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Introduction bibliographique

. Généralités

a. Les cancers du sein.

1. Epidémiologie en France

Le cancer du sein est le premier cancer de la femme en termes d’incidence et de
mortalité avec 58.459 nouveaux cas estimés en 2018 pour 12.146 déces. Cette incidence
était plutot en baisse dans les années 2000, mais semble étre actuellement légérement en
hausse (+ 0,6% par an en moyenne) (1).

La diminution de I'incidence dans les années 2000 peut étre attribuée a un recul des
prescriptions des traitements hormonaux substitutifs de la ménopause, ainsi qu’a un effet de
« saturation » du dépistage, c’est-a-dire la diminution/stabilisation de I'incidence aprés la
hausse temporaire liée a I'instauration d’'un dépistage organisé (1).

En ce qui concerne la mortalité, celle-ci baisse régulierement sur la période de 1990 a
2018 (- 1.3%/ an), du fait d’avancées thérapeutiques majeures et d’un dépistage a un stade
plus précoce.

Prés de la moitié des cancers sont diagnostiqués chez la femme de 65 ans et plus, et

I’age médian au moment du décés par cancer du sein est de 74 ans (2, 3).

Les facteurs de risques associés au cancer du sein sont :

- L'age: moins de 10% des cancers surviennent a 40 ans et l'incidence augmente
régulierement jusqu’a 65 ans ;

- Des facteurs hormonaux : une vie hormonale prolongée (puberté précoce,
ménopause tardive, nulliparité, premier enfant tardif), la prise de contraceptifs oraux
et/ou d’un traitement hormonal substitutif.

- Des facteurs génétiques, comme les mutations des génes BRCA, responsables d’un
fort risque cumulatif de cancer du sein chez les personnes porteuses (65% et 45%
respectivement chez les femmes porteuses de mutation sur BRCA1 et BRCA2). Il existe
également des « prédispositions familiales » qui peuvent étre multifactorielles.

- Des facteurs environnementaux et comportementaux : radiations ionisantes, travail

de nuit, alcool, sédentarité/ alimentation, etc.
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- L’antécédent personnel de cancer du sein ou de cancer de l'ovaire et/ou de
I’endometre, ainsi que certaines mastopathies a risque, représentent également des

facteurs de risque (4).

2. Définitions morphologique, immuno-histochimique et moléculaire des différents
types de cancers du sein

Anatomopathologie, immunohistochimie.

Le terme « cancer du sein » regroupe une multitude d’entités clinico-pathologiques
avec des présentations, évolutions et pronostics trés différents. Les carcinomes infiltrants,
qguel que soit leur type, se développent, dans la grande majorité des cas, a partir de la cellule
luminale dans les unités ductulo-terminales.

En premier est déterminé le type histopathologique, a partir de ['analyse
morphologique : la majorité des cancers du sein est de type non spécifique (ex canalaire) (70-
80%), qui est un diagnostic par défaut, le deuxieme grand type de cancer étant le carcinome
lobulaire (10-12%) qui présente comme particularité d’avoir une expression anormale d’une
protéine d’adhésion, la E-cadhérine.

Des carcinomes plus rares sont décrits, souvent de bon pronostic: carcinomes
tubuleux, mucineux, adénoides kystiques, sécrétoires et anciennement les carcinomes
médullaires, rares (0.5%) et de présentation tres agressive mais de pronostic intermédiaire ;
ils sont maintenant considérés comme des carcinomes de type non spécifique « riches en
lymphocytes » (5).

Enfin, les carcinomes métaplasiques et lobulaires pléomorphes sont des carcinomes
agressifs.

Ensuite, le type de cancer est affiné apres détermination du statut des récepteurs
hormonaux (cestrogéne et progestérone) et du statut HER2, qui représentent des facteurs
pronostiques et surtout prédictifs de sensibilité aux traitements systémiques indispensables.

Le seuil de positivité pour les récepteurs hormonaux recommandé par I’American
Society of Clinical Oncology (ASCO) est de 1% de cellules marquées (marquage nucléaire) en
immunohistochimie. En France, le seuil retenu est de 10% de cellules marquées pour les
récepteurs a |I'cestrogene et a la progestérone (6, 7).

Pour I’évaluation du statut HER2, I’évaluation passe d’abord par I'immunohistochimie ;
un cas est considéré comme positif s’il présente un marquage membranaire complet et
intense dans plus de 10% des cellules tumorales invasives (10-15% des cas testés). Dans 20 a
25% des cas, le résultat du test est ambigu (2+) ; dans ce cas est effectué un contréle par une

technique d’hybridation in situ (8).
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Apres détermination du statut des récepteurs hormonaux et de HER2, le cancer peut
étre classé dans une des différentes catégories : hormono-dépendant +/- associé a HER2,
HER2+, triple-négatif. Ces différents types tumoraux ont pu étre précisés avec l'apport de la

biologie moléculaire (9).

Apport de la classification moléculaire.

Au début des années 2000, I'expansion de la biologie moléculaire a conduit a la
publication par Perou et coll. (10) et Sorlie et coll. (11) d’une classification des tumeurs du sein
selon leur expression génique, grace a une méthode bioinformatique de clustering hiérarchisé
non supervisé. Cette classification, appelée communément « classification moléculaire » ou
« classification de Pérou et Sorlie », est basée sur les niveaux d’expression de 1753 genes et
est constituée de 4 sous-types moléculaires : le sous-groupe luminal [caractérisé par
I’expression du gene du récepteur a I'cestrogene alpha (ESR1) ou RE et de génes associés a la
voie du RE], le groupe HER2 enrichi, caractérisé par la surexpression et I'amplification du géne
HER2, les tumeurs basal-like qui n’expriment ni les récepteurs hormonaux ni HER2, mais
expriment des genes liées aux cellules basales/myoépithéliales, et un groupe « normal breast-
like » dont I'existence a été trés débattue et qui semble surtout correspondre au tissu sain
présent dans des tumeurs peu cellulaires (10, 11).

Cette classification a ensuite été affinée, séparant notamment le groupe des tumeurs
luminales en tumeurs luminales A et B (les tumeurs luminales B ayant une expression du gene
du RE, ESR1, moins prononcée et une expression plus marquée des génes de la prolifération)
(12).

Enfin, cette classification est disponible de facon simplifiée, permettant son utilisation

en routine, par la signature PAM50 faite sur I'analyse de 50 génes, réalisable en RT-PCR (13).

Transposition a I'immunohistochimie.

Cette classification tumorale ayant des implications thérapeutiques et pronostiques,
son utilisation est recommandée ; néanmoins, elle nécessite un certain plateau technique qui
n’est pas forcément accessible.

La conférence de consensus de Saint Gallen de 2013 a proposé une classification de
ces tumeurs en fonction de criteres immunohistochimiques, reprise dans les
recommandations de I'ESMO sur la prise en charge des cancers du sein a stade précoce (14,
15) (tableau 1).
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Sous-type intrinséque Correspondance clinico-

pathologique

Luminal A « Luminal-A like »
RE positif
HER2 négatif
Ki67 bas (a interpréter selon les
valeurs médianes du laboratoire)
RP élevé (= 20%)
Si signature moléculaire évaluant le

risque de rechute : risque faible

Luminal B « Luminal-B like (HER2 négatif) »
RE positif
HER2 négatif
ET Ki67 élevé et/ou RP < 20% et/ou
haut risque de rechute déterminé par une

signature moléculaire

« Luminal B-like (HER2+) »
RE positif
HER2 positif
Quelles que soient les valeurs du
Ki67 et du RP
HER2 « HER2 + non luminal »
HER2 +

Absence d’expression des

récepteurs aux hormones

Basal-like Cancer du sein triple-négatif
Négativité des récepteurs aux
hormones et statut HER2 négatif

Expression cytokératines 5, 6, 14

(overlap d’environ 80% entre cancers du sein triple-négatifs et cancers basal-like,

mais le groupe triple négatif comprend aussi des sous-types n’exprimant pas les

marqueurs basaux et exprimant le Récepteur a I’Androgene) (16).

