la diminution des TILs et la réponse au traitement, si elle est confirmée par
d’autres études, pourrait ouvrir de nouvelles perspectives. Une recherche précoce de la variation
de P’infiltrat lymphocytaire en cours de chimiothérapie pourrait permettre d’identifier des
patientes ne répondant pas au traitement, et de changer précocement de ligne de traitement dans

I’objectif d’obtenir une réponse histologique compléte.

L’identification d’une population n’ayant pas répondu a la chimiothérapie néoadjuvante et
présentant un infiltrat lymphocytaire élevé apres traitement, représentant un sous-groupe de
mauvais pronostic, pourrait permettre leur inclusion dans des essais de seconde ligne de

traitement, par exemple des immunothérapies reposant sur les checkpoint immunitaire.
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ANNEXES

Annexe 1 Résultats de la littérature concernant I'impact prédictif et pronostique de I'infiltrat lymphocytaire
chez les patientes traitées en néoadjuvant pour des tumeurs HER2-positif

Ref

(Demaria
etal.,
2001)

(Denkert
etal.,

2010a)

(Ladoire et
al., 2011a)

(Ladoire et
al., 2011b)

(Onoetal.,
2012)

(Dieci et
al., 2014)

(Liuetal.,
2015)

(Salgado et
al., 2015b)

(Denkert
etal.,
2015)

(Bianchini
etal.,
2015)

(Varadan
etal.,
2016)

(Garcia-
Martinez
etal.,
2014)

Number
patients

25

1,058

162
111 HER2 +

112 HER2 +

180.

42 HER2+

278 TNBC

116 HER2+

387 HER2+

580

266 HER2+

243 HER2+

81+ 60

121
29 HER2+

Trastu-
zumab
No

No

T=57%

T=57%

No

No

T=100%

T=34%
L=34%
T+L=32%

T+L=100%

T=25%,
P=25%,
T+P=25%
T without
NAC = 23%
T=100%

T=14%

pCR

No correlation with pretreatment
lymphocytic infiltrate.

Linear association with TILs.
Maximal OR of 13.39 (95% Cl, 6.1 to
29.37; P<.0005) for intra tumoral TILs >
60%

Favourable CD8/FOXP3 ratio (high C8,
low FOXP3) was associated with pCR
[HR=6.28 (2.42-16.27); p < 0.0001]

No correlation between T-bet level or
induction and pCR.

PCR rates of the tumors showing a high
TIL score (34%) were significantly higher
than those of the tumors showing a low
TIL score (10%) (P=0.0001 )

30 % threshold best discriminated pCR
from non-pCR subgroups (P 0.001). TILs
> 30% was predictor of pCR (OR=5.23,
p=0.001)

pCR : TILs > 5% were associated with
higher pCR rates (adjusted OR 2.60
[95%Cl, 1.26-5.39]; P=.01).

every 10% increase in sTILs was
associated with better pCR OR=1.22
(95% ClI, 1.14-1.31 ; p.001).TILs >60% :
OR=2.92 (95% ClI, 1.98-;P .001)

No linear association between TILs ans
pCR, but lowTIL group had a
significantly lower pCR (4.3% vs 23,8%,
p=0.062)

after a single dose of trastuzumab, the
median Immune Index was significantly
higher in the pCR group (P=0.03)

Association between pCR and higher
pretreatment CD3 (P=0.007; OR=11.7,
95%Cl:1.97-69.2); CD4 (P=0.005;
OR=11.0); and CD20 (P=0.005;
OR=15.3). A CD4/CD8 ratio over the
median was predictor of pCR after NAC
(P=0.01; OR=8.5, 95% Cl:1.4-50.2)

41

DFS

low FOXP3+ (p=0.036), and
high CD8 (p <0.0001) were
associated with a better DFS

T-bet cells after NAC was
associated with improved DFS
(p=0.04; HR:4.76; 95% CI:
1.07-20)

multivariate : DFS High TILs vs
low (HR 0.86, 95% CI 0.77—
0.96, P=0.01)

Non pCR : TILS before NAC
>30% significantly predicted
longer EFS (P=0.018),

TILs before NAC : every 1%

increase was associated with a

3% decrease in the rate of an

event (HR 0.97 [95%C]1,0.95-
0.99]; P =.002)

higher CD3 decrease after
treatment was related to DFS
(P=0.005) in univariate

(ON)

OS (HR 0.86, 95% CI
0.77-0.97, P=0.01)

higher CD3 decrease
after
treatment was related to
better OS (P=0.02) in
univariate



(Ingold 498 HER2+ T=68,3% univariate (10% TILs: OR 1.12, p=0.002; low-risk group consisting of

Heppner et L=31,7% LPBC: OR 2.02, p=0.002) and pCR/LPBC cases and the
al., 2016) multivariate subgroup of no pCR/no
(10% TILs: OR 1.1, p=0.014; LPBC: OR LPBC tumors, representing a
1.87, p=0.009). high-risk group (p=0.039
(Perez et 945 HER2+ T=48% Trastuzumab : no impact of TILs
al., 2016) (HR, 1.26 ; p=0,63)

No trastuzumab : better DFS if
high TILs (90% vs 64,5% at 10
years ; HR=0,23 [95% ClI, 0.07-
0.73]; p=0,01
(Alietal., 768 no Median lymphocyte before NAC was -
2016) associated with pCR : univariate (OR4.46,
p< 0.0001)p multivariate (OR 2.42, 95 %
C11.08-5.40, p = 0.03)
A reduction in lymphocyte density at
surgery was associated with pCR (OR
0.28, 95 %Cl 0.17-0.47, p < 0.0001

pCR : RHC, NAC : chimiothérapie néoadjuvante, T : trastuzumab, P: pertuzumab, L : lapatinib, TILs : ILT, DFS :
survie sans récidive, OS : survie globale

