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Par délibération en date du 3 mars 1967, la faculté a arrété que les
opinions émises dans les dissertations qui lui seront présentées doivent étre
considérées comme propres a leurs auteurs et qu’elle n’entend leur donner
aucune approbation ni improbation.
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INTRODUCTION

I/ Epidémiologie des tumeurs de vessie

Le cancer de vessie a une incidence de 12 305 nouveaux cas en France en 2015 (selon le
rapport de I'InVS), avec respectivement 9758 nouveaux cas chez les hommes et 2547 chez les
femmes, occupant ainsi la 4° place en incidence tous cancers confondus et le 2° cancer
urologique aprés celui de la prostate (1). Lincidence des tumeurs de vessie est en
augmentation d’environ 1% par an, de facon plus importante chez la femme que chez
I’'homme. La moyenne d’age au diagnostic est de 69 ans chez ’lhomme et 73 ans chez la femme
aux Etats Unis (2).

Facteurs de risque

Le principal agent carcinogene est le tabac, qui multiplie par trois le risque de tumeur de vessie.
Dans une étude parue en 2015, chez plus de 1400 patients suivis pendant 17,7 ans, il a été
montré que I'age et le tabagisme étaient des facteurs de risque de cancer de vessie, sans qu'il
pat étre démontré de lien avec le sexe. Toutefois il a été souligné que les femmes se
présentaient plus souvent avec une tumeur infiltrant le muscle et de fagon significative avec
un retard au diagnostic, comparativement aux hommes (3).

L’exposition professionnelle aux amines aromatiques, nitrosamines et hydrocarbures
retrouvée dans les métiers de la métallurgie, du goudron, de la teinture et de la pétrochimie
favorisent le développement de tumeurs de vessie.

Il en est de méme pour les radiations ionisantes.

Il a été également récemment démontré que la sédentarité (4) et le syndrome métabolique
augmentaient le risque de développer ce type de tumeur (5).

11/ Classification des tumeurs de vessie

Le type histologique principal est le carcinome urothélial, représentant pres de 90% des
tumeurs de vessie. Les autres types histologiques (10%) correspondent a des carcinomes
épidermoides (6%), adénocarcinomes, sarcomes et carcinomes neuroendocrines.

Le stade tumoral et le grade cellulaire sont les deux criteres fondamentaux.

Le tableau suivant correspond a la classification TNM de 2010 faisant référence pour le stade
tumoral (1).
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Tableau 1. Classification TNM des tumeurs de la vessie.

Stade T Description Dénomination
pTa Tumeur papillaire de grade variable sans infiltration du chorion TVNIM

pTis Tumeur plane de haut grade sans infiltration du chorion-carcinome in situ

pT1 Tumeur papillaire de grade variable avec infiltration du chorion mais sans

infiltration du muscle

pT2 Tumeur envahissant la musculeuse TVIM
pT2a Tumeur envahissant la musculeuse superficielle (moitié interne)
pT2b Tumeur envahissant la musculeuse profonde (moitié externe)

pT3 Tumeur envahissant le tissu périvésical
pT3a Atteinte microscopique
pT3b Atteinte macroscopique (masse extra-vésicale)

pT4 Tumeur envahissant l’une ou ’autre des structures suivantes : prostate,
vésicules séminales, utérus, vagin, paroi pelvienne ou paroi abdominale
T4a Prostate, vésicules séminales, vagin ou utérus
T4b Paroi pelvienne ou paroi abdominale

Classification TNM 2010 (1)

Pour le grade cellulaire, la classification WHO de 1973 faisant référence a été remplacée en
2004 par la classification OMS, mise a jour en 2016. Dans la nouvelle classification, on
distingue les TVNIM de bas et de haut grade (cf. figure suivante).

omMs 1973  QOMS2016

v

G1 Néoplasie de faible potentiel de malignité

v

G2 Bas Grade

G3 ———» Haut Grade

(1)

Le carcinome urothélial de vessie a été classé en deux catégories selon le degré d’infiltration :
on parle de tumeur de vessie infiltrant (TVIM) ou non le muscle (TVNIM), cette classification
ayant un intérét thérapeutique et pronostique.

Le sous-groupe TVNIM, représentant 75% des tumeurs de vessie, a été subdivisé en quatre
catégories selon les dernieres recommandations onco-urologiques du comité de cancérologie
de I’AFU (CCAFU) 2016-2018, représentées dans le tableau suivant.
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Risque Criteres

Faible risque Premier diagnostic de carcinome urothélial pTa de bas grade
unifocal inférieur a 3cm sans carcinome in situ (CIS) associé

Risque intermédiaire Carcinome urothélial pTa de bas grade ne présentant aucun
des criteres de haut risque ou trés haut risque

Haut risque Carcinome urothélial pT1 et/ou de haut grade et/ou CIS

Tres haut risque Carcinome urothélial pT1 de haut grade associé a
-CIS

- ou multifocal

- ou supérieur a 3cm

- ou avec envahissement lympho vasculaire
- ou de forme prostatique

- ou de forme agressive

Cette classification permet de déterminer une prise en charge thérapeutique appropriée selon
le pronostic et le risque de récidive de chaque tumeur.
Parmi les TVNIM, 60 a 70% des lésions récidiveront la premiére année et 11% progresseront

(6).

111/ Facteurs pronostiques des tumeurs de vessie

1. Facteurs anatomo-cliniques

En se basant sur les données de 'EORTC, European Organisation for Research and Treatment
of Cancer, Sylvester et al ont établi un score permettant d’établir a court et long terme un
risque individuel de récidive et de progression (65). Il est basé sur des criteres cliniques
(nombre de tumeurs, taille tumorale, date de récidive) et histologiques (grade, stade,
présence de CIS). Les facteurs de risque de progression sont le stade, le grade et la présence
de CIS tandis que les facteurs de risque de récidive sont le nombre de tumeurs, la taille et
I’'antécédent de récidive. L'EAU recommande de s’appuyer sur ce score pour prédire de fagon
individuelle le risque de récidive et de progression apres résection trans-urétrale de vessie
(RTUV) (grade B). Pour prédire le risque de récidive et de progression chez les patients traités
par BCG, I'EAU recommande de s’appuyer également sur le score CUETO, Club Urologico
Espanol de Tratamiento Oncologico (grade B). Ce dernier possede les mémes critéres que le
score EORTC, le genre et I'age étant également pris en compte (cf. page 23).

Toutefois ces scores ont été étudiés en validation externe dans différentes études, et toutes
ont conclu a une surestimation du risque de progression, en particulier pour les TVNIM a haut
risque (27- 29). Ces études soulignent la nécessité d’améliorer ces outils prédictifs en y
incluant de nouveaux facteurs pronostiques (marqueurs moléculaires, présence d’emboles
vasculaires, autres biomarqueurs...).
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Score EORTC

Factor Recurrence Progression
Number of tumours
Single 0 0
27 3 3
>8 6 3
Tumour diameter
<3cm 0 0
>3 3 3
Prior recurrence rate
Primary 0 0
< 1 recurrence/year 2 2
> 1 recurrence/year 4 2
Category
Ta 0 0
T 1 4
Concurrent CIS
No 0 0
Yes 1 6
Grade
G1 0 0
G2 1 0
G3 2 5
Total Score 0-17 0-23
Recurrence |Probability of | Probability of recurrence at 5 years Progression | Probability of | Probability of progression at 5
score recurrence at score progression |years
1 year at 1 year
% (95% CI) % (95% Cl) % (95% CI) % (95% Cl)
0 15 (10119) 31 (24-37) 0 02 (0:0.7) 08 (0-1.7)
14 24 (21-26) 46 (42-49) 26 1 (0.4-1.6) 6 (58)
59 38 (35-41) 62 (58-65) 713 5 (47) 17 (14-20)
1017 61 (55-67) 78 (73-84) 1423 17 (10-24) 45 (35-55)
Score CUETO
PREDICCION DE RECURRENCIA Y PROGRESION DE TUMOR VESICAL
INo MuscULO-INVASIVO TRATADO CON BACILO DE CALMETTE-GUERIN:|
EL MopeLo CUETO pE PUNTUACION English
_— Puntuacién
F Recurrencia | Progresién
©Hombre 0 0
i ~ Mujer 3 0
©Menor que 60 0 0
[Edad (afios) ~De 60a70 1 0
_ Mayor que 70 2 2
©No 0 0
Tumor recurrente |- st 4 2 Probabilidad de recurrencia y progresion
- a 1,2y 5 aiios por puntuacién total
IN° tumores QMenor oiguala3 0 0 = “on
Mayor que 3 2 1 Recurren Progres
©OTa 0 0 Ti ©-4 4
Categoria T | gy 0 2 €MPO| prob. 1.C.95% |Prob. LC.95%
is asociado 91;0 g (1) (%) (LJInf-L.Sup) | (%) (L.Inf-L.Sup)
©G1 0 0 1 afio 824 (591-1057) | 1.17 (0.15-2.19)
Grado G2 ; g 2 afios | 12.60 (9.76-15.44) | 2.16 (0.77- 3.55)
~G3
Piniaaonc ot 0 0 5 afios | 20.98 (17.33-24.63) | 3.76 ( 1.90- 5.62)
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2. Facteurs moléculaires

Différents marqueurs moléculaires pronostiques ont été étudiés dans les tumeurs de vessie.
La mutation de FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3) est un facteur de bon pronostic
dans de nombreuses études (83, 84).

La mutation du gene p53, géne suppresseur de tumeur, est retrouvée dans de tres nombreux
cancers. Dans le cancer de vessie, la surexpression de la protéine p53 a été identifiée par
certains auteurs comme un facteur de risque de progression et de mortalité (66, 69). Toutefois
la littérature n’est pas unanime quant a sa valeur pronostique, en particulier dans le cadre de
la récidive tumorale.

Ki-67 est un marqueur de prolifération cellulaire, correlé au stade, au grade et a la récidive
tumorales dans les TVNIM (68, 69, 75).

Cependant, aucune indication thérapeutique ne repose aujourd'hui sur les données de
I'analyse de ces marqueurs en raison de la diversité des techniques de détection employées
et de leur manque de reproductibilité. De méme, le role de ces marqueurs pour prédire la
récidive dans les TVNIM semble limité (84).

I y a donc actuellement nécessité de définir un nouveau marqueur pronostic fiable et
utilisable en routine dans le cancer de vessie.

L’objectif de notre étude était d’évaluer la place de I'expression de PD-L1 (Programmed death

ligand 1) en tant que marqueur pronostic dans le cas des TVNIM a haut risque traitées par
instillations endo-vésicales de BCG.
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ETAT DES CONNAISSANCES

I/ Prise en charge des TVNIM a haut risque selon les recommandations du CCAFU 2016-2018

Les derniéres recommandations du CCAFU 2016-2018 (1) précisent I'algorithme de prise en
charge des TVNIM a haut risque : il repose, apres un bilan clinique et d’imagerie comportant
une échographie ou un uro-scanner (examen de référence pour le bilan d’extension du haut
appareil), des cytologies urinaires et une cystoscopie diagnostique optionnelle en cas de
tumeur visible a I'échographie, sur une RTUV a visée diagnostique et thérapeutique.

La RTUV précise la cartographie des |ésions réséquées : nombre de tumeurs, localisation, taille,
aspect. Elle doit étre idéalement réalisée en mono bloc, compléte et profonde contenant du
muscle detrusor, I'absence de muscle sur les copeaux de résection étant significativement
associée a un sur-risque de récidive précoce (6).

Il convient de réaliser une RTUV de réévaluation ou de « second look » dans un délaide 2a 6
semaines en cas de TVNIM a haut risque. Une tumeur persistante est retrouvée dans 33 a 55%
des cas apres résection de tumeurs pT1 et 41,4% des cas apres résection de tumeur pTa de
haut grade (6). Cette réévaluation permet une stadification plus précise du type de tumeur,
réduisant ainsi la fréquence des récidives et retardant la progression (niveau de preuve 2) (7).
Dans une enquéte réalisée en 2015, le second look était réalisé par 76% des urologues
francais (64).

Il est par la suite proposé un traitement adjuvant selon le résultat histologique de la seconde
RTUV : soit des instillations endo-vésicales de bacille de Calmette-Guérin (BCG) en cas de
tumeur pTa sur les copeaux d’anatomopathologie, soit une cystectomie totale en cas de
tumeur pT1 résiduelle.
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————————

Cystoscople

K

Cystoscople

Sans recldive

Sans récldive

ericu Carcinome in sitw (CIS) =
2 7 o
[ S 28
o -
pT1G3 + CIS > = 2% @
cu pT1G3 multifecal 23 = 'g § g 5 * Sans récidive
wpT1G3 > 3cm Es e
wpT1G3 + ELV P % w
LR o2 o
wpT1G3 prostalique £Z O% a
owpT1 de forme agressives £ = TVNIM o
¥ E b3 ? Risque Intermédiaire é
w
Cystectomie Totale s 3
o~
£
£
X
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.
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Algorithme de prise en charge des TVNIM (1)

1I/ BCG : traitement de référence des TVNIM a haut risque

1. Historique

Le BCG est une souche atténuée de mycobacterium bovis développée et utilisée pour la
premiere fois en 1921 en tant que vaccin anti tuberculeux par Calmette et Guérin (8).

La premiere publication

concernant le BCG dans les TVNIM remonte a 1976 avec I'étude de

Morales (9) : dans son étude préliminaire sur 9 patients ayant bénéficié d’instillations endo-
vésicales de BCG pour TVNIM, il n’observe aucune récidive aprés 47 mois de suivi.