Tableau 1 : Table 1. Transposition de la classification moléculaire des cancers du sein a I'immunohistochimie d’apreés la

conférence de consensus de Saint Gallen (14) et I'EPU de pathologie mammaire 2018 (17)

Ainsi, méme si les cancers du sein triple-négatifs et les cancers dits « basal-like » sont

fréguemment associés, ces 2 termes ne sont pas strictement identiques.
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b. Particularités des cancers du sein triple-négatifs

1. Particularités cliniques

Les cancers du sein triple-négatifs représentent environ 15% des cancers du sein, et
présentent un profil particulier.

IIs touchent des femmes plus jeunes : age médian de survenue 53 ans vs 57.7 ans dans
les autres sous-types (18), et sont plus fréquents chez les patientes porteuses d’'une mutation
BRCA1. Il est a noter que les cancers décrits comme « moléculaires apocrine » surviennent
chez des patientes plus agées (19).

Ils sont en général d’'une taille plus importante que les autres sous-types, et plus
agressifs avec un grade tumoral élevé selon la classification de Elston et Ellis. Du fait de leur
agressivité, ils se présentent souvent comme des cancers d’intervalle, entre 2

mammographies.

Hazard Rate for Distant Recurrence
0.30-

0.254

Triple-negative
breast cancers

Hazard Rate
o
—
w

0.10

Non-triple-negative

0.05 breast cancers

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Years after Diagnosis

Figure 1 : hazard ratio du risque de récurrence pour les cancers du sein triple-négatifs vs les non triple-négatifs. Figure tirée
de Foulkes et al., Triple-Negative Breast Cancer, NEJIM 2010
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Le risque de rechute pour une tumeur détectée a un stade précoce est élevé
puisqu’environ 30% des tumeurs rechutent sous la forme métastatique ; la encore, |'atteinte
préférentielle diverge des cancers dits luminaux (atteinte osseuse classique) puisque I'on
retrouve plus fréquemment une atteinte viscérale (particulierement au niveau des poumons
et/ou du foie). Cette rechute survient majoritairement dans les 3 années suivant la prise en
charge initiale, et est exceptionnelle au-dela de 6 ans — les tumeurs luminales sont connues
pour une rechute plus tardive, avec des rechutes métastatiques pouvant survenir 10-20 ans

apres la prise en charge initiale (20) (figure 1).

2. Particularités biologiques

Le groupe des cancers du seins triple-négatifs regroupe des entités biologiques

extrémement hétérogénes.

Du point de vue histologique

Si les cancers du sein triple négatifs de type carcinome canalaire infiltrant sont
classiquement de mauvais pronostic, il n’en va pas de méme pour tous les types histologiques
présentant une négativité des récepteurs aux hormones et une absence d’amplification de
HER2. La part de CCl est d’environ 84% au sein des cancers dits « triple-négatifs » : les autres
histologies possibles sont les carcinomes métaplasiques, les carcinomes sécrétants, les
carcinomes adénoides kystiques, les carcinomes adéno-squameux et les carcinomes apocrines
avec des pronostics variables selon le type (cf figure 2).

Le plus souvent, les tumeurs triple-négatives de haut grade sont des carcinomes
infiltrants peu différenciés, sans structure glandulaire identifiable. Les cellules tumorales
présentent des atypies nucléaires nettes et peuvent s’organiser autour d’un centre fibreux et
nécrotique. Le stroma tumoral peut étre de 2 types : soit myofibroblastique (constitué de

fibroblastes a différenciation musculaire lisse), ou riche en lymphocytes (17).
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Cancers du sein triple négatifs
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Les cancers du sein de phénotype TN sont de types histologiques différents avec des pronostics différentes

Pour certains types : problemes de reproductibilité interobservateurs pour les tumeurs rares

Figure 2 : Diversité des types histologiques des cancers du sein triple-négatifs, diapositive issue du cours sur les cancers du sein

triple-négatifs, Gaétan Mac Grogan.

Du point de vue moléculaire

L'essor des technologie moléculaires a permis a de nombreuses équipes
d’étudier plus précisément les caractéristiques de ces tumeurs, mettant en évidence une forte
hétérogénéité au sein de I'entité « tumeur triple-négative ».

Ces cancers sont caractérisés par une tres grande instabilité chromosomique,
avec de nombreuses altérations du nombre de copies d’ADN de faible amplitude, réparties
sur 'ensemble du génome ; la présence de nombreux points de cassures le long de la fibre
chromatinienne traduit I'existence d’un défaut de réparation de I’ADN double brin. Dans une
étude génomique et transcriptomique menée par Curtis et al., les cancers du sein étaient
répartis en 10 clusters ; les cancers triple-négatifs étaient tres majoritairement répartis entre
le cluster 4, présentant une signature immune forte avec infiltrat lymphocytaire élevé, et le
cluster 10, de mauvais pronostic, caractérisé par une haute instabilité génomique et
quelques aberrations chromosomiques récurrentes (perte d’hétérozygotie 5qll,
amplifications 7p11.2 (EGFR), 7931 (caveolin 1), etc.) (21). Ces variations génomiques
induisent des modifications d’expression de certains genes a distance (activité TRANS), la
délétion 5g étant associée a une surexpression de genes contrélant le cycle cellulaire, la
réparation de I’ADN et I'apoptose — conférant aux tumeurs des capacités de prolifération

élevée (21).
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Au sein de la classification moléculaire intrinséque, les cancers du sein triple-négatifs
se retrouvent majoritairement (environ 75% des cas) dans le sous-groupe dit « basal » ; les
25% restants se répartissent entre les autres sous-types (5% luminal A, 2.5% luminal B, 8%
HER-2 enrichi et 9% dans le groupe « normal-like » dans une publication de Bertucci et al.,
(22)). Les carcinomes du groupe basal-like sont caractérisés par

e une sous-expression de ESR1 et des genes régulés par REc, de HER2 et de RA ;

e et une expression des génes de kératines de haut poids moléculaire (KRT5, KRT14

et KRT17 pour les cytokératines CK5, CK14, CK17 respectivement) ainsi que des
genes liés a la prolifération via I'activation de FOXM1, MYC et HIF1a (23).

La mutation la plus fréquente des carcinomes basal-like est la mutation de TP53 (80%) ;
ces cancers présentent également souvent une perte de RB1 et BRCA1 et une mutation de
PIK3CA (9%) (24).

Si les cancers du sein triple-négatifs ou les carcinomes basal-like ont été considérés
longtemps comme une entité unique, de nombreux auteurs se sont intéressés a les distinguer
au point de vue transcriptomique afin de mettre en évidence des différences de pronostic, et
surtout de rechercher des pistes thérapeutiques plus spécifiques.

Ainsi, Lehmann, Pietenpol et al. ont réalisé une analyse clusterisée de 587 cancers du
sein triple-négatifs et ont observé 6 principaux sous-types :

e 2 sous-types dits « basal-like 1 et 2 », caractérisés par un enrichissement en genes

liés au cycle cellulaire et a la réplication avec un index de prolifération élevé (70%
en immunohistochimie vs 42% pour les autres sous-types) ; le type 1 est caractérisé
par I'expression de génes liés a la réparation de I’ADN, tandis que le 2 exprime
fortement des facteurs de croissance ;

e un sous-type « immunomodulatory », caractérisé par I'expression de genes

impliqués dans la réponse immunitaire ;

e un « mesenchymal » et un « mesenchymal stem-like » ;

¢ un « luminal-androgen receptor » (25).

Apres micro-dissection et nouvelle analyse, les groupes « immunomodulatory » et
« mesenchymal stem-like » ont été supprimés de la classification par les auteurs, puisqu’ils
sont en réalité contaminés fortement par des cellules immunitaires et stromales,
respectivement (26). Cela montre néanmoins qu’il existe un sous-groupe important de

cancers du sein triple-négatifs avec fort infiltrat immunitaire.

Burstein et al. se sont également attachés a étudier les différents sous-types de cancer

du sein triple-négatifs, a partir du séquencage ARN de 198 tumeurs ; ils ont mis en évidence 4
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groupes — « Luminal/ Androgen Receptor », « mesenchymal », « basal-like immune
suppressed » (présentant le pire pronostic) et « basal-like immune-activated » présentant
une activation des voies de régulation immunitaire (réponse lymphocytaire T et B, cellules
NK, facteurs de transcription STAT, etc.) et ayant le meilleur pronostic. La encore, ces résultats
traduisent une forte implication du systéme immunitaire dans une grande partie des cancers
du sein triple-négatifs ; la présence d’une signature d’activation immunitaire confére le
meilleur pronostic, tandis qu’'un phénotype d'immunosuppression est associé au pire

pronostic (27).