Annexe 2 Analyse univariée des TILs en utilisant les seuils associées a la RHC publiés

Total | RHC | RHC 1C95%
I N i e
IT TILs \[EGIENE <médiane 34.7%

>médiane 77 34 44.2% 1,49 [0.81-2.76] 0,203
Tertile 1 tertile 60 18 30% 1

2¢tertile 73 32 43.8% 1,82 [0.89-3.79] 0,103
3¢tertile 42 18  42.9% 1,75 [0.77-4.02] 0,183
OUE[EEEE 1°7 quartile 60 18 30% 1

2¢ quartile 38 16 421% 1,7 [0.73-3.99] 0,222
3¢ quartile 35 16  457% 1,96 [0.83-4.7] 0,126
4¢ quartile 42 18 42.9% 1,75 [0.77-4.02] 0,183

Seuil : 30% [RERL 139 53  38.1% 1
- 230% 3 15 41.7% 1,16 [0.54-2.43] 0,698
Seuil : 50% DA 167 64 383% 1
-250% 8 4  50% 161 [037-7.02] 0,511

Str TiLs \V=GlERE | <médiane 103 38 36.9% 1
>médiane 72 30 41.7% 1,22  [0.66-2.26] 0,524

Tertile 1" tertile 71 25 352% |1

2¢tertile 56 22 393% 1,19 [0.58-2.46] 0,637
3¢tertile 48 21 43.8% 1,43 [0.67-3.04] 0,349
OUEIRIEES 1°7 quartile 47 17 36.2% 1

2¢ quartile 56 21 37.5% 1,06 [0.47-2.38] 0,889
3¢ quartile 45 18 40% 1,18 [0.51-2.75] 0,705
4¢ quartile 27 12 444% 1,41 [0.53-3.72] 0,483

SSTECA < 30% 103 38 369% 1

- 2 30% 72 30 41.7% 122 [0.66-2.26] 0,524
ST < 50% 148 56 37.8% 1

- > 50% 27 12 444% 131 [056-3.01] 0,518

42




Valeur prédictive et pronostique de I’infiltrat lymphocytaire chez les patientes traitées
par une chimiothérapie néoadjuvante dans les cancers du sein HER2-positif

Introduction : Le traitement néoadjuvant permet une analyse de la réponse tumorale et des
modifications intervenant au niveau de 1’environnement péri tumoral.

Matériel et méthode : Nous avons évalué I’infiltrat lymphocytaire (TILs) avant et aprées
traitement chez 175 patientes atteintes de cancer du sein HER2-positif et traitées par
chimiothérapie néoadjuvante a I’Institut Curie. Nous avons étudié les facteurs prédictifs
d’une réponse histologique complete (RHC) et les facteurs pronostiques de survie sans
récidive (SSR).

Résultats : 68 patientes étaient en RHC (%). En analyse univariée, un seuil de TILs intra
tumoral (IT TILs) supérieur a 2% était associé a la survenue d’une RCH (OR=9,27 ; 1C95% :
1,78-170,35; p=0,034). Aprés analyse multivariée, les IT TILs >2% étaient un facteur
prédictif indépendant de RCH (OR=8,24 ; 1C95% : 1,46-155,34 ; p=0,05), en association
avec 1’administration de trastuzumab en situation néoadjuvante (42,4% contre 15,4%,
OR=4,18; 1C95% : 1,41-15,52 ; p=0,017) et du statut du récepteur a la progestérone (RP
positif : OR=0,22, IC95% : 0,1-0,46 ; p<0,001).

Concernant la survie, nous avons mis en évidence qu’un taux de Tlls aprés traitement
supérieur a 25% était associé a une diminution de la SSR en analyse univariée (OR=5,05,
IC95% : 1,66-15,36, p=0,004). Cette association restait significative aprés analyse
multivariée (OR=6,18, 1C95% : 2,26-29,55 ; p=0,001), en association avec 1’index de masse
corporelle (IMC>25: HR=4,92, 1C95% 1,85-13,1; p=0,001), le grade histopronostique
(grade 11l : HR=0,35 ; 1C95% : 0,13-0,95 ; p=0,04), la cellularité tumorale apres traitement
(>5% : HR=5,92, 1C95% : 1,32-26,58 ; p= 0,02), et le pourcentage de composante in situ
apres traitement (> 22.5% : HR=5,47 ; 1C95% : 1,93-15,5, p=0,001).

Conclusion : En accord avec la littérature, nous avons retrouvé un impact prédictif des TILs
chez les patientes traitées pour une tumeur HER2-positif en situation néoadjuvante. Les
niveaux d’infiltrat immunitaire aprés traitement semblent également apporter une
information pronostique importante, qui doit maintenant étre validée par des études
complémentaires.

Mots clés : Infiltrat lymphocytaire — cancer du sein-HER2 positif — prédictif — pronostic —
chimiothérapie néoadjuvante

Predictive and prognostic value of tumor-infiltrating lymphocytes in HER2 positive
breast cancer treated with neoadjuvant chemotherapy

Keywords: Tumor infiltrating lymphocytes — HER2-positive — prediction — prognosis —
neoadjuvant chemotherapy.
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