Puis c’est Lamm en 1980 qui confirmera I'efficacité du BCG en comparant la RTUV a la RTUV
associée a une BCG thérapie chez 37 patients présentant une TVNIM. A un an de suivi, 42%
des patients (8/19) ayant bénéficié du traitement chirurgical seul présentaient une récidive
tumorale contre 17% (3/18) des patients du groupe chirurgie + BCG, confirmant une réduction
significative de la récidive tumorale (10).
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Depuis, les instillations endo-vésicales de BCG sont le traitement de référence des TVNIM a
haut risque et risque intermédiaire.

2. Souches de BCG

Depuis 1921, les souches de BCG sont distribuées aux laboratoires et cultivées dans des
milieux de culture différents, conduisant a des pressions de sélection différentes et ainsi des
adaptations génétiques différentes des bactéries dans chaque laboratoire.

On parle de « souches anciennes » parmi lesquelles la souche japonaise (BCG Tokyo), de
« souches intermédiaires » et de « souches récentes » dont font partie Tice de Oncotice©
(Merck, Kenilworth, Etats Unis) et Connaught de I'lmmucyst© (Sanofi Pasteur, Lyon, France).
Le CCAFU a publié en 2016 une revue de la littérature comparant sur le plan moléculaire et
clinique les différentes souches de BCG utilisées en France (11). Ils ont mis en évidence que
I’activité cytotoxique in vitro du BCG Connaught était supérieure a celle du BCG Tice.

Sur le plan de I'efficacité clinique, il a été montré que les survies sans progression a 5 ans apres
traitement d’attaque de TVNIM par BCG Connaught et par Tice étaient comparables (94,1%
vs 87,9% pour Connaught vs Tice). La survie sans récidive a 5 ans des patients traités par BCG
Connaught était toutefois significativement supérieure a celle des patients traités par Tice (74%
vs 48%) (12).

En revanche la revue de la littérature de Sylvester et al de 2002 avait conclu quant a elle a
I’'absence de différence d’efficacité clinique entre les différentes souches de BCG (13).

Sur le plan de la tolérance du traitement, les données de la littérature existantes ne
permettent pas de conclure a une différence de tolérance entre les différentes souches de
BCG.

Le CCAFU suggere enfin que des études de bonne qualité avec une puissance suffisante
seraient nécessaires afin de statuer sur une éventuelle supériorité d’une souche par rapport
a une autre.

3. Physiopathologie

Malgré un mécanisme pas encore totalement élucidé, on sait que la réponse locale au
traitement est liée a I'interaction de trois facteurs : I’'h6te, la tumeur et le BCG.

En effet I'immunothérapie n’est pas directement cytotoxique sur la cellule tumorale
contrairement a la chimiothérapie, mais c’est 'immunité de I’'h6te qui va étre stimulée. Apres
instillation endo-vésicale de BCG, des réactions immunologiques en cascade vont se succéder
selon plusieurs phases et vont aboutir a la présence d’infiltrats inflammatoires, a la production
de cytokines urinaires par les lymphocytes T et a I’activation de cellules cytotoxiques (8, 14).
La premiére phase correspond a I'adhésion du BCG a I'urothélium, qui sera ensuite phagocyté
par des cellules présentatrices d’antigenes (phase d’initiation-internalisation), suivie de la
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libération précoce de cytokines inflammatoires (Interleukine ou IL1, IL 6, IL 8), participant aux
phénomeénes cytotoxiques.

La deuxieme phase est la reconnaissance des antigenes bactériens par des lymphocytes
auxiliaires CD4 (phase de présentation antigénique) libérant de I'lL 2 et de I'interféron gamma
(réponse Thl), aboutissant enfin ala derniére phase correspondant a I'amplification de
cellules cytotoxiques (CD 8, lymphocytes, macrophages...) capables de détruire les cellules
tumorales (phase cytotoxique).

Ces cellules produisent également des cytokines participant a la régulation de la réponse
immunitaire (8).

4. Modalités thérapeutiques : traitement d’induction et d’entretien

4.1. Traitement d’induction

Selon les recommandations du CCAFU, le traitement d’induction par BCG doit étre réalisé a
distance de la RTUV (2 a 4 semaines, au plus tard a 6 semaines et en I'absence de toute tumeur
résiduelle) et comporte une instillation hebdomadaire d’'Immucyst© 81mg pendant six
semaines suivie d’une fenétre thérapeutique de six semaines. A ce traitement peut étre ajouté
une instillation par semaine pendant une a trois semaines.

Ce traitement d’attaque est réalisé apres information orale du patient sur les modalités de
réalisation, les complications éventuelles avec remise d’un support écrit tel que la fiche
information AFU.

Le traitement, administré par voie intra vésicale, doit étre effectué dans un établissement de
santé et dans les conditions requises pour la mise en ceuvre des endoscopies des voies
urinaires. La reconstitution du produit s"accompagne de précautions d’emploi: port de
masque, lunettes, gants, opérateur non immunodéprimé (15). Chaque dose d’Immucyst© est
diluée dans 50ml de soluté physiologique stérile.

Enfin il convient de s’assurer de la stérilité des urines par un ECBU réalisé avant l'instillation
et de I'absence de symptomes ou signes contre indiquant temporairement une instillation
(fievre, prostatite...).

Une sonde urétrale est mise en place dans la vessie dans de strictes conditions d’asepsie puis,
apres vidange vésicale, on procede a une instillation lente et atraumatique de la suspension
d’'Immucyst© avant de retirer la sonde. Le patient doit retenir cette instillation au minimum
2 heures, puis doit uriner en position assise a chaque miction dans les 6 heures suivantes afin
d’éviter toute dispersion des urines.

Ce traitement d’induction doit étre poursuivi par un traitement d’entretien pour étre
considéré comme optimal.
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4.2. Traitement d’entretien

Le schéma d’entretien de référence pour les TVNIM a haut risque est actuellement celui du
SWOG (South West Oncology Group) (16). Il consiste en un cycle de trois instillations
hebdomadaires a 3, 6, 12, 18, 24, 30 et 36 mois.

Dans leur étude, Lamm et al ont retrouvé une différence significative de survie sans récidive
de 41 mois entre les groupes avec et sans traitement d’entretien. La survie globale a 5 ans
dans le groupe traitement d’entretien était de 83% vs 78% dans le groupe sans traitement.
Toutefois seulement 16% des patients étaient en mesure de recevoir la totalité du traitement
devant la fréquence des effets indésirables.

Afin de réduire la toxicité du traitement, il a été proposé de réduire la dose au tiers
uniqguement chez les patients présentant une TVNIM a risque intermédiaire (17, 73). Cette
réduction de dose ne serait pas utilisable en cas de TVNIM a haut risque.

Lamm et al proposaient également de réduire la durée du traitement a 1 an au lieu de 3 chez
les patients suivis pour TVNIM a risque intermédiaire : en effet les patients a haut risque
traités a pleine dose pendant trois ans présentent une réduction du risque de récidive, tandis
gue les patients a risque intermédiaire n’ont aucun bénéfice en terme de récidive avec deux
années additionnelles de traitement. Il n’a pas été mis en évidence de différence en terme de
survie et de progression.

5. Efficacité du traitement par BCG

La BCG thérapie est actuellement le traitement de référence des TVNIM a haut risque aprés
RTUV. L'objectif de ce traitement est la prévention de la récidive tumorale.

Plusieurs méta- analyses ont permis de démontrer |'efficacité de ce traitement.

Dans leur revue de la littérature de 2001, Shelley et al ont comparé les résultats sur la récidive
d’'une RTUV seule versus associée a un traitement par BCG chez 585 patients, avec une
meilleure prévention de la récidive en cas de BCG associé (18). Les résultats sont similaires
dans la méta-analyse du sous-groupe Cancer Urologique de la Cochrane, retrouvant une
diminution de 67% du taux de récidive a 12 mois dans le bras résection + BCG thérapie vs
RTUV seule (77).

En 2003, Bohle et al ont mis en évidence la supériorité du BCG vs chimiothérapie par
Mitomycine C sur la prévention de la récidive, en particulier dans le sous-groupe traité en
entretien par BCG, avec toutefois une toxicité moindre pour la Mitomycine C (19).

Dans la méta-analyse de 2009, Malmstrom et al ont abouti a une conclusion identique quant
au bénéfice du traitement d’entretien par BCG sur la récidive tumorale (20). En revanche, ils
n’ont pas démontré de supériorité du BCG sur le risque de progression, comme I'avait souligné
Sylvester et al dans leur méta-analyse de 2002 (13). En effet, 9.8% des patients traités par BCG
apres résection présentaient une progression vs 13.8% des patients du groupe contrdle, soit
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une réduction de 27% de risque de récidive dans le groupe BCG, ce bénéfice étant obtenu
uniguement en cas de traitement d’entretien.

Pour ce qui est de la survie spécifique et de la survie globale, il n’a pas été démontré de
supériorité du BCG par rapport a d’autres traitements.

6. Facteurs prédictifs de réponse thérapeutique

6.1. Facteurs cliniques et anatomopathologiques

Une étude multicentrique rétrospective portant sur 2451 patients présentant une TVNIM a
haut risque et ayant regu un traitement d’induction par BCG a permis de retrouver trois
facteurs pronostiques : I'age > 70 ans, la taille tumorale > 3 cm et la présence concomitante
de CIS (21). En analyse multivariée, seule la taille tumorale avait un impact négatif sur la
récidive précoce, la progression et la survie spécifique et globale.

La présence de CIS, retrouvé chez 24% des patients, était un facteur de risque indépendant de
progression uniquement.

Enfin ’age > 70 ans était quant a lui lié a un risque accru de progression et une survie globale
et spécifique plus faible, orientant les auteurs a penser que le BCG serait moins efficace chez
les sujets agés.

Ils ont déterminé des groupes a risque de progression selon la présence d’un ou plusieurs
facteurs de risques sus cités (age, taille tumorale, CIS) : a 10 ans, le taux de progression variait
de 17% si aucun facteur de risque n’était présent a 52% chez un patient porteur des trois
facteurs.

lls ont également établi un autre groupe afin d’évaluer la survie spécifique selon I'age et la
taille tumorale: a 10 ans, le taux de décées lié au cancer était de 31% chez les patients
présentant les deux facteurs vs 12,9% sans aucun des facteurs.

L’envahissement lympho-vasculaire est associé de fagon indépendante a un risque accru de
progression chez les patients présentant une TVNIM a haut risque. Chez ces patients traités
par BCG, il a récemment été prouvé que les emboles vasculaires sont également associées a
un risque de récidive et de progression (22).

Lors du suivi apres BCG thérapie, il est souvent retrouvé une inflammation de I'urothélium ou
la présence de granulomes. La présence de granulomes a été étudiée dans un population de
patients suivis pour TVNIM a haut risque et traités par BCG (23) : les auteurs ont montré que
la présence de granulomes ou d’inflammation sont des marqueurs positifs de réponse au
traitement, et que leur absence est significativement liée a un sur risque de récidive et de
progression.
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6.2. Facteurs immunitaires

La réponse immunitaire des lymphocytes Thl a une valeur prédictive dans la réponse au
traitement.

On sait que le niveau urinaire d’IL 2 est significativement lié au risque de récidive tumorale et
de survie spécifique : en effet, ceci a été démontré dans une étude de 2003 (24) par Saint et
al. Les patients ne produisant pas d’IL 2 pendant le traitement d’attaque présentaient une
récidive plus précoce comparativement aux patients produisant de I'IL 2. Il n’a pas été
retrouvé de présence d’IL 2 avant le traitement par BCG.

Une excrétion précoce d’IL 2 pourrait permettre d’identifier les patients éligibles a une
nouvelle série d’instillations en traitement d’entretien.

A l'inverse I'excrétion d’IL 10 (réponse Th2) n’est pas corrélée avec le risque de récidive ou de
progression (25).

6.3. Facteurs biologiques

Le ratio neutrophiles/lymphocytes et la CRP (protéine C réactive) sont également associés au
risque de récidive et de progression (26) : une étude rétrospective multicentrique a démontré
gue dans un groupe de 300 patients suivis pour TVNIM et traités par BCG, en analyse
multivariée et en sous-groupe, le ratio N/L élevé et le taux élevé de CRP étaient
statistiguement associés a un risque de progression. Toutefois uniquement le radio N/L était
prédictif de récidive.

7. Récidive d’'une TVNIM a haut risque — Echec du BCG: définitions et options

thérapeutiques

7.1. Définitions du CCAFU

Dans ses dernieres recommandations, le CCAFU définit la récidive en fonction de deux critéres :
le délai d’apparition apres la résection et le grade histologique (1).

Une récidive précoce est définie comme survenant dans les 12 mois suivant la RTUV. Une
récidive précoce de bas grade n’est pas considérée comme un échec du BCG, ces tumeurs
ayant d’autre part un faible risque de progression. Un traitement conservateur peut étre
envisagé (instillations endo-vésicales de BCG ou de chimiothérapie) (grade C). A contrario, une
récidive précoce sous forme d’une tumeur de haut grade ne peut étre traitée de fagon
conservatrice. Un traitement radical doit étre envisagé et réalisé dans les 3 mois devant le
risque élevé de progression (grade B).

On parle de récidive tardive quand elle survient a plus d’un an de la résection. En cas de
récidive tardive de bas grade, un traitement conservateur est recommandé avec nouveau
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cycle de BCG ou de chimiothérapie (grade C). En cas de récidive tardive de haut grade, le
traitement conservateur peut étre réalisé uniquement en cas d’absence de tumeur de haut
grade sur la résection de second look (grade C). Dans le cas contraire, une cystectomie doit
étre réalisée (grade B).