Enfin, plus récemment, Jiang et al. ont réalisé une analyse « multi-omique » sur une
cohorte de 465 patientes asiatiques prises en charge a I’hopital de Shanghai (données de
séquencage type « whole exome sequencing », copy number alterations + séquencage ARN).
Leur travail met également en évidence 4 sous-types principaux de cancers du sein triple-
négatifs : LAR (luminal-androgen receptor), immunomodulatory, basal-like immune-
suppressed (BLIS) et mesenchymal-like. Les mutations ponctuelles retrouvaient des données
connues dans le TCGA, a savoir une prédominance des mutations TP53, mais avec une
répartition qui différait selon le sous-type (81% dans le sous-type immunomodulatory vs 61%
dans le sous-type LAR). Les altérations du nombre de copies d’ADN étaient également
différentes d’un sous-type a un autre (les plus fréquentes se trouvant dans le sous-type BLIS)
(28).

Ces sous-groupes de cancers triple-négatifs paraissent globalement reproductibles ;
dans une étude sur 550 cas de CSTN (issus des cohortes METABRIC et TCGA), Bareche et al.
ont reproduit le regroupement proposé par Lehmann et al. pour les sous-types basal-like 1,
immunomodulatory, luminal-androgen receptor (LAR), mesenchymal et mesenchymal stem-
like. lls ont pu également montrer que ces sous-types avaient des pronostics différents, le
sous-type « LAR » ayant le moins bon pronostic et le sous-type « immunomodulatory » le
meilleur pronostic. Enfin, au niveau mutationnel, le sous-type « LAR » était caractérisé par le
plus haut niveau de mutation (mutational burden). Les sous-types présentaient des profils
mutationnels différents, ainsi qu’un profil d’instabilité génomique différent notamment sur
des génes « driver » du cancer (29). Ces sous-types ont également des réponses différentes a
la chimiothérapie, le sous-type « basal-like 1 » ayant un plus fort taux de réponse histologique
complete (RHC) post-chimiothérapie néo-adjuvante quand les sous-types « basal-like 2 » et

« LAR » présentent les moins bonnes réponses (30).

Au total, les cancers du sein triple-négatifs définis « par défaut » sont en fait des
pathologies trés hétérogénes avec des profils moléculaires distincts ; certains sous-types ont

une signature immunitaire marquée.
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c. Prise en charge des cancers du sein triple-négatifs

1. Prise en charge des pathologies localisées

La prise en charge des cancers du sein triple-négatifs a un stade localisé repose sur la
chirurgie, la radiothérapie, et en cas de tumeur > 5 mm (stade > T1b) la chimiothérapie. Les
cancers du sein triple-négatifs étant une entité définie « par défaut » (absence des récepteurs
hormonaux et absence d’amplification de HER2), il n'y a pas a ce jour de traitements
complémentaires comme I’hormonothérapie ou les thérapies ciblées anti-HER2.

Le déroulement du traitement comprend de plus en plus fréqguemment une
chimiothérapie réalisée de facon néoadjuvante. Classiquement considérée comme une
modalité permettant d’augmenter le taux de chirurgies conservatrices ou de rendre opérables
certaines tumeurs inopérables d’emblée, sans pour autant améliorer la survie globale des
patientes, cette modalité est de plus en plus privilégiée ; elle est méme recommandée a partir
du stade T2 dans les cancers triple-négatifs (15). Elle permet en effet une évaluation «in
vivo » de la sensibilité de la tumeur a la chimiothérapie, ainsi qu’une évaluation pronostique
(ces points seront rediscutés plus bas) ; de plus en plus d’essais visent a améliorer une réponse
non compléte par I'ajout de thérapies adjuvantes, en espérant améliorer ainsi la survie des

patientes.

Chimiothérapie.

Les cancers du sein triple-négatifs sont généralement de plus grande taille au
diagnostic que les autres, et plus agressifs (> 75 % sont de grade 3 selon la classification
d’Elston et Ellis). IIs sont également tres chimiosensibles. L’ensemble de ces caractéristiques,
ainsi que I'absence de thérapie ciblée validée au stade précoce, rend la chimiothérapie quasi
systématique pour les stades > T1b et/ou N1 (en I'absence de contexte rendant la balance
bénéfices/risques défavorable tel que des comorbidités importantes, etc.), sauf dans les types
histologiques rares de bons pronostics (31). La chimiothérapie néo-adjuvante est la modalité
de traitement a privilégier pour les tumeurs > 2 cm et/ou N1 (15).

En France, le régime de chimiothérapie le plus utilisé est une succession de 2
protocoles, 3-4 cycles d’anthracyclines (Epirubicine ou Adriamycine) + Cyclophosphamide
suivis de 3 a 4 cycles de taxanes (Taxol hebdomadaire ou Docetaxel principalement). Dans
cette situation, I'utilisation de schémas dits « dose-dense » est de plus en plus privilégiée avec

une administration de Cyclophosphamide + anthracycline tous les 15 jours au lieu de 3
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semaines, et l'administration de Taxol hebdomadaire. L'utilisation de régimes de
chimiothérapie dits « dose-dense » a montré leur supériorité en adjuvant, et semble
également bénéfique en néo-adjuvant (32, 33).

D’autres modalités peuvent étre discutées, comme I'utilisation de sels de platine ; le
Carboplatine a montré une amélioration du taux de réponse histologique compléte (RHC) lors
de son utilisation dans des protocoles néo-adjuvants, sans que cet avantage ne se transforme
en amélioration de la survie globale. Son utilisation pourrait s’évaluer intéressante néanmoins
chez des patientes avec stade clinique avancé, facteurs de mauvais pronostic, ... mais reste
pour l'instant a I'appréciation du prescripteur (34).

Enfin, de nombreux protocoles évaluent actuellement [utilisation possible
d’inhibiteurs de PARP en néo-adjuvant ou adjuvant, ainsi que 'immunothérapie, du fait de
leur efficacité dans les situations métastatiques ; ces molécules ne sont pour l'instant pas

utilisées en routine clinique.

Lors d’'une RHC aprés chimiothérapie néo-adjuvante, le pronostic des cancers du sein
triple-négatifs est trés bon et rejoint celui des cancers du sein non triple-négatifs (cf. chapitre
[I1). En cas de maladie résiduelle, une chimiothérapie adjuvante complémentaire a base de
Capecitabine peut étre proposée suite a I'étude CREATX (35), une étude ayant cependant
qguelques limites puisque réalisée en Asie (donc résultats a reproduire sur des patientes
caucasiennes), avec environ 30% seulement de cancers du sein triple-négatifs.

Actuellement, plusieurs phase Ill sont en cours afin d’expérimenter des traitements
adjuvants dans le contexte de maladie résiduelle aprés chimiothérapie néo-adjuvante : essai
ECOG-ACRIN EA1131 aux Etats-Unis comparant I'utilisation de Xeloda a un platine, essais
d’'immunothérapie (NCT 02954874 avec le Pembrolizumab), etc. (34)

Chirurgie

Les indications chirurgicales sont les mémes pour les cancers du sein triple-négatifs
gue pour les autres types de cancers du sein.

La chirurgie conservatrice (mastectomie partielle, tumorectomie) pourra étre
proposée dans les cas de tumeurs de petite taille et/ou dans un sein de volume suffisant.
L’objectif est d’obtenir des marges de tissu sain d’au moins 2 mm pour l'in situ, et I'absence
de carcinome infiltrant au niveau de la berge ; |a chirurgie doit permettre un rendu esthétique
correct.

En cas de tumeur volumineuse, multifocale ou multicentrique ou de cancer

inflammatoire (T4d) ayant répondu a la chimiothérapie, une mastectomie totale sera réalisée.
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En cas de mutation BRCA1, les modalités peuvent étre discutées avec la patiente en
expliquant les risques et le suivi liés a la mutation, la mastectomie totale du sein atteint

associée a une mastectomie prophylactique faisant partie des options possibles (36).