Apres traitement d’attaque au BCG il existe un taux de récidive de 20 a 50%. Aprés une
deuxiéme série de BCG, le taux de réponse varie de 25 a 45% (30).

7.2. Définitions de I'IBCG (International Bladder Cancer Group) et de la GU ASCO
(Genito-urinary American Society of Clinical Oncology)

Méme si le terme réfractaire a disparu des dernieres recommandations du CCAFU de 2016,
pour I'IBCG et la GU ASCO, un patient est considéré comme réfractaire au BCG en cas de
présence de tumeur de haut grade 6 mois apres le début du traitement d’induction ou de
présence d’une progression en stade ou en grade a 3 mois apreés le début du traitement.

La rechute est définie comme une récidive tumorale a plus de six mois aprés la derniere
exposition au traitement.

lIs définissent un groupe de patients non répondeurs au BCG, incluant les patients réfractaires
au BCG et les patients présentant une récidive a moins de 6 mois apres la derniére exposition
au BCG. Ce groupe de patients non répondeurs a un moins bon pronostic que les patients
réfractaires seuls.

On parle enfin d’intolérance au BCG lorsque le traitement n’a pas pu étre réalisé du fait de
I’apparition d’effets indésirables liés au traitement (31).

Ces définitions sont résumées dans la figure suivante.
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Définitions de I’échec du BCG selon I'IBCG et la GU ASCO (31)

7.3. Options thérapeutiques

Les résultats de la littérature sont discordants sur la conduite a tenir en cas de récidive, les
populations de patients étudiées étant en effet hétérogenes sur le plan de la définition de la
récidive tumorale et d’échec du BCG. Il n’existe pas d’étude comparant ces traitements versus
traitement de référence.

- Traitement chirurgical : cystectomie radicale :
Selon les dernieres recommandations du CCAFU, il s’agit du traitement de référence en cas de
récidive de haut grade d’une TVNIM traitée par BCG thérapie. D’autre part, les patients ayant
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bénéficié d’une cystectomie précoce dans les deux ans apres BCG présentent une meilleure
survie spécifique en comparaison avec ceux dont le traitement chirurgical a été retardé (61).
Toutefois il ne faut pas méconnaitre la morbidité de la chirurgie, avec des taux variant de 30
a 70% et une mortalité entre 0,3 et 5,7% (32).

- Nouvelle série d’instillations endo-vésicales de BCG :

Elle peut étre proposée chez les patients inéligibles a la chirurgie ou refusant ce traitement,
ou bien en cas de récidive de bas grade. En cas de récidive apres traitement d’induction, le
taux de réponse a une deuxieme série de BCG varie de 43 a 63%. Il n’y par contre pas d’intérét
aréaliser un troisieme traitement d’induction, devant la fréquence des effets indésirables (31).
En 2016, le laboratoire Sanofi a annoncé la fin de la production de I'lmmucyst© dans le
courant de I'année 2017. Devant cette pénurie de BCG a venir, se pose donc une nécessaire
réflexion vers d’autres alternatives thérapeutiques.

- Chimiothérapie intra vésicale :

Plusieurs options thérapeutiques existent.

La Valrubicine est le seul traitement approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) en
cas de récidive sous forme de CIS. Apres un traitement hebdomadaire pendant six semaines
chez 100 patients, la survie était de 30% a 6 mois et de 16% a un an, avec une médiane de
progression a 18 mois (33).

La Gemcitabine est un anti métabolite du cycle cellulaire, dont I'efficacité en cas d’échec du
BCG a été démontré par Skinner et al sur 47 patients, retrouvant une survie sans récidive a 1
an de 28%, associée a une bonne tolérance (34).

Le Docetaxel est un anti mitotique pouvant étre utilisé en cas d’échec de BCG. Le taux de
survie sans récidive était de 40% a 1 an.

Actuellement, des combinaisons de chimiothérapie (ex : Gemcitabine + Docetaxel) sont en
cours d’étude.

- Interféron alpha :

En combinaison avec le BCG en cas d’échec de ce dernier, 'association thérapeutique
interféron alpha (cytokine sécrétée par les cellules immunitaires et tumorales) et BCG
obtenait une survie sans récidive a 1 an de 38,6% chez 44 patients (35), alors que I'association
des deux n’avait pas montré d’avantages chez les patients BCG naifs. En effet, I'interféron
alpha potentialise la réponse Th1. Cette association thérapeutique pourrait étre réalisée chez
les patients refusant le traitement chirurgical.

- MCNA (Mycobacterium phlei cell wall-nucleid acid complex) :

Il s’agit d’un immuno-modulateur et agent anti néoplasique en cours d’évaluation. Morales et
al 'ont récemment étudié chez 129 patients en échec de BCG thérapie, avec une survie sans
maladie de 25% a 1 an, une bonne tolérance et peu d’effets indésirables (36).
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- La Thermochimiothérapie repose sur le principe de I’hyperthermie potentialisant I'effet de

la chimiothérapie avec une tolérance satisfaisante. L'objectif est de maintenir la
chimiothérapie a une température de 40-44°C pendant la durée de l'instillation. En comparant
une thermochimiothérapie a la Mitomycine C versus BCG, la survie sans récidive a 2 ans était
de 78,1% vs 64,8% dans le groupe BCG (66). Ce traitement pourrait étre proposé pour les
TVNIM a haut risque en absence de disponibilité de BCG ou en cas d’intolérance lorsqu’un
traitement conservateur est prévu (niveau de preuve 4) (1).

- Immunothérapie antiPD 1 et PD L1 :

Le récent développement des inhibiteurs de checkpoint tels que les anticorps anti PD-1 et PD-
L1 semble étre une avancée majeure dans I'élargissement de I'arsenal thérapeutique du
carcinome urothélial.

111/ Immunothérapie anti PD-1 et PD-L1 : physiopathologie et place dans la prise en charge
des carcinomes urothéliaux

Il est maintenant admis que le développement tumoral se fait notamment via une suppression
immunitaire dans I'environnement péri tumoral. En effet, la cellule tumorale produit des
antigenes reconnus par I’h6te comme étrangers, déclenchant une cascade d’évenements. Les
cellules présentatrices d’antigénes de [I'h6te, via le CMH (complexe majeur
d’histocompatibilité), vont présenter I'antigene tumoral aux lymphocytes T.

La cellule tumorale arrive toutefois a maintenir une tolérance immunitaire en échappant a
cette réponse immunitaire via différents mécanismes.

1. Voies de signalisation PD-1/PD-L1 en oncologie

PD-1 (Programmed death-1) est une protéine de la famille des immunoglobulines, présente a
la surface des lymphocytes T activés, des lymphocytes B, des macrophages et autres cellules
de I'immunité. Elle a un réle de régulation négative de la réponse immunitaire. PD-1 possede
deux ligands : PD-L1 (aussi appelé B7-H1 ou CD274) et PD-L2 (B7-DC ou CD273).

PD-L1 est une protéine exprimée a la surface des cellules tumorales qui agit en se liant a ses
récepteurs PD-1 et B7.1 sur les lymphocytes T. Il s’agit de la voie « induite » d’expression de
PD-L1, via l'interféron gamma. L'interaction entre PD-1 et son ligand PD-L1 rend la cellule
tumorale « invisible » au systéme immunitaire en désactivant le lymphocyte T, entrainant une
diminution de la sécrétion cytotoxique et donc une diminution de la destruction des cellules
tumorales. Il existe une autre voie d’expression appelée «innée » ou « constitutive »,
correspondant a une voie oncogénique avec amplification du gene PD-L1, que nous ne
développerons pas ici.
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On sait que PD-L1 est exprimé par les cellules tumorales mais également par les cellules
inflammatoires présentes dans I'environnement péri tumoral, encore appelé stroma péri
tumoral. Ce stroma est un tissu conjonctivo-vasculaire qui agit en tant que tissu nourricier et
de soutien. Il est composé de fibroblastes, de vaisseaux et de cellules inflammatoires et
immunocompétentes (lymphocytes, plasmocytes, cellules NK...).

L’hypotheése menant au développement d’anticorps anti PD-1 et PD-L1 est qu’en bloquant cet
axe, on pourrait rétablir une réponse immunitaire adaptée.

T_ce” antn-PD-l_/

Voie de signalisation PD-L1
APC T-cell = Lymphocyte
APC = cellule présentatrice d’antigénes
Tumor = cellule tumoral

MHC = complexe majeu
d’histocompatibilit

anti-PD-L1 TCR = récepteur des LT (71

Ceci a été démontré dans une étude publiée en 2014 et étudiant Iefficacité d’un anticorps
monoclonal anti PD-L1 : I’Atezolizumab ou MPDL 3280A, développé par Genentech (37).

Il s’agit d’une étude de phase | (étude d’évaluation de la toxicité chez ’'homme volontaire),
incluant un total de 277 patients présentant un cancer avancé (mélanome, poumon, cellules
claires rénales, colorectal, gastrique, carcinome épidermoide).

La réponse thérapeutique était évaluée selon les criteres RECIST v1.1, et a été observée de
facon totale ou partielle chez 18% des patients. Il s’agissait d’'une réponse rapide et durable,
avec une médiane de survie sans progression de 18 semaines.

L'immunothérapie par anticorps anti PD-1 ou PD-L1 est actuellement utilisée dans le cadre du
traitement du mélanome avancé (Pembrolizumab, Nivolumab), du cancer du poumon non a
petites cellules (Atezolizumab, Pembrolizumab, Nivolumab), du carcinome épidermoide
(Pembrolizumab, Nivolumab) et du cancer du rein métastatique (Nivolumab).

2. Place dans les cancers de vessie métastatiques

Actuellement et selon les recommandations du CCAFU, le traitement des tumeurs de vessie
au stade métastatique repose sur la chimiothérapie a base de sels de platine (1) : association
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Gemcitabine — Cisplatine ou protocle MVAC (Methotrexate, Vinblastine, Doxorubicine et
Cisplatine).

La médiane de survie globale est de 14 a 15 mois pour les patients éligibles a cette
chimiothérapie. En effet la possibilité de recevoir cette chimiothérapie joue un réle majeur
sur la survie, classant les patients éligibles (« fit ») ou non (« unfit ») pour la chimiothérapie
en cas de clairance de la créatinine <60ml/min ou d’altération de I'état général. Finalement
seuls 50% des patients seront capables de recevoir une telle chimiothérapie.

En cas de progression apres premiere ligne de chimiothérapie, seule la Vinflunine a prouvé
son efficacité avec une différence de survie en comparaison aux soins de support seuls de 6,9
mois versus 4,3 mois. Toutefois ce traitement présente une toxicité importante (neutropénie,
constipation...). Le taux de réponse partielle a cette seconde ligne de traitement est évalué a
10% dans les études (38).

'

TVIM métastatique
M+

[

Y A4

Patient « fit » Pationt
« unfit »

v v
Chimiothérapie

Chimiothérapie || Gemcitabine +

(sels de platine) Carbo

OU Gemcitabine

L J

Seconde ligne :
Vinflunine

Algorithme de prise en charge - Recommandations CCAFU 2016 —2018 (1)

L'immunothérapie s’est donc présentée comme une excellente alternative thérapeutique
chez ces patients, que ce soit en traitement d’entretien aprés une premiére ligne de
chimiothérapie, en deuxieme ligne aprés progression ou récemment en premiére ligne chez
les patients classés « unfit » pour la chimiothérapie.
Ainsi, différents anticorps ont obtenu I'approbation de la FDA dans le cadre du traitement des
carcinomes urothéliaux de vessie localement avancés ou métastatiques en premiere ou
deuxieme ligne apres chimiothérapie par sels de platine :

- Atezolizumab (mai 2016)

- Nivolumab (février 2017)

- Pembrolizumab (mai 2017)

- Durvalumab (mai 2017)

- Avelumab (mai 2017)
Actuellement, aucun de ces traitements ne possede d’AMM en France.
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2.1 Atezolizumab / Tecentriq©

Une premiére étude de phase | (NCT01375842) dans le cadre de ces TVIM métastatiques a
donné lieu a une publication en 2014 (39). Il s’agissait d’évaluer la sécurité et I'efficacité de
I’Atezolizumab chez 67 patients inclus. Aprés 6 semaines de suivi, les patients présentant une
expression élevée de PD-L1 (définie comme > 5%) par les cellules tumorales ou immunitaires
péri tumorales (classée IHC 2/3) présentaient un taux de réponse de 43%. Les patients classés
IHC 0/1, et présentant donc une expression faible de PD-L1, avaient un taux de réponse de
11%. Il existait une réponse tumorale totale chez 25% des patients. Le traitement était bien
toléré avec 57% d’effets indésirables de tout grade (classification des effets indésirables selon
la CTCAE v4.0).

L’Atezolizumab a par la suite été étudié dans I'essai IMvigor 210 (NCT02108652), étude
multicentrique de phase Il chez les patients présentant une progression tumorale apres
premiere ligne de chimiothérapie (40). Chez 310 patients, le taux de réponse était de 15%
avec une médiane de survie globale de 7,9 mois. 16% des patients ont développé des effets
indésirables de grade 3 ou 4 en lien avec le traitement et 5% ont développé des El de grade 3
ou 4 liés a I'immunité.

Cet essai lui a permis d’étre le premier anticorps anti PD-L1 a obtenir I'approbation de la FDA
en mai 2016 dans le traitement des patients présentant un carcinome urothélial localement
avancé ou métastatique dont la maladie a progressé pendant ou apres une chimiothérapie
par sels de platine ou s’est aggravée dans les 12 mois suivant une chimiothérapie a base de
platine administrée en traitement néoadjuvant ou adjuvant. La posologie est de 1200mg IV
toutes les trois semaines.

L’Atezolizumab a ensuite été étudié en premiere ligne chez les patients non éligibles a la
chimiothérapie par Cisplatine (41). L’évaluation thérapeutique reposait sur la réponse
tumorale selon les critéres RECIST chez 119 patients. Le taux de réponse objective était de
23%, avec un taux de réponse compléte a 9%, une médiane de survie de 15,9 mois et une
survie sans progression de 2,7 mois.

Suite a ces résultats, la FDA a accordé son approbation en tant que traitement de premiére
ligne en cas de carcinome urothélial localement avancé ou métastatique et inéligible a la
chimiothérapie par Cisplatine.

Les résultats de I’étude de phase Il IMvigor 130, comparant I’Atezolizumab en monothérapie
en premiere ligne chez les patients localement avancés ou métastatiques, versus associé a la
chimiothérapie, sont en attente.

Enfin les résultats préliminaires de I’étude de phase Il IMvigor 211, comparant I’Atezolizumab
versus chimiothérapie chez les patients en échec de chimiothérapie de premiére ligne par
Cisplatine, sont contradictoires avec les études précédentes. Les auteurs n’ont pas réussi a
démontrer la supériorité de I’Atezolizumab contre chimiothérapie en terme de survie globale.
Les résultats définitifs sont eux aussi en attente.
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2.2 Nivolumab / Opdivo©

Le Nivolumab est un anticorps monoclonal anti PD-1 développé par Brystol-Myers Squibb dont
I'efficacité apres échec d’'une premiére ligne de chimiothérapie a été évaluée dans deux essais.
Dans I’étude CheckMate 032, étude multicentrique de phase I/1l, 78 patients ont été inclus et
ont recu I'anticorps en monothérapie tous les quinze jours (42). Le taux de réponse était de
24,4%. Le traitement a été stoppé chez 3% des patients présentant un effet indésirable grave
telle qu’une thrombocytopénie ou pneumonie. La médiane de survie globale était de 9,7 mois.
Dans le second essai CheckMate 275, multicentrique, de phase Il, dont le suivi est toujours en
cours, le taux de réponse était de 19,6% des 265 patients (43). 17% ont obtenu une réponse
partielle contre 2% de réponse totale. Le traitement a été interrompu chez 5% des patients
du fait d’effet indésirable.

Sur la base de ces résultats, la FDA a donné son approbation en février 2017 pour le Nivolumab
en deuxieme ligne de traitement apres chimiothérapie.

2.3 Pembrolizumab / Keytruda©

Le Pembrolizumab est un anticorps anti PD-1 développé par le laboratoire Merck dont
I'efficacité a été évaluée dans I'étude de phase Il KEYNOTE-045 (44). Il s’agit d’une étude
randomisée controlée comparant |'efficacité de cet anticorps versus Docetaxel, Paclitaxel ou
Vinflunine en deuxieme ligne de traitement apres progression sous chimiothérapie par sels de
platine. La médiane de survie globale dans le bras Pembrolizumab était significativement
meilleure que dans le bras chimiothérapie : 10,3 mois vs 7,4 mois. De facon similaire, le taux
de réponse était de 21,1% dans le groupe anticorps vs 11,4% dans le groupe chimiothérapie.
Il s’agit du premier anticorps ayant montré un avantage en terme de survie globale comparé
a la chimiothérapie.

Enfin, dans cette étude, I’évaluation de la qualité de vie des patients traités par
immunothérapie a montré un bénéfice par rapport a la chimiothérapie, avec néanmoins des
effets indésirables auto-immuns propres a ce traitement (colite, endocrinopathie,
pneumopathie) nécessitant une connaissance et une prise en charge spécifiques.

Il a été approuvé en mai 2017 par la FDA en deuxieme ligne pour les patients progressant
apreés une premiere ligne de chimiothérapie mais également en premiere ligne chez les
patients inéligibles a une chimiothérapie par sels de platine.

2.4 Durvalumab / Imfinzi©
Dans une étude de phase I-ll, le Durvalumab, anticorps anti PD-L1 développé par le laboratoire

Astrazeneca, 61 patients présentant une tumeur de vessie localement avancée ou
métastatique et ayant recu ou non un traitement préalable, ont été évalués. Le taux de

20



réponse était de 31%, 46.4% dans le sous-groupe PD-L1 positif vs 0% dans le sous-groupe PD-
L1 négatif. L’anticorps était bien toléré avec des effets indésirables de grade 3 chez moins de
5% des patients et aucun effet indésirable de grade 4 ou 5 (45).

La FDA a donné son approbation en mai 2017 en tant que traitement de deuxieme ligne.

2.5 Avelumab / Bavencio©

L’Avelumab est un anticorps monoclonal anti PD-L1 développé par le laboratoire Pfizer dont
la sécurité et I'efficacité a été évaluée dans une étude de phase | dont les résultats ont été
publié en juillet 2017. Chez 44 patients suivis pendant 16 mois, le taux de réponse était de
18.2% avec un traitement bien toléré (6.8% présentant des effets indésirables de grade 3 ou
4). 7 patients sur les 8 répondeurs avaient une tumeur PD-L1 positive (46).

Tableau des différents anticorps approuvés par la FDA dans le traitement des cancers de vessie
métastatiques ou localement avancés.

Survie sans
Taux de Médiane de progression El
Immunothérapie | Phase réponse survie (mois) (mois) séveres Approuvé
Atezolizumab Il 15% 7.9 2.1 16% le et 2e ligne
Nivolumab Il 19.6% 8.7 2.0 5% 2e ligne
Pembrolizumab 1] 21.1% 10.3 2.1 15% le et 2e ligne
Durvalumab 1/ 31% non évaluée non évaluée 4.9% 2e ligne
Avelumab I 18.2% 13.7 11.6 6.8% 2e ligne
2.6 Etudes en cours
Etude Phase Traitement
Premiere ligne DANUBE [ Durvalumab vs Durvalumab + Tremelimumab vs
Chimiothérapie
IMvigor 130 [ Carboplatine ou Cisplatine/Gemcitabine + Atezolizumab ou
placebo
KEYNOTE 361 11 Pembrolizumab vs Pembrolizumab + Gemcitabine +
Cisplatine/carboplatine
Entretien JAVELIN 100 [ Avelumab vs traitement palliatif
Deuxieme ligne IMvigor 211 [ Atezolizumab vs chimiothérapie
Checkmate 032 /1 Nivolumab vs Nivolumab + Ipilimumab
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3. Expression de PD-L1 et réponse thérapeutique

Face a I'efficacité et a la bonne tolérance de ces traitements, la question essentielle reste de
trouver un marqueur pronostic permettant de comprendre pourquoi certains patients ne
répondent pas au traitement.

L'utilisation de I’expression de PD-L1 en tant que facteur pronostic ou prédictif unique reste
controversée selon les données actuelles de la littérature.

En effet parmi les cancers répondant bien au traitement par anti PD-L1, il existe une grande
variabilité d’expression de PD-L1 : le mélanome et le cancer du poumon non a petites cellules
présentent une expression élevée, a I'inverse du cancer colo rectal et du sarcome.

De plus, parmi les patients ne présentant pas d’expression de PD-L1, il existe un taux non
négligeable de répondeurs au traitement (ex : 11% de patients PD-L1 négatifs répondeurs au
traitement pour I’Atezolizumab ; dans le cas du mélanome, 20% de patients PD-L1 négatifs
répondent au traitement).

Dans le cas particulier de I’Atezolizumab dans les tumeurs de vessie métastatiques, il a été
montré une association statistiquement significative entre la réponse tumorale et I’expression
de PD-L1 par les cellules du stroma péri tumoral (43% pour le groupe PD L1+ vs 11%), cette
association n’ayant pas pu étre démontrée pour |'expression de PD-L1 par les cellules
tumorales (37, 39). Les auteurs laissent donc penser qu’on pourrait prédire la réponse
thérapeutique par une évaluation premiere du statut PD-L1 de l'infiltrat inflammatoire péri
tumoral.

Toutefois pour le Nivolumab ou le Durvalumab, la réponse thérapeutique est indépendante
de I'expression de PD-L1 par la tumeur. En effet, chez les patients présentant une expression
< 1%, le taux de réponse était de 16,1% (43).

Enfin il a été démontré un lien entre |'expression élevée de PD-L1 par les cellules
inflammatoires du stroma et une meilleure survie globale : 23 mois vs 12 mois dans le groupe
PD-L1 négatifs (47).

Le tableau suivant rapporte le lien entre I'expression de PD-L1 et le taux de réponse dans les
différents essais cliniques portant sur les TVIM métastatiques.
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Seuil de

positivité PD- | Taux réponse
L1 (%) Conclusion réf.
PD-L1+/ -
PEMBROLIZUMAB 48
TC>1% 14 /27 . ,
Association entre réponse et
TC+1C> 1% 24/0 expression
ATEZOLIZUMAB Association statistiquement 39
IC>5% 43 /11 significative entre expression et
réponse
DURVALUMAB 49
TCoulC> Réponse indépendante de
25% 27,6 /5,1 I’expression
NIVOLUMAB 43
TC> 1% 23,8 /16,1 , i .
° / Réponse indépendante de I'expression
AVELUMAB 46
Tendance a l'association entre
TC> 5% 53,8/4,2 réponse et expression

Il faut préciser que c’est uniquement dans le cas du Pembrolizumab pour le cancer du poumon

non a petites cellules, qu’un test d’expression de PDL1 est demandé et indispensable avant

I'introduction du traitement : Tumor Proportion Score (pourcentage de cellules tumorales

viables marquées) > 50% pour une premiere ligne et >1% en seconde ligne.

Dans le cas des TVIM métastatiques ou localement avancées, utiliser PD-L1 comme seul

marqueur pronostic ne semble donc pas pertinent.

Néanmoins, identifier précocement les patients potentiellement répondeurs a ce type

d’'immunothérapie semble un enjeu majeur a I’"heure actuelle, afin de limiter la toxicité et les

co(its liés au traitement.
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RATIONNEL SCIENTIFIQUE DE NOTRE ETUDE

Devant la nécessité de trouver de nouvelles alternatives thérapeutiques chez les sujets
présentant une récidive précoce apres le traitement d’attaque par BCG et d’identifier un
nouveau marqueur pronostic fiable dans le cadre des TVNIM, I'idée d’évaluer la place de
I’expression de PD-L1 en tant que biomarqueur pronostic dans le cas des TVNIM a haut risque
récidivant apres instillations endo-vésicales de BCG s’est donc imposée.

L'immunothérapie par anticorps anti PD-L1 dans les TVNIM n’a été que tres peu étudié.
L’hypothese d’une potentielle efficacité de celle-ci a d’abord été testée dans des études pré
cliniques sur des souris, chez qui I’effet de I’Avelumab sur des TVNIM non métastatiques a été
étudié. Les cellules tumorales présentaient une expression élevée de PD-L1 et I'administration
de I'anticorps a entrainé une réduction tumorale statistiquement significative associée a une
survie plus longue (50). Chez ces mémes souris, I'association BCG + Avelumab n’entrainait pas
de réduction additionnelle de volume tumoral contre I’Avelumab seul.

L’anticorps anti PD-L1 aurait donc une efficacité anti tumorale en cas de TVNIM.

Quant a I'expression de PD-L1 dans le cadre des TVNIM, il n’y a que trés peu de données dans
la littérature.

Une étude comparait I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales et les cellules
inflammatoires du stroma entre TVNIM et TVIM. Il a été montré que cette expression était
semblable pour les cellules inflammatoires du stroma. Toutefois I'expression par les cellules
tumorales était plus élevée en cas de TVIM (32% vs 6% en cas de TVNIM) (51). A notre
connaissance, il n’existe pas de données dans la littérature sur le lien entre réponse
thérapeutique et expression de PD-L1 dans les TVNIM.

Deux études sont en cours afin d’évaluer [l'efficacité et la sécurité de ce type
d’'immunothérapie : I'étude KEYNOTE 057 évaluant le Pembrolizumab en cas de TVNIM a haut
risque réfractaires au BCG et inéligibles ou refusant le traitement chirurgical (résultats
attendus en 2019) et I'’étude NCT02451423 évaluant I’Atezolizumab chez la méme population
de patients (résultats attendus en 2018).

L’objectif de notre étude était donc d’évaluer s’il existe une différence d’expression de PD-L1
par les cellules tumorales et les cellules inflammatoires du stroma péri-tumoral entre deux
groupes de sujets : bons répondeurs et mauvais répondeurs au traitement d’attaque par
instillations endo-vésicales de BCG, dans le cadre des TVNIM a haut risque.

N



NOTRE SERIE : SERIE RETROSPECTIVE BICENTRIQUE

I/ Matériel et méthodes

Il s’agit d’'une étude bicentrique rétrospective incluant I'ensemble des patients du Centre
Hospitalo—Universitaire (CHU) de Rouen et du CHU du Kremlin-Bicétre présentant une TVNIM
a haut risque survenue de novo de 2000 a 2015 et ayant regu un traitement d’attaque complet
par 6 instillations endo- vésicales de BCG, avec un suivi minimum de 6 mois.

Ces patients ont été classés en deux groupes selon I’évolution aprés traitement d’attaque :
bon répondeur (BR) et mauvais répondeur (MR) au BCG définit par une récidive tumorale
précoce visualisée sur la fibroscopie de controle aprés 6 instillations endo-vésicales de BCG
d’attaque.