Au niveau ganglionnaire, le ganglion sentinelle constitue la référence pour
I’exploration axillaire dans les cancers unifocaux T1/T2 et NO clinique, le risque de
lymphoedéme du bras étant bien moins important que dans les curages axillaires (inférieur a
10% pour le ganglion sentinelle vs 25% en cas de curage axillaire, voire méme 40% si curage
associé a une radiothérapie axillaire).

Le curage axillaire est réservé aux situations avec atteintes ganglionnaires cliniques
initiales, atteinte ganglionnaire post-chimiothérapie néo-adjuvante, échec de la technique du
ganglion sentinelle.

Actuellement, un curage axillaire complémentaire n’est plus recommandé chez les
patientes présentant une atteinte d’un a deux ganglions lors de la technique du ganglion
sentinelle, en cas de stade clinique T1/T2-cNO, de traitement chirurgical conservateur, et de
traitement adjuvant systémique, depuis I'essai ACOSOG-20011 (37).

Radiothérapie

Les modalités de la radiothérapie sont déterminées par les facteurs clinico-
pathologiques (stade clinique initial, atteinte ganglionnaire, age de la patiente, grade tumoral,
présence d’emboles vasculaires, CCIS étendu) et par le type de chirurgie réalisé. Les modalités
sont les mémes que pour les autres types de cancer du sein, méme si les cancers du sein triple-
négatifs rentrent souvent dans la catégorie a haut risque.

La radiothérapie du sein aprés chirurgie conservatrice est tres fortement
recommandée puisqu’elle réduit le risque de rechute (locale et/ ou a distance) de 15% a 10
ans, mais aussi le risque de mortalité par cancer du sein de 4% a 15 ans (38). La réalisation
d’un boost au niveau du lit tumoral améliore encore le pronostic local et est indiqué chez des
patientes de moins de 60 ans présentant des facteurs de mauvais pronostic : age < 50 ans,
tumeur de grade 3, présence d’emboles vasculaires, CCIS étendu, chirurgie non RO (si atteinte
des marges tres limitées et aprés discussion en RCP, la reprise chirurgicale devant étre
privilégiée dans cette situation) (39).

Dans certains cas, la dose du traitement peut étre réalisée avec moins de séances dans
le cadre d’une radiothérapie hypofractionnée ; cette technique est moins efficace que
Iirradiation standard et est donc privilégiée chez des patientes plus fragiles, avec des

pathologies a moindre risque de rechute (40, 41).
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Apres une mastectomie totale, une irradiation de la paroi peut étre proposée chez les
patientes a haut risque, c’est-a-dire les patientes avec atteinte ganglionnaire (> 4 ganglions
atteints mais a envisager également entre 1 et 3 ganglions atteints selon les autres facteurs
de risque), tumeur initiale au stade T3-T4, atteinte des marges de résection chirurgicale ; cette
irradiation réduit le risque de rechute locale et/ ou a distance de 10% a 10 ans, et de déces
par cancer de 8% a 20 ans (42, 43).

Enfin, au niveau ganglionnaire, une irradiation des aires ganglionnaires est conseillée
en cas d’atteinte ganglionnaire avérée ; l'irradiation axillaire étant trés morbide aprés un
curage, elle ne doit étre réalisée qu’en I'absence de curage ou si curage avec maladie
résiduelle. Les champs ganglionnaires discutés en RCP sont les aires axillaire, sus-claviculaire

et la chalne mammaire interne (44, 45)

2. Prise en charge des maladies avancées/ métastatiques

Au stade métastatique, les cancers du sein triple-négatifs présentent le moins bon
pronostic avec une survie médiane de 14.52 mois (IC 95% : 13.7 — 15.24), dans une étude
réalisée au sein de la cohorte francaise ESME (Epidémio-Stratégie Médico-Economique). Cette
méme étude montre I'absence de franche amélioration du pronostic au cours des derniéres
années, faute de développement de nouvelles thérapeutiques particulierement efficaces dans

ce sous-type (46), un constat renouvelé récemment sur la méme base de données (47).

La chimiothérapie reste le traitement principal dans cette situation, avec plusieurs
protocoles possibles. La monothérapie reste a privilégier, sauf en cas de nécessité d’obtention
d’une réponse rapide (notamment en cas de crise viscérale). Dans cette indication peuvent
étre utilisée une anthracycline, des taxanes, la Capecitabine, etc. (48) Récemment, I'étude TNT
a cherché a comparer I'utilisation de Carboplatine au Docetaxel dans une population de
patients avec tumeur triple-négative et/ou présentant une mutation germinale de BRCA 1 ou
2 ; le rationnel de I'étude reposait sur la fréquence accrue des défauts de recombinaison
homologue dans ces situations, qui pouvaient les rendre plus sensible a I'utilisation de sels de
platine. Une analyse de sous-groupe était planifiée initialement afin d’évaluer I'effet chez les
patientes porteuses d’'une mutation germinale BRCA, mais aussi dans les tumeurs ayant une
expression de BRCA1 altérée (faible présence d’ARN messager ou méthylation de BRCA) ou
un phénotype « BRCAness ». Cette étude ne retrouvait pas de supériorité du Carboplatine
versus Docetaxel dans la population globale de I’étude, mais mettait en évidence une franche
amélioration du taux de réponse globale (ORR 68% vs 33%) et de la PFS (6.8 mois vs 4.4 mois)
chez les patientes porteuses d’'une mutation germinale de BRCA (49). Au total, le Carboplatine

n’apparaissait pas moins efficace que le Docetaxel pour les cancers du sein triple-négatifs tout
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venant, avec une tolérance meilleure ; il apparait particulierement efficace chez les sujets

porteurs d’une mutation BRCA.

Les anti-angiogéniques ont montré un bénéfice modeste dans cette indication en 1°
ligne avec une amélioration du taux de réponse objective et de la survie sans progression, sans
amélioration de la survie globale (50). Le Bevacizumab peut étre proposé en association a une
chimiothérapie par taxanes (supériorité par rapport a I'association a la Capecitabine (51)),
mais n’est pas strictement recommandé du fait de I'absence de facteurs connus de réponse

au traitement (52).

Les inhibiteurs de PARP ont montré leur efficacité chez les patients porteurs d’une
mutation BRCA 1 ou 2 dans les études EMBRACA (Talazoparib) (53) et OlympiAD (Olaparib)
(54) et ont maintenant I’AMM dans les situations métastatiques avec mutation germinales (ou

somatiques pour Talazoparib).

Les cancers du sein triple-négatifs présentent une particularité : ils sont, en fait,
majoritairement quadruple-négatifs. Plus d’un tiers de ces tumeurs expriment en effet le
récepteur aux androgenes, qui peut étre sélectivement ciblé avec ['utilisation d’anti-

androgénes (pour I'instant dans le cadre d’essais cliniques) (55).

3. Cas particulier de 'immunothérapie.

L'essai IMpassion 130, testant I’Atezolizumab en combinaison avec le Nab-paclitaxel
chez des patientes avec cancer du sein triple-négatif métastatiques, a montré un bénéfice en
survie sans progression et survie globale chez un sous-groupe de patientes exprimant PD-L1,
conduisant en France a une ATU de cohorte (56, 57). Malheureusement, le taxane utilisé dans
IMpassion 130 était le Nab-paclitaxel ; la tentative de validation d’'un schéma tel qu’utilisé en
France a base de Paclitaxel s’est soldée par une étude négative, IMpassion 131 (58),
conduisant a l'arrét de I'ATU. Cependant, 2 autres études avec le Pembrolizumab ont
démontré récemment son efficacité, tant en situation métastatique (59) qu’en situation néo-
adjuvante (60). Si le Pembrolizumab n’est pas encore indiqué en France dans ces situations, il
a fait I'objet de 2 autorisations successives par la Food and Drug Administration (FDA) aux
Etats-Unis en novembre 2020 pour la situation métastatique, et trés récemment en juillet

2021 pour la situation néo-adjuvante.