1. Sélection des patients et des lames

Les cas potentiels ont été sélectionnés a partir de la base de données Apix (TechniData) en
fonction des codes d’archivage correspondant définis par I'association pour le développement
de I'information en cytologie et en anatomie pathologique (ADICAP).

Pour les deux centres, chaque dossier a ensuite été lu et les données ont été collectées si le
patient remplissait les critéres d’inclusion précédemment cités.

Les patients présentant un antécédent de TVNIM de risque faible ou intermédiaire, un
antécédent de tumeur urothéliale du haut appareil, un traitement antérieur par BCG ou par
chimiothérapie, ou n’ayant pas regu un traitement d’attaque complet (6 instillations) ont été
exclus.

Pour chaque patient, les données démographiques (age au diagnostic, sexe, exposition
professionnelle, tabagisme), les données cliniques (taille et nombre de Iésions lors de la
premiere résection, réalisation d’'une RTUV de second look, traitement d’entretien, récidive
apres traitement d’attaque, progression) ont été recueillies.

lIs ont été classés en deux groupes : bons répondeurs (BR) et mauvais répondeurs (MR) au
BCG définit par une récidive tumorale précoce apres 6 instillations d’attaque. Ces derniers ont
bénéficié d’une nouvelle RTUV a visée diagnostique, tandis que les patients ont été classés BR
si la fibroscopie de contrdle apres BCG était normale.

Tous les patients ont ensuite été suivis afin d’évaluer s’il existait a distance une récidive sous
forme de TVNIM, ou une progression, définie comme |'apparition d’'une TVIM.

Pour la cohorte de patients du CHU de Rouen, le matériel tumoral provient de tissus étudiés
et archivés au sein du département de Pathologie du CHU de Rouen.
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Pour la cohorte de patients du CHU du Kremlin-Bicétre, les lames ont été désarchivées, les
zones d’intérét sélectionnées puis envoyées au CHU de Rouen pour analyse.

Le matériel de résection a été fixé au formol tamponné et inclus en paraffine au moment du
diagnostic.

Pour chaque patient la premiére lame de résection et la lame de contréle aprés BCG en cas de
récidive tumorale ont préalablement été relues, les tumeurs faisant I'objet d’un reclassement
selon les criteres OMS 2016, référengant ainsi le type histologique, le grade, le stade, la
présence d’emboles vasculaires et I'importance de linfiltrat inflammatoire coté en 4
catégories (0 : absence, 1 : faible, 2 : modéré, 3 : fort) puis groupé en deux familles (infiltrat
faible : score 0 et 1, infiltrat dense : score 2 et 3).

2. Immunohistochimie et scoring

L’étude immunohistochimique a été réalisée par I’équipe du laboratoire d’anatomopathologie
du CHU de Rouen, en pleine lame sur un bloc représentatif sélectionné a partir des lames HES
d’archive.

L'épaisseur de coupe des blocs paraffinés s’effectue a 5um. Le produit de coupe est
immunomarqué de maniére automatique (BenchMark© ULTRA IHC/ISH staining Module
Ventana© Medical Systems) avec un anti corps mono clonal de lapin anti PD-L1 Humain clone
E1L3N (Rabbit mAb #13684 Cell Signaling Technology© dilution 1/100), révélé par un
(3,3
Diamononbenzidine) de coloration marron (Ultra View Universal DAB Detection Kit,
Ventana®©, 760-500).

Un témoin positif externe est placé sur chaque lame sous la forme d’un punch de tissu

anticorps secondaire directement couplé a un substrat peroxydase DAB

placentaire, choisi pour sa disponibilité et sa positivité a PD-L1.

Chaque lame a été lue de maniere indépendante par deux pathologistes (un junior et un senior)
en aveugle du devenir clinique.

L’évaluation se porte sur le pourcentage de cellules marquées au niveau des cellules
tumorales (TC) et des cellules inflammatoires du stroma péri tumoral (IC).

Le marquage est considéré comme positif si membranaire, négatif si cytoplasmique.

Enfin le marquage a été classé en 4 catégories, pour les cellules tumorales et les cellules
inflammatoires du stroma, de la fagon suivante :

% de cellules exprimées par les | % de cellules exprimées par les
Score TC IC
0 <1% <1%
1 >21%-<5% >21%-<5%
2 >5%-<50% >5%-<10%
3 >50% >10%
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3. Flow chart

Coho;it:éf::mlm Cohorte Rouen
600 Lames TVNIM 1490 Iame‘s de TVNIM
L ) sélectionnées

sélectionnées

4 g

664 TVNIM haut
risque risque

203 patients @ @ 533 patients
exclus exclus
55 patients inclus [ 131 patients inclus

258 TVNIM haut

U

186 patients

4. Critéres de jugement principal et secondaires

Le critere de jugement principal de notre étude était la récidive tumorale vésicale apres
traitement d’attaque par 6 instillations endo-vésicales de BCG.

Nous avons étudié I'expression de PD-L1 par les TC et les IC en tenant compte des variabilités
du scoring : en effet, devant I'absence de consensus existant dans la littérature sur le seuil de
positivité de PD-L1, nous avons choisi de tester ces deux seuils : > 1% et > 5%.

Les criteres de jugement secondaires étaient :
- L’évaluation du lien entre I'expression de PD-L1 et l'infiltrat inflammatoire sur la
tumeur initiale
- L’évolution de I'expression de PD-L1 entre la tumeur initiale et la récidive chez les
sujets mauvais répondeurs
- L’évaluation du lien entre I'’expression de PD-L1 et le stade histologique initial
- L’évaluation du lien entre I'expression de PD-L1, la récidive et la progression

A



5. Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée avec l'aide du département de bio-statistiques du CHU de
Rouen, a l'aide du logiciel R (version 3.4.0).

Le seuil de significativité a été fixé a p<0,05.

L’analyse principale contient 4 criteres de jugement : I'évaluation de I'expression de PD-L1 par
les TC avec un seuil a 1% et 5%, et I’évaluation de I'expression de PD-L1 par les IC avec un seuil
a 1% et 5%. Pour cette analyse, des tests hiérarchiques ont été effectués. Le seuil de 1% sera
privilégié dans I'ordre des tests devant la petitesse des effectifs du groupe 5%. Les mesures
du senior sont prises pour référence. Les analyses seront bilatérales au risque alpha de 5%.
Les analyses seront faites avec une variante du test exact de Fisher, la méthode dite « centrale
mid-P » équivalente a deux tests unilatéraux au risque alpha de 2,5%, en prenant une p-value
de type mid-P.

Pour toutes les autres analyses, le seuil de positivité de 1% a été choisi devant le faible effectif
des groupes > 5%.

Les comparaisons de pourcentages ont été réalisées par des tests exacts de Fisher.

La comparaison des ages a été réalisée selon le test de Student.

La comparaison du marquage des TC et IC par I'anticorps anti PD-L1 entre la tumeur initiale et
la récidive a été effectuée selon le test des signes, et leur concordance selon le kappa de Cohen
pondéré.

11/ Résultats

1. Caractéristiques cliniques et histologiques

186 patients ont été inclus dans notre étude, dont 25 femmes avec un sex ratio de 6,4/1.

La moyenne d’age était de 68 ans, similaire dans les deux groupes. 79,3% des patients (n=73)
étaient agés de plus de 70 ans dans le groupe BR, contre 20,7% (n=19) dans le groupe MR
(p=0,50).

Les caractéristiques cliniques des patients sont présentées dans le tableau 1.

38 patients ont été classés MR (20,4%) et 148 BR (79,5%). Parmi les 38 patients MR, un seul a
été classé ainsi devant la présence de tumeur a la fibroscopie de contréle aprés BCG et pour
lequel I'histologie n’est pas disponible, la RTUV n’ayant pas été réalisée au vu de I'altération
de son état général.

Chez les sujets MR, la récidive était presque uniquement sous forme de tumeur de haut grade
(n=36;97,3%) avec 1 seul patient ayant récidivé sous forme de tumeur de bas grade.

Le délai moyen de réalisation de la RTUV apres traitement d’attaque par BCG était de 6,40
mois (+/-SD : 1,64).
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La résection de second look a été réalisée dans 54,3% (n=101) des cas, et était manquante
chez 85 patients dont 77 dans le groupe BR (90,5%).

Le CIS de facon isolé ou associé a été retrouvé chez 41,9% des patients, 24,4% (n=19) chez les
mauvais répondeurs et 75,6% (n=59) des bons répondeurs, avec une différence non
statistiquement significative (p=0,27).

16,2% des patients du groupe MR vont récidiver d’emblée sous forme infiltrante (n=6).

25% des patients (n=6) des patients présentant des emboles vasculaires appartenaient au
groupe MR contre 75% (n=18) dans le groupe BR (p=0,59).

Les caractéristiques histologiques des tumeurs initiales et des récidives sont répertoriées dans
les tableaux 2 et 3.

Les facteurs statistiquement liés a la récidive tumorale retrouvés dans notre étude étaient le
sexe féminin (p=0,01 ; OR=0,32 ;1C95[0,12 ; 0,88]), la réalisation du second look (p=0,008 ; OR
= 0,25; 1C95 [0,09; 0,60]) et la présence de tumeur en cas de réalisation de second look
(p=0,01; OR=0,32;1C95[0,12; 0,85]).
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Tableau 1. Caractéristiques cliniques des patients

Bons répondeurs (%) Mauvais répondeurs (%) Total | Valeur de p
148 (79,5) 38 (20,4) 186
Age
Moyenne +/-SD 68,39 +/- 11,4 68,82 +/- 11,77 68 +/- 11
>70 ans 73 (79,3) 19 (20,7) 92 0,5
Sexe 0'01
Féminin 15 (60) 10 (40) 25
Masculin 133 (82,6) 28 (17,4) 161
Tabac 0’09
Actif 39 (88,6) 5 (11,4) 44
Sevré 39 (76,5) 12 (23,5) 51
Jamais 58 (75,3) 19 (24,7) 77
NC 12 2 14
Exposition professionnelle 0,73
Oui 10 (76,9) 3 (23,1) 13
Non 138 (79,8) 35 (20,2) 173
Nombre de lésion 0,72
Unique 87 (80,6) 21 (19,4) 108
Multiple 61 (78,2) 17 (21,8) 78
Taille tumorale 0.06
<3 cm 97 (84,3) 18 (15,7) 115
>3 cm 51 (71,8) 20 (28,2) 71
Présence de tumeur au 2nd
look
Réalisé : 71 (70,3) 30 (29,7) 101 0,0008
Oui 21 (55,3) 17 (44,7) 38 0,01
Non 50 (79,4) 13 (20,6) 63
Non réalisé 77 (90,5) 8 (9,4) 85
Traitement d'entretien
Oui 95 (96) 4 (4) 99
Non 49 (59,7) 33 (40,3) 82
NC 4 1 5
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Tableau 2. Caractéristiques histologiques des tumeurs initiales

Bons répondeurs (%) Mauvais répondeurs (%) Total
Emboles vasculaires
Oui 18 (75) 6 (25) 24
Non 130 (80,2) 32 (19,8) 162
Type histologique des
tumeurs initiales
Ta 49 (80,3) 12 (19,7) 61
T1 non précisé 23 (76,7) 7 (23,3) 30
Tla 38 (82,6) 8 (17,4) 46
Tlb 26 (76,5) 8 (23,5) 34
CIS seul 12 (80) 3 (20) 15
CIS associé 47 (74,6) 16 (25,4) 63
total CIS 59 (75,6) 19 (24,4) 78

Tableau 3. Caractéristiques histologiques en cas de récidive précoce

Type histologique des récidives

Mauvais répondeurs (%)

STADE Ta
T1 non précisé

Tla

Tlb

CIS seul

CIS associé

total CIS

T2 ou plus

GRADE bas grade

haut grade
NC

10 (27)
7 (19)
6 (16,2)
3(8,1)
5(13,5)
6
11

6 (16,2)
1(2,7)
36 (97,3)
1
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2. Expression de PD-L1 sur la tumeur initiale

Parmi le groupe MR, 31 patients étaient classés TC 0, 5 patients TC 1, 2 patients TC 2 et aucun
patient TC 3.

Pour le marquage des IC du groupe MR, 15 sujets étaient classés IC 0, 16 patients IC 1, 6
patients IC 2 et 1 patient IC 3.

Le tableau 4 rapporte les résultats du marquage de PD-L1 pour les TC et IC en fonction du
groupe.

Tableau 4. Expression de PD-L1 par les TC et IC en fonction du groupe

Bons répondeurs Mauvais répondeurs Total
n (%) n (%)
TC
TCO 120 (79,5) 31(20,5) 151
TC1 22 (81,5) 5(18,5) 27
TC?2 4 (66,7) 2 (33,3) 6
TC3 2 (100) 0 2
IC
ICO 63 (80,8) 15 (19,2) 78
IC1 59 (78,7) 16 (21,3) 75
IC2 19 (76) 6 (24) 25
IC3 7 (87,5) 1(12,5) 8

Pour un seuil de positivité des TC a 1%, le taux de sujets MR PD-L1 négatifs était de 20,5 %
contre 20% PD-L1 positifs, avec une différence non significative (p=0,97 ; OR=0,97 ;1C95 [0,36 ;
2,37]).

Comme prévu dans I'analyse statistique, la séquence des tests hiérarchiques est interrompue
des le premier test des lors que le résultat n’est pas significatif.

Méme si I'analyse s’est prématurément terminée, on constate que les groupes sont bien
équilibrés et qu’aucune autre analyse n’aurait pu étre statistiquement significative. En effet,
parmiles MR, pour un seuil de positivité a 5%, 25% sont TC PD-L1 positifs contre 20,2% de TC
PD-L1 négatifs, témoignant d’un bon équilibre au sein du groupe.

Le tableau 5 rapporte les résultats de positivité de PD-L1 en fonction du seuil choisi et du
groupe.
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Tableau 5. Positivité de PD-L1 en fonction du seuil choisi et du groupe

Seuil 1%
TC
IC
Seuil 5%
TC
IC

Bons répondeurs n (%) Mauvais répondeurs n (%) Total
PD-L1 - PD-L1-/+ PD-L1 - PD-L1-/+
120 (79,5) 28 (80) 31(20,5) 7 (20) 151 /35
63 (80,8) 85 (78,7) 15 (19,2) 23(21,3) 78 /108
142 (79,8) 6 (75) 36 (20,2) 2 (25) 178/8
122 (79,7) 26 (78,7) 31(20,3) 7(21,2) 153/ 33

Image 1. Représentation du marquage par IHC de I'anticorps anti PD-L1 sur lame. (a)
marquage TCO/IC1, (b) marquage TC3, (c) marquage IC3
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Figure 1. Répartition du marquage TC et IC de la tumeur initiale chez les mauvais répondeurs,
aux seuils 1% et 5%. Les barres horizontales représentent les sujets individuels et les
moustaches verticales représentent I'intervalle de confiance.
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3. Expression de PD-L1 en fonction du stade histologique initial

Nous avons cherché a savoir s’il existait un lien entre I’expression de PD-L1 et le stade tumoral
initial chez 'ensemble des sujets. Le seuil de positivité choisi est > 1%.

Dans notre étude, parmi les sujets PD-L1+ pour les TC, 13 patients présentaient du CIS sur la
lame initiale (37,1 %) contre 2 patients (5,7%) dont |’histologie initiale était du Ta et 20
patients du T1 (57,1%) (cf. Tableau 6).

Tableau 6. Expression de PD-L1 en fonction du stade tumoral initial

Ensemble des sujets (n) Total
STADE Ta seul T1 seul ClS isolé ou
associé
Expression de PDL1: TC
PDL1 -/+ 46 /2 40/ 20 65/13 151/35
Expression de PDL1 : IC
PDL1 -/+ 24 /24 24 /36 30/48 78 /108

En comparant I'expression de PD-L1 par les TC en fonction des différents stades histologiques,
nous avons pu mettre en évidence une différence statistiquement significative d’expression
de PD-L1 entre ces trois stades, pT1 étant celui marquant le plus PD-L1 (pTavs pT1: p<0,0001 ;
OR=0,09;1C95 [0,01;0,32]. CISvs pT1:p=0,023; OR=0,40;1C95[0,18; 0,88]).

Il s’agit d’une analyse exploratoire, dont les résultats nécessitent confirmation dans de
nouvelles études.

Dans notre étude, 48 patients étaient classés pTa de haut grade sur la tumeur initiale. Ces
derniers ont regu un traitement d’attaque par BCG devant leur grade cellulaire uniquement.
Au vu du nombre important de patients bons répondeurs (79,5%), il nous a semblé pertinent
de réaliser ces analyses en excluant les patients classés pTa.

Apreés exclusion des patients classés pTa, 21% des patients (n=29) étaient classés MR.

Pour un seuil de positivité >1%, le taux de MR PD-L1 négatifs par les TC était de 21 % contre
21,2% PD-L1 positifs, avec une différence non significative (p=0,96 ; OR= 1,02 ; IC95 [0,37 ;
2,61]).

Il n’a pas été mis en évidence de différence statistiquement significative entre I'expression de
PD-L1 par les IC aux seuils 1% et 5% et pour les TC au seuil 5% (cf. tableau 7).

On constate qu’il existe également un bon équilibre au sein des groupes.
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Tableau 7. Positivité de PD-L1 en fonction du seuil choisi et du groupe, aprés exclusion des

sujets pTa
Bons répondeurs n (%) Mauvais répondeurs n (%)

PD-L1 - PD-L1 + PD-L1 - PD-L1 + Valeur de p

Seuil 1%
TC 83 (79) 26 (78,8) 22 (21) 7 (21,2) 0,96
IC 43 (79,6) 66 (78,6) 11 (20,4) 18 (21,4) 0,89

Seuil 5%
TC 103 (79,2) 6 (75) 27 (20,8) 2 (25) 0,75
IC 89 (79,5) 20(76,9) 23 (20,5) 6(23,1) 0,76

4. Expression de PD-L1 et infiltrat inflammatoire sur la tumeur initiale

Nous avons évalué s’il existait un lien entre la densité de I'infiltrat inflammatoire de la tumeur
initiale et I'expression de PD-L1 sur I'ensemble des sujets.

9,7% des patients (n=14) étaient TC PD-L1+ avec un infiltrat inflammatoire faible sur la tumeur
initiale contre 50% des patients (n=21) avec un infiltrat inflammatoire dense (p< 0,05 ; OR =
9,13;1C95 [4,04 ; 21,20]).

Le résultat était similaire pour les IC avec 47,2% des patients (n=68) IC PD-L1+ possédant un
infiltrat faible contre 95,2% (n=40) avec un infiltrat dense (p<0,05 ; OR = 22,07 ; IC95 [5,37 :
194,99]).

Tableau 8. Expression de PD-L1 en fonction de l'infiltrat inflammatoire

Infiltrat faible Infiltrat dense Valeur de p
TCPD-L1-/+ 130/ 14 21/21 p < 0,05
IC PD-L1 -/+ 76/ 68 2 /40 p <0,05

A l'inverse, il n’existait pas de lien entre la densité de l'infiltrat inflammatoire de la tumeur
initiale et la réponse aux instillations endo-vésicales de BCG.

En effet, dans le groupe MR, 18,8% des patients présentaient un infiltrat inflammatoire faible
contre 26,2% avec un infiltrat inflammatoire dense (p=0,30 ; OR= 1,53 ; IC95 [0,66 ; 3,41]).
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5. Expression de PD-L1 sur la récidive tumorale

Dans notre série, 81,1% des patients (n=30) du groupe MR présentaient un marquage TC O

tandis que pour le marquage des IC, 64,9% étaient classés IC 1 (n=24) et 21,6% IC 2 (n=8).

Le tableau 9 rapporte les résultats de marquage de PD-L1 sur les récidives tumorales des sujets

MR.

Tableau 9. Expression de PD-L1 sur la récidive tumorale

TC

TCO
TC1
TC2
TC3

NC

ICO
IC1
IC2
IC3

NC

Mauvais répondeurs

n

N = I,

24

(%)

(81,1)
(13,5)
(2,7)
(2,7)

(5,4)
(64,9)
(21,6)

(8,1)
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Figure 2. Répartition du marquage par les TC et les IC de I’anticorps sur les récidives tumorales.
Les barres horizontales représentent les sujets individuels et les moustaches verticales
représentent l'intervalle de confiance.
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Marquage PDL1 de la récidive tumorale

Nous avons cherché a évaluer s’il existait une modification de I'intensité d’expression de PD-
L1 entre la tumeur initiale et la récidive pour les TC et les IC.

Pour les TC, la majorité des patients ne présentaient pas d’évolution de marquage (31
patients/37), 4 patients présentaient une élévation d’expression contre 2 patients chez qui
une baisse d’expression de PD-L1 a été relevée. Il n’y avait pas de variation statistiquement
significative (p=0,45).

Al'inverse pour les IC, 20 patients ont présenté une majoration de I'expression de PD-L1 entre
la tumeur initiale et la récidive, contre 6 baisses. Cette hausse d’expression de PD-L1 sur les
IC entre tumeur initiale et récidive est statistiquement significative (p=0,006).

Les modifications d’expression de PD-L1 sont rapportées dans les tableaux 10 et 11.
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Tableaux 10 et 11. Evolution de I'expression de PD-L1 par les IC et les TC entre tumeurs initiales
et récidives tumorales dans le groupe MR

Evolution : IC (pts) -2 -1 0 +1 +2
Nb de sujets 0 6 11 15 5
concernés

Evolution : TC (pts) -2 -1 0 +1 +2
Nb de sujets 0 2 31 4 0
concernés

6. Expression de PD-L1, récidive et progression

Dans notre série, 33,9% des patients (n=63) ont récidivé a distance, sous forme de TVNIM
(61,9%) ou sous forme infiltrante (38,1%).

Parmi les 24 patients ayant progressé sous forme infiltrante, 14 patients appartiennent au
groupe MR (58,4%).

14 sujets ayant secondairement progressé avaient du CIS sur leur histologie initiale lors de la
premiére RTUV (soit 18,4%), contre 62 patients avec du CIS n’ayant pas progressé sous forme
TVIM (81,6%), cette différence n’étant pas statistiquement significative (p=0,08).

Le délai médian de progression dans notre étude est de 10,8 mois.

Le délai médian de récidive depuis la premiere résection est de 8,2 mois pour I'ensemble des
patients.

Les données sont manquantes pour 3 patients: 1 patient dans le groupe MR, dont I'état
général n’a pas permis la réalisation d’'une RTUV a visée diagnostique puis décédé, et 2
patients dans le groupe BR, perdus de vue au cours du suivi.

Tableau 12. Suivi et devenir des patients en fonction des groupes

Bons répondeurs Mauvais répondeurs Total
n (%) n (%)
Progression sous forme TVIM 10 (41,6) 14 (58,4) 24
Récidive sous forme TVNIM 16 (41) 23 (59) 39
Absence de récidive 120 0 120
NC 2 1
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Nous avons étudié le lien entre I'expression de PD-L1 par les TC et les IC et I'évolution de
I’ensemble de la cohorte.

15,1% (n=5) des sujets TC PD-L1+ ont présenté une progression sous forme infiltrante contre
18,2% (n=6) ayant récidivé sous forme de TVNIM.

Nous n’avons pas déterminé de lien statistique entre la progression et le statut PD-L1 : parmi
les sujets PD-L1+ pour les TC, 15,1% ont progressé sous forme TVIM contre 84,8% sans
progression (p=0,77 ; OR = 1,23 ;1C95[0,33 ;3,80]).

Parmi les sujets PD-L1+ pour les IC, 9,4% ont progressé contre 90,6% sans progression (p=0,12 ;
OR=0,47;1C95[0,17 ;1,22]).

De méme pour I'expression de PD-L1 et la récidive a distance sous forme de TVNIM, nous
n’avons pas pu établir de lien statistique (les sujets ayant progressé ne sont pas pris en
compte) : parmi les patients TC PD-L1+, 18,2% ont récidivé contre 66,7% sans récidive (p=0,81 ;
OR=0,81;1C95[0,25 ;2,30]).

Le tableau 13 rapporte les résultats de I'expression de PD-L1 respectivement pour les TC et
les IC en fonction de la récidive ou de la progression.

Tableau 13. Expression de PD-L1 en fonction de la récidive ou de la progression sur I'ensemble

des patients
Récidive Progression Aucune récidive
n (%) n (%) n (%)
PD-L1 TC+/- 6(18,2) / 33 (22) 5(15,1) /19 (12,7) 22 (66,7) / 98 (65,3)
PD-L1IC +/- 26 (24,5) / 13 (17) 10(9,4) / 14 (18,1) 70 (60,1) / 50 (64,9)
111/ Discussion

1. Expression de PD-L1

1.1 Taux d’expression global de PDL1

Dans notre étude, 18,8% des patients étaient considérés TC PD-L1+ pour un seuil de positivité
> 1% et 4,3% en considérant un seuil de positivité > 5%.

Dans la littérature, I'expression de PD-L1 dans les TVNIM a été peu étudiée.

Dans leur étude, Wankowicz et al obtiennent un taux de positivité pour les TC a 4,3%,
identique au ndtre, avec un seuil de positivité a 5%, cette étude portant sur une population
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de patients semblable a notre étude (TVNIM T1 de haut grade) (51). Le Goux et al ont obtenus
un taux de patients PD-L1+ de 30% en utilisant un seuil de positivité de 1% pour les TC et le
méme anticorps E1L3N (52).

Toutefois dans ces deux études, le taux de TC PD-L1+ restait malgré tout inférieur aux patients
PD-L1+ en cas de TVIM (respectivement 69% et 32%). Le Goux et al avancent I’hypothése d’un
réle mineur de PD-L1 et autres inhibiteurs de checkpoint au stade précoce de la carcinogénese
dans le cas du carcinome urothélial : en effet, ils ont également étudié I'expression de ’ARN
messager de PD-L1 sur les TVNIM, n’obtenant aucune différence en la comparant avec du tissu
vésical sain. Néanmoins, contrairement a notre étude, étaient inclus les TVNIM de risque
faible et intermédiaire en plus des risques élevés.

Il existe donc une grande hétérogénéité dans la littérature en terme de résultats de positivité
de PD-L1.

1.2 Influence de I'expression de PD-L1 sur la réponse au BCG

Dans notre étude, nous n’avons pas pu mettre en évidence de lien entre I'expression de PD-
L1 par les TC ou les IC et la récidive tumorale vésicale, pour des seuils de positivité a 1 et 5%.
Dans la littérature, seule I'expression de PD-L1 par les IC est corrélée a la réponse
thérapeutique dans les carcinomes urothéliaux métastatiques ou localement avancés traités
par anticorps anti PD-L1 (39, 53).

En effet, Powles et al obtiennent un taux de réponse de 43% chez les patients IC PD-L1 + (avec
un seuil de positivité choisi a 5%), tandis qu’aucun lien entre la réponse thérapeutique et
I’expression de PD-L1 par les TC n’a pu étre établi. De plus, le taux de patients répondeurs au
traitement et classés PD-L1 négatifs était de 11%.