Le fait que le cancer du sein triple-négatif soit le premier sous-type de cancer du sein

ou une immunothérapie est validée n’est pas un hasard; |'étude extensive du
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microenvironnement tumoral réalisé ces dernieres années a permis de montrer qu’il s’agit
d’un cancer particulierement immunogeéne. Le chapitre suivant va s’attacher a décrire plus en
détail I'immunité et le développement d’une réponse immunitaire dans le cancer, et le cas

particulier du microenvironnement tumoral des cancers du sein triple-négatifs.

Il. Le microenvironnement immunitaire de la tumeur.

a. Rappels fondamentaux sur 'immunité.

Le systéeme immunitaire joue un rdle majeur pour prévenir et/ou éradiquer les
infections mais aussi pour éliminer les cellules anormales et donc empécher 'apparition et/ou
la prolifération tumorale. Il se déclenche en présence de signaux particuliers : « pathogen
associated molecular patterns » ou PAMPS, « damages associated molecular patterns » ou
DAMPS, ou en cas de présence d’antigenes du non-soi.

2 types de réponses coexistent et se compléetent : 'immunité innée et I'immunité

acquise ou adaptative.

1. L'immunité innée

L’'immunité innée correspond a une réponse d’action immédiate et non spécifique de
I’agent pathogene ; elle repose sur la reconnaissance des signaux type PAMPs ou DAMPs par
des cellules disposant de récepteurs spécifiques, appelés « pathogen recognition receptors »
ou PRRs. Elle passe par des mécanismes humoraux (cytokines, complément, etc.) et par des
cellules (cellules « Natural Killer » ou NK, macrophages, granulocytes) dont I’action s’effectue
par contact direct (phagocytose, action lytique). Un autre role des cellules de I'immunité innée

est la présentation antigénique, principalement effectuée par les cellules dendritiques.
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Cellules polynucléées

Il s’agit de la famille des polynucléaires, se partageant en 3 catégories: les
neutrophiles, les éosinophiles et les basophiles. Les polynucléaires neutrophiles sont les plus
fréquents au niveau de la circulation sanguine ; ils ont un role de phagocytose et jouent un

role majeur dans l'inflammation aigué.

Cellules mononucléées

Les monocytes sont retrouvés dans le sang périphérique avant de migrer dans les
tissus ou ils se différencient en macrophages. Ces cellules sont essentiellement des cellules
phagocytaires mais elles peuvent dans certaines circonstances jouer le role de cellules
présentatrices d’antigéne.

Les cellules dendritiques ont comme fonction principale la présentation antigénique ;
elles captent des antigenes en périphérie, et les transportent vers les organes lymphoides
secondaires pour initier la réponse immunitaire.

Les lymphocytes NK (pour « natural killer ») reconnaissent des cellules tumorales ou

infectées, du fait de I'expression aberrante de molécules CMH de type | a leur surface.

2. L'immunité adaptative.

L'immunité adaptative est une réponse spécifique d’un antigéne, elle est plus longue
a se mettre en place mais est ensuite responsable d’'une mémoire permettant une réponse

plus rapide a réexposition. Elle est réalisée par les lymphocytes (essentiellement B et T).

Les lymphocytes T

Les lymphocytes T reconnaissent des antigénes présentés par des cellules
présentatrices d’antigenes ou CPA via le complexe majeur d’histocompatibilité (ou CMH) via
leur récepteur spécifique TCR (pour T-cell receptor).

Lors de la reconnaissance d’un antigéne, le TCR est associé au CD3, responsable de la
transduction du signal dans le lymphocyte. Il existe 2 grands types de TCR: aB (largement
majoritaire) et y6 (< 10% des cellules ; role frontiere entre immunité innée et adaptative).

Les lymphocytes T classiques aff se différencient dans le thymus et peuvent présenter
la molécule CD4 (lymphocytes auxiliaires) ou la molécule CD8 (lymphocytes cytotoxiques) qui
précise leur fonction. Enfin, certains lymphocytes expriment également les molécules CD56 et

CD16 pour un phénotype de lymphocytes T NK.
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Certains lymphocytes sont dits régulateurs; leur fonction physiologique est
d’empécher la reconnaissance d’antigenes du soi par les lymphocytes T effecteurs et donc
d’éviter la destruction du « soi » tel qu’on peut le voir dans les pathologies auto-immunes.

Ces lymphocytes T expriment le phénotype CD4+, CD25+ et FOXP3.

Les lymphocytes B

Les lymphocytes B reconnaissent I'antigene qui leur est spécifique sans intermédiaire
(pas de présentation avec une molécule de CMH) via leur immunoglobuline de surface qui
joue le role de récepteur (BCR pour B-cell receptor) ; ils représentent 5 a 15% des lymphocytes
circulants.

Apres activation, les lymphocytes B se différencient en plasmocytes qui sécrétent des
anticorps.

Les lymphocytes B sont caractérisés par I'expression de la protéine CD19 a leur surface.

b. Le microenvironnement immunitaire dans les cancers

1. Le changement de paradigme : d’une cellule isolée a une tumeur au sein de son

microenvironnement.

Le cancer a longtemps été considéré comme une pathologie avant tout clonale, ne
tenant pas compte des interactions potentielles avec son environnement, et dont les
caractéristiques étaient I'acquisition progressive par les cellules tumorales de 6 compétences :
indépendance vis-a-vis des facteurs de croissance, insensibilité aux signaux inhibiteurs,
résistance a la mort cellulaire programmeée, réplication illimitée, effet pro-angiogénique et
capacité d’invasion et de métastases (61).

Une meilleure compréhension de la tumeur en tant « qu’organe » a part entiére, ayant
des interactions complexes avec son environnement, a conduit a la prise en compte du
microenvironnement tumoral et des populations cellulaires le supportant : fibroblastes,
cellules endothéliales, péricytes mais aussi et surtout des cellules du systéeme immunitaire
(62) (figure 3 : les Hallmarks du cancer par Hanahan et Weinberg, revus en 2011).

Les tentatives de traitement du cancer par de I'immunothérapie ne sont pas nouvelles,
le premier vrai traitement d'immunothérapie ayant été I'administration d’interleukine 2 (IL-2,
un facteur de croissance des lymphocytes T) avec un taux de réponse compléte de 5 a 10% et
un taux de réponse globale de 16 a 20% chez les patients atteints de mélanomes ou cancers

rénaux (63, 64). Presque 20 ans plus tard et aprés divers essais autres (interleukines, vaccins,
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virus oncolytiques, ...), I'arrivée des inhibiteurs de checkpoints immunitaires a bouleversé la
prise en charge des patients atteints de mélanomes et de cancers du poumon non a petites
cellules (65, 66) et s’étend progressivement a de nombreuses autres localisations (ORL,

cancers urothéliaux, cancers du sein triple-négatifs, ...).

Sustaining proliferative Emerging Hallmarks
signaling
: -

Deregulating cellular a Q Avoiding immune
energetics destruction

Inducing
angiogenesis

Genome instability Ny > Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Figure 3 : les 6 "hallmarks" ou compétences du cancer proposées en 2000 et les 4 nouvelles compétences prises en compte,

Enabling replicative
immortality

Hanahan and Weinberg, "Hallmarks of cancer : the next generation", Cell 2011

2. Bases de I'immunité anti-tumorale

Le systéme immunitaire était suspecté depuis longtemps d’étre un acteur impliqué
dans le développement d’'une tumeur solide ; Dunn et al. proposent en 2004 la théorie de

I'immunoédition ou « les 3 E » de la réponse anti-tumorale (67) (figure 4) :

e Elimination : 1% phase, pouvant permettre I’élimination totale des cellules anormales et
empécher le développement d’une pathologie tumorale. Les cellules de I'immunité innée
détectent des signaux de danger et initient une réponse anti-tumorale, avec recrutement
cellulaire, productions cytokiniques, libération d’antigenes et donc présentation
antigénique et recrutement des cellules de I'immunité adaptative aux propriétés
effectrices (cf paragraphe suivant).

e Equilibration : Mise en place d’un équilibre dynamique, entre les cellules tumorales ayant
réussi a survivre a la premiére phase et les cellules du systeme immunitaire. Cette phase
peut théoriquement durer plusieurs années.

e Echappement : les cellules tumorales parviennent a se développer malgré la présence du
systéme immunitaire, en développant des capacités pour échapper a la détection et/ou a

la destruction induite par le systéme immunitaire (mécanismes listés ci-dessous).
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Figure 4 : Les 3 Es de la réponse immunitaire anti-tumoral, figure tirée de I'article "The 3 Es of Immunoediting" de Dunn et al.

Développement d’une réponse lymphocytaire anti-tumorale.

La tumeur va exprimer et/ou libérer des néo-antigénes, qui vont étre reconnus par les
cellules du systeme immunitaire inné. Parmi elles, les cellules dendritiques vont capturer les
antigeénes afin de les processer et de les présenter a leur surface, complexés au CMH, tout en
migrant vers les ganglions lymphatiques (étapes 1 et 2 sur la figure 5). Les antigénes y sont
ainsi présentés aux lymphocytes T CD4 et TCD8 qui les reconnaissent via leur TCR (étape 3,
figure 5).

La rencontre d’'un TCR avec son antigene aboutit a la formation d’une synapse

immunologique qui aboutit a I'activation du lymphocyte par 3 types de signaux :

e Un signal de stimulation passant par la protéine transmembranaire CD3, complexée au
TCR;

e Un signal de costimulation indispensable a I'activation du lymphocyte, dont I'étude a
permis le développement des premieres immunothérapies anti-tumorales réellement
efficaces (anti-CTLA4, anti-PDL1).

e Un renforcement de la réponse médié par des cytokines.
Le lymphocyte T activé se déplace vers la tumeur (étape 4, figure 5) et infiltre celle-ci

(étape 5, figure 5), reconnait sa cible (étape 6, figure 5) et la détruit (étape 7, figure 5), libérant

d’avantage d’antigénes tumoraux (68).
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Figure 5 : le cycle de I'immunité anti-tumorale (description dans le paragraphe ci-dessus), Chen and Mellman, "Oncology meets

immunology : the Cancer-Immunity Cycle"(68)

Freins au développement de la réponse anti-tumorale ou « échappement » des 3Es.

Le systeme immunitaire joue un réle dans la réponse anti-tumorale, et pendant
longtemps la progression tumorale a été percue comme un « simple » échappement de la
tumeur a I'action du systeme immunitaire.

La progression tumorale d’'un point de vue immunologique est bien sir plus
complexe que cela, car la tumeur est a la fois capable d’échapper a la vigilance du systeme
immunitaire, mais également de détourner ses fonctions immunorégulatrices/
immunosuppressives a son avantage.

Dans un article intitulé « surveillance immune antitumorale et échappement », F.
Ghiringhelli propose de résumer les mécanismes d’échappement en 2 grandes catégories :

immunosélection et immunosubversion (69).

L'immunosélection est la sélection, par le systeme immunitaire, de cellules tumorales

a faible immunogénicité — en effet, ce sont les seules a survivre puisqu’elles ne peuvent pas
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étre détruites par les cellules cytotoxiques du systeme immunitaire. Il existe plusieurs facons
pour les cellules tumorales de ne plus étre reconnues par le systéme immunitaire :
= Absence de reconnaissance par les cellules T cytotoxiques par perte de TAP1 ou des
molécules du CMH de classe 1 et/ou perte de la capacité de réponse a I'lFNy, ou perte
de I'expression des antigénes tumoraux a leur surface ;
= Perte de la reconnaissance par les cellules NK par perte des ligands activateurs de ces
cellules (69).

L'immunosubversion, de plus en plus largement étudiée, est le détournement des
fonctions du systéme immunitaire par la tumeur avec la création d’un microenvironnement
hautement immunosuppressif. Les cytokines sécrétées par la tumeur recrutent des cellules
telles que T régulateurs (Tregs), cellules myéloides suppressives (MDSCs pour myeloid-derived
suppressor cells), etc. mais contribuent également a induire un switch phénotypique des
cellules déja en place : par exemple, macrophages et neutrophiles passent d’'un phénotype de
type 1 (effecteurs cytotoxiques du systéme immunitaire) a un type 2, immunosuppressif. Ces
cellules immunosuppressives recrutées ou induites contribuent a I'entretien de cet
environnement en sécrétant a leur tour des cytokines immunosuppressives.

Plus qu’un réle immunologique, cet environnement posseéde de nombreuses fonctions
pro-tumorales :

e Promotion de 'invasion tumorale,
e Préparation des niches métastatiques,
e Promotion de la transition épithélio-mésenchymateuse,

e Induction de I'angiogenése, etc. (70)

La présence de ces cellules immunosuppressives pourrait expliqguer en partie les
échecs des immunothérapies actuelles; le développement de molécules pour cibler cet
environnement, ou |'utilisation de molécules existantes (acide tout trans-rétinoique, sunitinib,

etc.) fait I'objet de nombreuses études cliniques.

c. Le microenvironnement immunitaire du cancer du sein triple-négatif

Le cancer du sein a longtemps été considéré comme une tumeur faiblement
immunogene, du fait d’un infiltrat lymphocytaire moins marqué que des tumeurs comme les
cancers du poumon ou les mélanomes. Néanmoins, le cas du cancer du sein triple-négatif a
fait l'objet de nombreuses études du fait d’une plus forte immunogénicité.

En effet, de 4.4 a 10.6 % (voire 30%) des cancers du sein triple-négatifs sont considérés
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comme a prédominance lymphocytaire (« lymphocytes predominant breast cancer » ou
LPBC), traduisant un infiltrat considéré a plus de 50 ou 60% (selon les études) de cellules
lymphocytaires (71-73), quand cela ne concerne que 5.4 % des cancers du sein tous sous-types
confondus, et 2.9% des tumeurs hormono-sensibles (74). Il est a noter que dans le mélanome,
le taux de tumeur a prédominance lymphocytaire atteint moins de 20% des tumeurs, contre
35% de tumeur présentant une absence totale d’infiltrat.

Cette plus forte immunogénicité est partiellement expliquée par une instabilité
génomique plus importante du sous-type triple-négatif par rapport aux sous-types luminaux,
avec la génération théorique d’'un plus grand nombre de néo-antigénes susceptibles de

déclencher la réponse immunitaire (75).

1. Role pronostique, role prédictif

Cet infiltrat lymphocytaire plus marqué constitue a la fois un outil pronostique et un
outil prédictif de la réponse au traitement néo-adjuvant.

Sur le plan pronostique, I'abondance de l'infiltrat lymphocytaire est corrélée a une
meilleure survie sans rechute et a une meilleure survie globale chez les patientes atteintes de
tumeurs triple-négatives (76). Cette amélioration du pronostic est visible aussi bien lorsque
I'on sépare l'infiltrat en plusieurs groupes (infiltrat faible, moyen, élevé) que lorsque I'on
utilise la variable « TILs » comme une variable continue (73). Les TlLs ont un réle pronostique
lorsqu’ils sont mesurés sur la biopsie avant traitement néo-adjuvant, mais également
lorsqu’ils sont présents sur la piece opératoire avant traitement adjuvant (71) ou sur le résidu
tumoral aprés traitement néo-adjuvant, ol leur réle pronostique est particulierement marqué
dans les tumeurs a plus haut risque de rechute (persistance d’une atteinte ganglionnaire et/ou
résidu tumoral > 2 cm) (77, 78). Dans les autres sous-types tumoraux, les TILs ont été associés
a une meilleure survie sans rechute dans les tumeurs HER2+ dans |'étude de Denkert et al.
(73) ; le role des TILs dans les tumeurs hormono-dépendantes est moins clair, I'étude de
Denkert et al. retrouvant un role délétére des TlLs sur la survie globale, tandis que Loi et al.
ne retrouvent pas d’association significative des TILs avec le pronostic chez ces patientes (72,
73).

Toujours pour les tumeurs triple-négatives, I'abondance de TILs dans la biopsie avant
traitement néo-adjuvant conventionnel est systématiquement corrélée a une meilleure
réponse a la chimiothérapie et a I'obtention d’'une réponse compléte histologique (ou « pCR »,

pathologic complete response) (79-81).
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2. Principaux acteurs immuns

Comme vu plus haut, I'environnement immunitaire de la tumeur est complexe et peut
étre composé d’acteurs aussi bien effecteurs de la réponse immune anti-tumorale, que
d’acteurs immunosuppressifs permettant I'induction d’une tolérance de la tumeur, comme
représenté sur la figure 6. L'ensemble de ces interactions peut donc difficilement étre capturé
par une mesure « simple » de l'infiltrat lymphocytaire au sein du stroma et/ou de la tumeur,
ce qui a conduit certains auteurs a proposer une analyse plus poussée du
microenvironnement : marquage de cellules spécifiques (T CD8+, T CD4+, expression de
FOXP3 seule ou associée aux marquages CD4/CD25 des lymphocytes T régulateurs, CD163 ou

CD68 pour les monocytes/ macrophages, etc.).