Toutefois pour le Nivolumab ou le Durvalumab, la réponse thérapeutique est indépendante
de I'expression de PD-L1 par la tumeur. Chez les patients présentant une expression < 1%, le
taux de réponse était de 16,1% (43).

Devant la grande variabilité d’expression de PD-L1 et I’'absence de consensus actuel sur le lien
entre expression et réponse thérapeutique, la valeur de PD-L1 en tant que marqueur pronostic
évalué en IHC semble donc étre imparfaite.

1.3 Evolution de I’expression de PD-L1 sur les récidives tumorales : Modification de l'intensité

d’expression de PD-L1 par les IC

Dans notre série, nous avons pu mettre en évidence une majoration statistiquement
significative de I'intensité de I'expression de PD-L1 par les IC apres BCG thérapie : 20 patients
ont présenté une majoration de I'expression de PD-L1 entre la tumeur initiale et la récidive,
contre 6 diminutions. Ceci est cohérent avec la littérature.
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En effet, PD-L1 est un marqueur dynamique comme I'ont montré Inman et al dans leur étude
évaluant le réle de PD-L1 dans une cohorte de TVNIM traités par BCG et de cystectomie pour
TVIM (54). L'expression de PD-L1 varie avec le temps et selon les traitements. En effet, il
existait une augmentation de I’'expression de PD-L1 apres BCG thérapie.

De plus, dans la méme étude, PD-L1 était fortement exprimé au sein des granulomes des
patients présentant une récidive apres BCG (> 90% des cellules PD-L1+). Ceci pourrait
contribuer a la diminution de I'efficacité du BCG, expliquée par une accumulation de PD-L1 au
niveau des granulomes, diminuant l'interaction des LT avec les cellules présentatrices
d’antigenes et aboutissant donc a une diminution de I’efficacité du BCG.

Cette hypothese laisse également penser que I'immunothérapie par anticorps anti PD-L1
serait efficace apres échec de BCG thérapie, ceci nécessitant d’étre étudié dans des études
futures, aboutissant peut étre au développement de traitement combiné BCG/puis Anticorps
anti PD-L1.

Actuellement plusieurs protocoles dans le cadre des TVNIM vont dans ce sens : protocole
ALBAN (débutera en 2018 et comportera deux bras : BCG vs BCG + Atezolizumab), protocole
MAINDURVA a I’étude.

1.4 Influence du stade tumoral initial sur 'expression de PD-L1

Dans la littérature, le principal facteur lié a I'expression de PD-L1 est histologique (54-56) :
dans I'étude d’Inman et al (54), I'expression de PD-L1 augmentait en fonction du stade (7%
pour les pTa, 16% pT1, 23% pT2), indépendamment du grade, le plus haut taux étant obtenu
dans le cas du CIS (45%). Les résultats étaient similaires pour Boorjian et al (56), avec 95% des
patients PD-L1+ ayant des tumeurs pT2 ou plus.

Enfin Nakanishi et al (63) ont démontré le lien entre I’expression de PD-L1 et I'agressivité de
la tumeur en terme de stade et de grade.

Dans notre étude, 13 patients PD-L1 TC+ (seuil 1%) présentaient du CIS sur la lame initiale
(37,1 %) contre 2 patients (5,7%) classés initialement pTa et 20 patients pT1 (57,1%). Nous
avons mis en évidence une différence d’expression de PD-L1 statistiquement significative
entre ces trois groupes, le groupe pT1 semblant marquer le plus PD-L1.

Toutefois notre résultat découle d’une analyse exploratoire, étant donc par nature incertaine
et nécessitant d’étre confirmée par d’autres études ultérieures.

1.5 Influence de linfiltrat inflammatoire sur I’expression de PD-L1

Herbst et al ont montré qu’il existait un lien entre la réponse thérapeutique et la densité de
I'infiltrat inflammatoire (37) : en effet, les patients ne répondant pas au traitement et étant
PD-L1 négatifs présentaient une densité inflammatoire faible.
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Ceci est lié au fait que I'expression de PD-L1 est induite par les cellules inflammatoires du
stroma péri tumoral et notamment par les LT, via l'interféron gamma (voie « induite »).

Donc en cas de faible infiltrat inflammatoire et donc de présence faible de LT, les patients
n’exprimant pas PD-L1 par la voie « constitutive » oncogénique, seront donc PD-L1 négatifs.
Les résultats de notre étude confortent cette hypothese dans le cas des TVNIM a haut risque
puisque nous avons mis en évidence un lien entre I'expression de PD-L1 par les IC et la densité
de l'infiltrat inflammatoire : 95,2% des sujets PD-L1+ avec infiltrat dense contre 47,2% avec
infiltrat faible.

Ces résultats appuient donc l'intérét d’associer a I'expression de PD-L1 I'évaluation de
I'infiltrat inflammatoire et des LT en tant que marqueur pronostic.

La meilleure réponse thérapeutique serait alors probablement obtenue chez des sujets PD-
L1+ avec un infiltrat inflammatoire fort, comme I'avancent Ribas et al (70). C’est I'hypothese
de '« inflamed tumor ».

Une hypothese dans la modification de la stratégie thérapeutique chez les patients PD-L1
négatifs serait I'introduction de LT producteurs d’interféron gamma au sein de la tumeur afin
de rendre réversible leur absence d’expression de PD-L1 (70). C'est dans ce sens que sont
développés des traitement combinés anti PD-1 (Nivolumab) et anti CTLA-4 (Ipilimumab) dans
le cas du mélanome, avec néanmoins une toxicité non négligeable en cas de traitement
combiné. Ceci nécessiterait d’étre étudié dans le cas du carcinome urothélial.

2. Influence des caractéristiques cliniques et histologiques sur la récidive tumorale
apres BCG

2.1 Taux de mauvais répondeur

Dans notre étude, 20,4% des sujets sont considérés MR apres 6 instillations endo-vésicales de
BCG en traitement d’attaque. Ce taux est concordant avec les limites basses des données de
la littérature, variant de 20 a 50%. Dans leur étude, Lamm et al. (10) obtenaient un taux de
récidive de 17% chez 37 patients traités par RTUV + BCG pour TVNIM.

Notre faible taux peut étre expliqué par différentes hypotheses.

Aprés exclusion des sujets pTa (n=48), dans I'hypothése d’un biais lié a la présence d’un
nombre important de sujets classés a haut risque uniquement sur le grade cellulaire (pTa de
haut grade), le taux de MR restait stable a 21%. Néanmoins, en ne prenant en compte dans
notre série que les patients pT1lb + CIS, considérés a trés haut risque, 5 patients/16 étaient
MR, soit 31%. Ce chiffre s’"approche des chiffres obtenus dans la série de Herr et al ou 43% des
patients récidivent apres 6 instillations de BCG (81). Ce chiffre est a pondérer devant le biais
du centre de référence qu’est le Memorial Sloan-Keterring Cancer Center (MSKCC).

De méme, notre faible taux de MR peut étre expliqué par la précocité de notre évaluation
post BCG, réalisée apres les 6 instillations endo-vésicales. Herr et al précisent que parmi les
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43% de patients récidivant apres les 6 instillations de BCG, 72% n’auront pas de tumeur sur
une nouvelle évaluation a 6 mois (81).

Enfin, parmi nos 38 patients mauvais répondeurs, 36 récidivent de fagon précoce (6 mois) sous
la forme d’une tumeur de haut grade et pouvant donc étre définis comme réfractaires au BCG
selon la définition de I'IBCG ou récidive précoce selon les recommandations du CCAFU 2016.

2.2 Influence du second look

Dans notre étude, la résection de second look a été réalisée dans 54,3% des cas.

Ceci est a mettre en relation avec la date de début d’inclusion. En effet, nous avons inclus tous
les patients présentant une TVNIM a haut risque de 2000 a 2015. Or, la réalisation du second
look n’est présente dans les recommandations onco-urologiques de I'’AFU que depuis 2010,
recommandation basée sur les résultats de Divrik et al montrant une diminution de récidive
et de progression en cas de réalisation d’'une RTUV de second look pour les T1 (59).

Nous avons pu mettre en évidence un lien entre la présence de tumeur au second look
lorsqu’il était réalisé et la récidive tumorale apres 6 instillations de BCG : dans le groupe MR,
44,7% des patients présentaient de la tumeur au second look contre 20,6% (p=0,01). Il s’agit
bien dans notre série d’un second look et pas d’une re-résection.

De plus, parmi les 38 patients présentant de la tumeur sur le second look, la majorité étaient
pT1 sur leur histologie initiale (n=25, soit 65,8%) comme I'avaient montré Divrik et al,
soulignant la persistance de carcinome urothélial chez 33 a 55% des patients classés T1
initialement (59).

Le stade tumoral du second look est un facteur pronostic défavorable, comme I'ont mis en
évidence Dalbagni et al (82).

2.3 Influence de I'dge

Nous avons cherché a savoir si I’age avait une influence sur la récidive tumorale. Ceci est basé
sur le principe de 'immunosenescence, c’est-a-dire que la réponse immunitaire médiée par
les LT diminue a partir de 60 ans lorsqu’on la compare a un groupe de personnes de moins de
25 ans (57). On suppose donc que I'effet du BCG, qui dépend de I'immunité de I'hote, va
diminuer avec I'age. Oddens et al ont montré que chez les patients de plus de 70 ans, le délai
de progression, la survie globale et la survie spécifique étaient plus courts (58). A I'inverse,
I’age n’avait pas d’effet sur la récidive.

Dans notre étude, nous n"avons pas mis en évidence de lien entre I'dge > 70 ans et la récidive
tumorale, ce résultat étant concordant avec les résultats d’Oddens et al.
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2.4 Influence de la présence de CIS

Les principaux facteurs pronostiques connus dans la littérature, que sont I'age, la taille
tumorale > 3 cm et le CIS ne sont pas ressortis comme facteurs liés a la récidive tumorale dans
notre étude, méme si une tendance entre la taille tumorale >3 cm et la récidive tumorale
semblait exister : 71,8% dans le groupe BR contre 28,2% dans le groupe MR (p=0,06).

Ceci est probablement di au manque de puissance de notre série, comportant un faible
effectif dans le groupe MR.

Une autre hypotheése serait la variabilité inter pathologistes dans le diagnostic de CIS, ou une
concordance n’est retrouvée que dans 70 a 80% des cas (85).

Enfin, le CIS a été identifié par Sylvester et al comme un facteur de risque de progression.
Néanmoins leur étude, qui portait sur plus de 2500 patients avec un recul de 5 ans et
retrouvant un risque de progression a 5 ans de 74% en cas de CIS associé, présentait des
résultats sur le lien entre CIS et récidive non statistiquement significatifs (65).

2.5 Influence du sexe féminin

Dans notre étude, nous avons retrouvé un lien entre le sexe féminin et la récidive tumorale
apres traitement d’attaque par BCG: en effet, 10 femmes étaient classées MR contre 28
hommes. Il ne faut pas méconnaitre ici le risque de fausse significativité devant le manque de
puissance de notre étude.

Néanmoins, il est connu que les femmes se présentent plus fréquemment avec une tumeur
plus avancée lors du diagnostic, comparativement aux hommes (3). Dans leur étude portant
sur I'impact pronostic du genre féminin sur le devenir oncologique des patients traités par
cystectomie totale pour TVIM, Dabi et al ont mis en évidence que le sexe féminin était un
facteur pronostic indépendant associé a la survenue d’une récidive tumorale et d’une
mortalité spécifique (72).

Dans le cas des TVNIM a haut risque, plusieurs études ont montré que le sexe féminin était un
facteur de risque de récidive (78-79), lié a des différences anatomiques (absence de fascia de
Denonvilliers, épaisseur plus faible du muscle detrusor), diagnostiques (erreur diagnostique :
infection urinaire basse, douleurs d’origine gynécologique) ou moléculaires (dégradation
différente des carcinogénes) (80).

RN



3. Progression

3.1 Influence des caractéristiques histologiques sur la progression

Dans notre étude, 34% des patients vont récidiver ou progresser secondairement.

Les principaux facteurs de progression reconnus dans la littérature sont le stade, le grade
tumoral et la présence de CIS.

Chez les patients présentant du CIS, selon 'EAU, 66% des mauvais répondeurs vont progresser
vers une forme infiltrante, contre 10% a 20% des bons répondeurs (6).

Dans notre série, nous n’avons pas mis en évidence de lien statistique entre la présence de
CIS sur la lame initiale et la progression sur 'ensemble de la cohorte : en effet, 18,4% des
sujets présentant du CIS ont secondairement progressé contre 81,6% des CIS n’ayant pas
progressé sous forme infiltrante (p=0,08), méme si une tendance pourrait étre évoquée.
Parmi les 16 patients classés a tres haut risque (pT1b+CIS), 6 vont progresser, soit 30%.

3.2 Influence de I'expression de PD L1 sur la progression

Dans notre étude, nous n’avons pas mis en évidence de lien statistique entre le marquage
positif de I'anticorps anti PD-L1 et la progression.

A l'inverse, dans leur étude, Inman et al ont montré que le facteur déterminant prédictif de
progression tumorale était le taux d’expression de PD-L1 (54). L'expression de PD-L1 est
majoritairement associée a un mauvais pronostic dans la littérature.

Néanmoins, Bellmunt et al ont mis en évidence que I'expression PD-L1 par les cellules
inflammatoires peri tumorales était liée a une meilleure survie globale en cas de TVIM
métastatique (47) tandis que son expression par les cellules tumorales est corrélée a une
évolution défavorable.

L’expression de PD L1 par les TC est donc un facteur pronostic indépendant (63) dont la valeur
semble plus grande que le grade tumoral.

Ceci a été également souligné par Xylinas et al chez les patients traités par cystectomie pour
TVIM chez qui I’expression de PDL1 est associée a un sur-risque de mortalité globale (76).

Il faut donc souligner que les données actuelles de la littérature sont malgré tout discordantes,
ne permettant pas d’établir un lien certain entre I'expression de PD-L1 et la progression ou la
survie.

Dans le cas des TVNIM, a notre connaissance, aucune étude de la sorte n’a été réalisée.
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4. Influence des parameétres immunohistochimiques

4.1 Choix du seuil de positivité

Dans notre étude, nous avons choisi d’évaluer les deux seuils de positivité les plus utilisés dans
la littérature : > 1% et > 5%, le seuil de 1% ayant été choisi en premier dans I'analyse devant
le faible nombre de patients analysables au seuil de 5%.

En effet, dans les études de phase I/Il évaluant les principaux anticorps anti PD-L1 utilisés dans
les TVIM métastatiques, le choix du seuil varie : > 1% pour le Pembrolizumab et le Nivolumab,
> 5% pour I’Atezolizumab et I’Avelumab, sans qu’il ait pu étre montré de supériorité de 'un
par rapport a l'autre.

Dans le cadre du cancer du poumon, Khunger et al ont établi dans leur méta analyse que le
seuil optimal d’expression était de 5% pour les TC. Toutefois, ceci nécessiterait d’étre évalué
dans le carcinome urothélial.

Pour les deux seuils choisis, nous n"avons pas pu montrer de différence significative entre les
groupes BR et MR.

Il existe donc une grande hétérogénéité pouvant expliquer les résultats discordants des
différentes études.

4.2 Choix de I’anticorps, du systeme d’amplification et de détection

L’anticorps utilisé dans notre étude est 'E1L3N de Cell Signaling©.
Les nombreux choix possibles d’anticorps, de systemes d’amplification et de détection
renforcent I’hétérogénéité de la littérature concernant les résultats d’expression de PD-L1. En
effet dans les différentes études multicentriques ayant permis d’obtenir 'approbation des
anti PD-L1 par la FDA, le choix du test compagnon est toujours différent :

- Etude IMvigor 210 : SP142 (Atezolizumab)

- Keynote 045 : 22C3 (Pembrolizumab)

- Checkmate 275 : 28-8 (Nivolumab)

- MEDI 4736 : SP 263 (Durvalumab)
L’étude Blueprint avait pour objectif de comparer les différents anticorps utilisés en recherche
clinique dans le cadre du cancer du poumon non a petites cellules (22C3 et 28-8 de Dako©,
SP263 et SP142 de Ventana®©), afin d’évaluer leurs performances analytiques et
comparabilités cliniques, pour d’harmoniser les études et faciliter le choix (60).
Cette étude a montré que 3 anticorps (22C3, SP263 et 28-8) étaient semblables en terme de
performance analytique pour le marquage des TC. L’évaluation des IC aboutissait a une plus
grande variabilité dans les résultats. D’autres études portant sur le cancer du poumon non a
petites cellules sont actuellement en cours.
A notre connaissance, aucune étude similaire n’a été débutée pour le carcinome urothélial de
vessie.
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4.3 Choix de la cellule marquée

Une difficulté supplémentaire se trouve dans le choix de la cellule marquée (cellules
tumorales ou cellules inflammatoires du stroma péri tumoral).

Pour le Nivolumab, la réponse thérapeutique est correlée a I'expression de PD-L1 par les TC,
tandis que pour |’Atezolizumab, elle est liée a I'expression de IC (39).

S’ajoute a cela la difficulté d’identifier précisément la cellule marquée au sein de la lame. En
effet, parmi les IC ne sont pas comptabilisées les cellules inflammatoires au sein des cellules
tumorales, étant « noyées » dans le marquage positif, mais uniquement celles du stroma péri
tumoral.

Il n’existe a I’heure actuelle aucun consensus sur le choix de la cellule marquée a privilégier.

4.4 Choix du matériel histologique et délai

L’évaluation de I'expression de PD-L1 par IHC pose également un probleme spatial et temporel.
Sur le plan spatial, le choix du matériel pour la réalisation de I'lHC est fondamental. Dans notre
étude, il s’agit de copeaux de RTUV et non de piece opératoire comme dans le cas des TVIM.
Toutefois, Rosenberg et al ont obtenus des taux d’expression de PD-L1 similaires sur les pieces
opératoires (39%) vs sur les fragments de résection (34%), avec une expression plus faible en
cas de simple biopsie (17%) (40).

Sur le plan temporel, PD-L1 étant un marqueur dynamique, il existe une variabilité entre les
lames de résection du fait de I'absence de précision quant au délai écoulé entre la résection
et la fixation, avec une possible dégradation du matériel.

De méme, notre étude porte sur des patients dont le diagnostic de TVNIM a été porté sur une
résection datant parfois de plus de 15 ans. Nous ne disposons a I’"heure actuelle d’aucune
information sur l'influence de I'ancienneté de I’échantillon pour le marquage par anticorps
anti PD-L1 dans le cadre du carcinome urothélial. Quelques pistes peuvent étre trouvées a
travers I'analyse faite par Madore et al dans le mélanome, pour lequel I'ancienneté du
préléevement n’influencait pas le marquage par PD-L1 (74).

4.5 Choix du témoin externe

Dans notre étude il s’agit d’un punch placentaire, choisi pour sa disponibilité et sa positivité a
PD-L1. Toutefois le tissu placentaire contient uniquement des cellules épithéliales, sans
cellules inflammatoires. Dans la littérature, le choix du témoin externe se porte
principalement sur de I'amygdale. Il s’agit donc d’un biais dans notre étude, ne permettant
pas d’assurer avec certitude la réalisation d’un marquage efficace des IC sur la lame chez les
patients classés IC 0.
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4.6 Limites de I'lHC

Ces différentes variables soulignent donc bien le probléeme majeur actuel qu’est I'absence de
consensus international concernant la technique immunohistochimique dans I'évaluation de
I’expression de PD-L1, posant un probleme de reproductibilité et de robustesse pour une
application clinique. Il s’agit ici du principal biais de notre étude, associé a son aspect
rétrospectif et a notre manque de puissance.

Ceci rappelle les mémes limitations retrouvées dans I'étude d’autres biomarqueurs tel que
p53 en IHC, aboutissant au développement d’autres techniques d’évaluation (86).

5. Autres biomarqueurs pronostiques et technigues de mesure en cours d’évaluation

D’autres marqueurs et techniques d’évaluation pouvant étre utilisés dans le cadre du
carcinome urothélial, en association avec I'expression IHC de PD-L1, sont en cours
d’évaluation.

5.1 Séquencage de ’ARN messager

Le séquencage de I’ARN messager pourrait jouer un réle dans la sélection des patients.

En effet, il a été montré dans I’étude IMvigor 210 que pour un certain phénotype tumoral
(luminal 11, selon la classification du TCGA — The Cancer Genome Atlas), la réponse tumorale
était meilleure. Dans le cas de I'étude Checkmate 275 portant sur le Nivolumab, la réponse
tumorale était meilleur en cas de sous type basal |. Le TCGA permet de classer les tumeurs en
fonction de leur profil d’expression moléculaire, afin d’individualiser des sous types
distincts parmi les tumeurs infiltrantes : « luminal », « basal » et « p53 like » (87).

D’autre part, dans une autre étude rétrospective comparant I'expression de I'’ARNm et
I’expression immunohistochimique de PD-L1, il a été montré une bonne corrélation entre ces
deux mesures de PD-L1 dans les TVNIM et TVIM (52). Il s’agit d’'une technique sensible, rapide
mais non utilisable a I’heure actuelle en routine.

Dans cette méme étude, dans le cas spécifique des TVNIM, I'expression de I’ARNm de PD-L1
était évaluée a 4,2% vs 60% dans les TVIM.

Les résultats de la littérature laissent penser que I'expression de PD-L1 évaluée via le
séquencage de son ARNm pourrait jouer un réle pronostic, mais les discordances dans ces
résultats nécessitent la réalisation de nouvelles études.
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5.2 Altérations génomiques et charge mutationnelle

Le carcinome urothélial de vessie est I'un des cancers répondant le mieux a 'immunothérapie
car il possede une importante charge mutationnelle.

Dans I'étude IMvigor 210 portant sur des TVIM, un nombre élevé d’altérations génomiques
était associée a une meilleure réponse et survie globale (40, 41). En effet, chez les répondeurs
au traitement, il avait été mis en évidence 12,4 mutations/Mb vs 6,4 mutations/Mb chez les
non répondeurs.

L’association de I'expression de PD-L1 en IHC, du séquengage génétique via le TCGA et de la
recherche de mutations permettrait donc d’apporter des informations complémentaires et de
sélectionner les patients potentiellement répondeurs au traitement par immunothérapie anti
PD-L1, I'objectif étant de limiter la toxicité et les colts liés au traitement.

Ceci nécessite d’étre étudié dans le cadre des TVNIM.
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CONCLUSION

Notre série rétrospective bicentrique étudiant la place de |'expression de PD-L1 par
immunohistochimie en tant que biomarqueur pronostic dans les TVNIM a haut risque
récidivant de fagon précoce apres traitement d’attaque par 6 instillations endo-vésicales de
BCG n’a pas permis de mettre en évidence de lien entre la positivité de PD-L1 et la récidive
tumorale vésicale apres BCG.

Elle souligne les limites de I’évaluation de I'expression de PD-L1 en immunohistochimie, ne
pouvant étre utilisée comme seul facteur pronostic dans le cadre des TVNIM et TVIM. D’autres
études portant sur 'association du séquencgage génétique et de la charge mutationnelle
devraient étre menées dans le cadre des TVNIM.

Le lien entre infiltrat inflammatoire et positivité de PD-L1 dans notre série nous permet
toutefois d’asseoir I'intérét d’associer a I'expression de PD-L1 I’évaluation de la densité de
I'infiltrat inflammatoire et des LT en tant que marqueur pronostic.

Enfin, nous avons pu mettre en évidence une intensification de I'expression de PD-L1 par les
cellules inflammatoires péri tumorales apres BCG thérapie, ceci confortant la pertinence des
protocoles a venir combinant des instillations endo-vésicales de BCG a un anticorps anti PD-
L1 dans la prise en charge des TVNIM a haut risque.
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RESUME

Introduction

Le BCG est le traitement de référence des tumeurs de vessie n’infiltrant pas le muscle (TVNIM) a
haut risque, avec un taux de récidive autour de 40%. Chez ces patients, deux problémes majeurs
existent : le manque de biomarqueur pronostic fiable et I'absence d’alternative thérapeutique
conservatrice efficace. Récemment I'immunothérapie par anticorps anti PD-L1 dans le cadre des
tumeurs de vessie infiltrantes a apporté des résultats prometteurs. L'expression de PD-L1 en
immunohistochimie en tant que marqueur prédictif de réponse thérapeutique reste néanmoins
controversée. L'objectif de notre étude était d’évaluer la place de PD-L1 en tant que biomarqueur
pronostic dans les TVNIM a haut risque récidivant de facon précoce apreés instillations endo-
vésicales de BCG.

Matériel et méthodes

Notre étude bicentrique (CHU de Rouen et CHU du Kremlin-Bicétre) rétrospective a inclus 186
patients présentant une TVNIM a haut risque survenue de novo de 2000 a 2015, traités par 6
instillations endo- vésicales de BCG, puis classés en deux groupes : bons répondeurs (n=148) et
mauvais répondeurs (n=38) au BCG, définis comme présentant une récidive tumorale précoce
apres le traitement d’attaque. Le lien entre la récidive tumorale et I'expression de PD-L1 en IHC
par les cellules tumorales et les cellules inflammatoires du stroma péri tumoral a été étudié, via
une variante du test exact de Fisher. Le lien entre I'expression de PD-L1 et I'infiltrat inflammatoire,
le stade tumoral et la progression de méme que I'évolution de PD-L1 entre tumeurs initiales et
récidives ont été étudiés.

Résultats

Pour un seuil de positivité de PD-L1 pour les TC >21%, 20,5% des patients MR étaient PD-L1 négatifs
contre 20% PD-L1 positifs (p=0,97). Les résultats étaient similaires pour les IC aux seuils 1% et 5%.
La positivité de PD-L1 par les IC (seuil >1%) était corrélée a la densité de l'infiltrat inflammatoire
péri tumoral (95,2% infiltrat dense vs 47,2% infiltrat faible, p<0,05), avec une hausse d’expression
de PD-L1 par les IC aprés BCG thérapie (p=0,006). L'expression de PD-L1 par les TC (seuil >1%) était
corrélée au stade tumoral initial, le stade pT1 marquant le plus I'anticorps (CIS vs pT1, p=0,023).

Conclusion

Notre étude n’a pas permis de mettre en évidence de lien entre la positivité de PD-L1 et la récidive
tumorale précoce aprés traitement d’attaque par instillations endo-vésicales de BCG. Le lien entre
infiltrat inflammatoire et positivité de PD-L1 dans notre série nous permet d’asseoir l'intérét
d’associer a I'expression de PD-L1 I’évaluation de la densité de l'infiltrat inflammatoire et des LT
en tant que marqueur pronostic. L'intensification de I'expression de PD-L1 par les IC aprés BCG
thérapie conforte la nécessité d’étudier les traitements combinés BCG/anticorps anti-PD-L1 dans
les TVNIM récidivant précocement apres BCG.

Mots clés : carcinome urothélial, BCG, PD-L1, marqueur pronostic.

N