TILs in Cancer
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Figure 6 : les différents types cellulaires a I'ceuvre dans le microenvironnement tumoral et leur réle, image tirée de Salgado et
al.(82)

Populations lymphocytaires du microenvironnement des CSTN
Les lymphocytes T CD8+, une fois activés, se différencient en lymphocytes T

cytotoxiques ayant la capacité de détruire les cellules tumorales. Leur présence est retrouvée

dans environ 60% des CSTN (74), a des degrés variables, et est associée a un bon pronostic
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(83, 84). Les lymphocytes T CD4+ représentent une population extrémement hétérogene avec
de nombreuses fonctions. Les lymphocytes T régulateurs, définis par un phénotype
CD4+CD25+FOXP3+, sont connus pour réguler et supprimer la réponse immunitaire; ils
devraient en théorie étre associés a un pronostic défavorable. Néanmoins, leur recrutement
est probablement augmenté sur des sites de réponse immunitaire, comme « rétrocontrole »,
rendant leur présence de bon pronostic (74, 85). Enfin, les lymphocytes B sont également
présents et sont corrélés a l'infiltrat lymphocytaire global, l'infiltrat en TCD4 et TCDS ; leur

présence signe un meilleur pronostic (86, 87).

Populations myéloides du microenvironnement des CSTN

Les populations myéloides présentes au sein du microenvironnement tumoral
des CSTN sont globalement associées a un mauvais pronostic, méme si leur role est moins
étudié a ce jour. Les macrophages associés a la tumeur (TAM pour « tumor-associated
macrophages ») sont connus pour étre de 2 types : type 1, effecteur de la réponse immune et
impliqué dans la présentation antigénique, et type 2, associés a la suppression immunitaire,
I’angiogeneése et la progression tumorale — identifiés entre autres marqueur par le CD163.
Dans le cancer du sein triple-négatif, les macrophages recherchés en immunohistochimie par
I’expression de CD68 ou CD163 ont un rble pronostique mal définis, tantoét de mauvais
pronostic (88), tant6t de bon pronostic (89). Cela est probablement dii au fait qu’il existe un
continuum entre les phénotypes M1 et M2, et qu’il est aujourd’hui difficile de différencier ces
2 phénotypes en routine clinique (90). Les neutrophiles intra-tumoraux sont également
associés a un mauvais pronostic, de méme que le ratio neutrophiles/lymphocytes au niveau
sanguin (91, 92).

3. Méthodes de caractérisation du microenvironnement

Anatomo-pathologie et immunohistochimie

Le microenvironnement tumoral est un milieu complexe, dont les premiéres
approches pour le caractériser consistaient en un compte lymphocytaire au niveau du stroma
et/ou de la tumeur sur des lames tumorales HES.

Ces approches sont aujourd’hui bien codifiées par I'International TILs Working Group
afin d’harmoniser les pratiques et de limiter au maximum la variabilité inter-pathologiste :
sélection de la zone tumorale, type de cellules a prendre en compte, localisation (stromale

essentiellement, vs tumorale), méthode de quantification (variable continue en pourcentage
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plutdt qu’une variable binaire élevée vs basse); plus récemment, des indications sur
I’évaluation des TILs sur le résidu tumoral apres chimiothérapie ont été ajoutées (82, 93).

Le compte total de linfiltrat en lymphocytes n’est cependant pas suffisant pour
rendre-compte des interactions de la tumeur avec son microenvironnement : ainsi, les
différents acteurs du systeme immunitaire peuvent étre détaillés via des marquages immuno-
histochimiques (anticorps anti-CD3, CD8, CD4, etc.).

Etude du transcriptome

Plus récemment, la réponse immunitaire a fait I'objet d’études s’intéressant au
transcriptome des tumeurs et de leur stroma. Ainsi, Denkert et al. ont mené une étude
s’intéressant a des TlLs sur des biopsies de patientes ayant des CSTN et des cancers du sein
HER2+ ; ils retrouvaient une corrélation entre l'infiltrat lymphocytaire et I'expression de
mMARN aussi bien associés a l'activation immunitaire (CXCL9, CCL5, CD8A, CD80, CXCL13,
IGKC2, CD21) qu’a I'immunosuppression (IDO1, PD1, PDL1, CTLA4, FOXP3). Les TILs comme
I'activation de tous ces mARN étaient corrélés a |'obtention d’une réponse complete
histologique (80).

L'analyse transcriptomique permet d’obtenir de nombreuses informations; le
développement de techniques de pointe comme le Nanostring a comme avantage |'obtention
de données reproductibles et moins soumises a des variations d’interprétation. Les
inconvénients sont les colits des techniques, et le fait qu’une activation de la transcription
n’est pas forcément traduite par une meilleure représentation de la protéine. L'apport des

données transcriptomiques fait I'objet d’un paragraphe détaillé dans le chapitre 4.

Imagerie multiplexe

Une approche spatiale est également envisagée pour mieux appréhender
I’organisation de la réponse immunitaire au sein de la tumeur ; Keren et al. ont par exemple
développé un scanner multiplexe et ont effectué une description de I’environnement
immunitaire de tumeurs triple-négatives. L’'utilisation d’une imagerie multiplexe permettait
notamment de trouver 2 modes d’organisation de la réponse immunitaire
(compartimentalisée/ dispersée au sein de la tumeur), impactant le pronostic des patientes
(le pronostic étant meilleur lorsque la réponse tumorale s’organisait de facon
compartimentée au niveau du front d’invasion tumoral). Ce type de scanner permet
également de réaliser des marquages simultanés et d’étudier de facon plus efficaces les

différentes populations en place ; les auteurs ont constaté que la composition de l'infiltrat
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immunitaire était corrélée a son abondance (plus l'infiltrat est dense, plus il est riche en
lymphocytes ; moins il est dense, plus il contient des macrophages) (94). Gruosso et al. ont
utilisé la technigue de micro-dissection laser pour étudier spécifiquement les fonctions et
pronostics des populations cellulaires du microenvironnement en fonction de leur localisation
(épithéliale, stromale) (85). Plusieurs types d’'imageries multiplexes sont actuellement mises

au point.
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IIl. Traitement néo-adjuvant: évaluation de la réponse et

particularités des cancers du sein triple-négatifs.

a. Evaluation de la réponse aprés chimiothérapie néo-adjuvante.

Apres chimiothérapie néo-adjuvante, la réponse peut étre évaluée par examen
clinique ou imagerie, mais c’est I’évaluation de la réponse lors de I'examen histologique de la
piéce opératoire (sein + aire ganglionnaire axillaire homolatérale) qui est la méthode la plus
précise. Plusieurs scores existent pour évaluer la réponse au traitement.

La piece opératoire arrive au laboratoire orientée par le chirurgien ayant réalisé
I’exérese. Elle est alors mesurée et encrée (une couleur différente sur chaque face) afin de
permettre une évaluation précise des marges. Apres fixation, la piéce est coupée en tranches
de 3-5 mm.

En cas de présence d’un reliquat tumoral, I'examen histologique comprendra en
premier lieu la mesure du grand axe tumoral ainsi que la distance minimale aux berges en
millimetres. L’'examen s’attachera aussi a déterminer le type histologique (cohérence avec la
biopsie pré-traitement ?), le compte mitotique, la cellularité de la tumeur résiduelle, la
présence de carcinome in situ, la présence d’emboles vasculaires. En I'absence de reliquat
visible macroscopiquement, la piece sera échantillonnée de la facon la plus exhaustive
possible. S'il persiste un reliquat a I’'analyse microscopique, celui-ci sera mesuré ; en I'absence
de reliquat seront recherchés des signes de remaniements inflammatoires, notamment au
niveau ganglionnaire (95), et la présence d’un éventuel clip.
réponse au traitement. En effet, de nombreuses classifications existent et étaient utilisées
simultanément, avec des définitions de la RHC différentes, avec des variations constatées sur
le pronostic. Ces recommandations préconisent tout particulierement la classification ypTN
de I’AJCC et I'utilisation du score residual cancer burden (RCB) du MD Anderson (ou au moins,
la description des différents items nécessaires au calcul du score) (96, 97).

Les scores décrits ci-dessous étaient ceux régulierement utilisés a l'institut Bergonié

lors de la prise en charge des patientes de la cohorte.

1. Classification de Chevallier

La classification de Chevallier étudie la réponse sur le sein et les ganglions

lymphatiques. Elle est composée de 4 classes :
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= Classe 1: rémission compléte = disparition tumorale compléte macroscopique et
microscopique dans le sein et 'aisselle.

= Classe 2 : carcinome in situ, pas d’atteinte ganglionnaire.

= Classe 3 : carcinome invasif avec altération stromale.

=> Classe 4 : rares altérations ou absence d’altérations des cellules tumorales.

La classe 2 est également considérée comme une rémission compléte. La classe 3 est
une classe tres hétérogene comprenant aussi bien de bonnes répondeuses avec un reliquat

minime et altéré, que des patientes avec une régression tumorale de moins de 50% (98).

2. Score de Sataloff

Le score de Sataloff étudie également la réponse sur le tissu mammaire et les ganglions
lymphatiques. Pour le sein comme pour les ganglions, la réponse est déclinée en 4 items de A
aD.

Sein :
TA : effet thérapeutique total ou pratiquement total.
TB : effet thérapeutique supérieur subjectivement a 50%.

TC : moins de 50% d’effet thérapeutique mais effet évident.

R Y

TD : pas d’effet thérapeutique.

Ganglions :

NA : effet thérapeutique évident, pas de métastases.
NB : pas d’effet thérapeutique, pas de métastases.

NC : aspects d’effet thérapeutique, mais présence de métastases.

RV Y

ND : pas d’effet thérapeutique, métastases viables.

Cette classification tient compte de I'effet thérapeutique. Les auteurs ont mis en
évidence une survie prolongée des patientes présentant une réponse histologique compléte
(99).

3. Score RCB du MD Anderson.

S’il apparaissait de plus en plus que la réponse histologique compléte était un facteur
de bon pronostic, il manquait néanmoins un score fiable et reproductible pour évaluer le

pronostic a I'issue d’un traitement néo-adjuvant.
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En 2007, Symmans et al. proposaient leur score « residual cancer burden » ou RCB
comme une évaluation pronostique reproductible de la réponse apres traitement systémique.
Ce score était construit a partir de plusieurs données associées de facon significative au
pronostic, de facon indépendante : les 2 plus grandes dimensions de la tumeur résiduelle, Ia
proportion du lit tumoral présentant du carcinome invasif, le nombre de ganglions positifs
et le diameétre de la plus grande métastase ganglionnaire. Le score obtenu permet de classer
les patients en 4 catégories : RCB 0 qui correspond a la réponse histologique complete, RCB |
(résidu minimal, dont le pronostic semble proche de la réponse compléte histologique) ; RCB
Il (résidu modéré) et Il (résidu extensif) (100).

10 ans plus tard, les auteurs validaient I'intérét pronostique et la reproductibilité de
leur score sur plusieurs cohortes néo-adjuvantes sur les différents sous-types de cancers du
sein ; pour les cancers du sein triple-négatifs ou aux récepteurs hormonaux positifs (non
HER2), le RCB apparaissait comme un facteur pronostique indépendant dans les modeéles
multivariés (101).

Ce score peut étre calculé en ligne : www.mdanderson.org/breastcancer RCB.

b. Cas particulier de la réponse histologique compléte (RHC)

1. La RHC dans les cancers du sein

La réponse compléte histologique désigne I'absence de maladie invasive résiduelle
aprés chimiothérapie néo-adjuvante ; sa définition exacte a fait 'objet de nombreux débats.
Elle est acceptée depuis 2014 comme « surrogate marker » par la Food and Drugs
Administration (FDA) pour les essais cliniques en néo-adjuvant (102).

Elle est définie par la stadification ypT0/is, ypNO selon I’AJCC (96, 97), soit I'absence de
maladie invasive résiduelle au sein du parenchyme mammaire et des ganglions axillaires. La
présence de carcinome in situ a longtemps fait débat, et certaines études ont retrouvé un réle
pronostique défavorable de I'in situ comme Von Minckwitz et al. (103); néanmoins cette
différence n’étant pas significative sur la survie globale, la présence d’in situ est acceptée dans
la définition de la réponse compléte histologique (104). La présence d’une atteinte
ganglionnaire a par contre montré a de nombreuses reprises un pronostic moins favorable.

Le role de la réponse histologique compléete semble varier selon les sous-types ;
I'amélioration de la survie globale chez les patientes en réponse compléte était surtout
montrée chez les patientes avec des sous-types agressifs et non luminaux. Plusieurs études
montrent ainsi une amélioration de la survie globale chez les patientes avec cancer du sein

triple-négatif (Choi et al., (104)), triple-négatif et HER2 amplifié non luminal (Von Minckwitz
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et al., (103, 105)), et une amélioration de la survie sans évenements pour les patientes avec
cancer du sein triple-négatif, HER2 non luminal, luminal B/HER2 amplifié (Bonnefoi et al.
(106)).

2. La RHC dans les cancers du sein triple-négatifs.

En 2008, I'étude de Liedtke et al. confirmait un taux plus important de réponse
compléte histologique (définie selon la définition actuelle, ypTO/is ypNO) chez les patientes
avec cancers du sein triple-négatifs par rapport aux autres : 22% vs 11%, OR 1.53 (1C95 1.03 -
2.26, p=0.034) (107). Ce taux était méme en-dessous de ce qui est observé aujourd’hui, plutot
autour de 30%, ce que les auteurs expliquent par I'absence d’utilisation de taxanes chez la

moitié des patientes.
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Figure 7 : Survie globale en fonction de la réponse a la chimiothérapie néo-adjuvante et du sous-type histologique. pCR :
pathologic Complete Response, TNBC : triple-negative breast cancer, RD : residual disease. Figure tirée de Liedtke et al., JCO
2008 (107).

Plus encore, les auteurs observaient dans leur publication que si le pronostic global des
cancers du sein triple-négatifs était moins bon, et a court terme, que les autres sous-types,
cela n’était pas vrai pour les patientes en réponse histologique compléte apres chimiothérapie

néo-adjuvante qui avait un pronostic similaire aux autres sous-types en réponse compléte (cf.
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figure 7). Les cancers triple-négatifs avec maladie résiduelle avaient en revanche une survie
bien moins bonne que les autres sous-types non en réponse compléte, un constat réalisé

également dans un article de Choi et al. (104)

c. Autres facteurs pronostiques histologiques apres chimiothérapie

néo-adjuvante.

1. Facteurs histopathologiques « classiques ».

D’autres facteurs ont été associés au pronostic aprés traitement néo-adjuvant ; la
revue des Dr Penault-Llorca et Radosevic-Robin réalisée en 2016 cite ainsi principalement le
Ki67, mais aussi le grade tumoral, le compte mitotique, et le statut des récepteurs
hormonaux apreés traitement (le cas échéant) (95).

Le Ki67 de la maladie résiduelle a en effet été beaucoup étudié, et I’équipe de Sheri et
al. améme proposé son inclusion au RCB dans un index intitulé « Residual Proliferative Cancer
Burden » ou RPCB. En effet, dans leur étude conduite sur 220 patientes atteintes d’un cancer
du sein traité par chimiothérapie néo-adjuvante (tous sous-types confondus), le Ki67 était un
facteur pronostique indépendant pour la survie ; un score combiné avec le Ki67 et le RCB
permettait d’encore mieux discriminer les patientes de ce groupe. Des analyses exploratoires
de sous-groupes semblaient méme montrer une discrimination plus importante pour les
tumeurs avec absence de récepteurs hormonaux, sans néanmoins préciser la part de tumeurs
triple-négatives dans cette population (108). Néanmoins, si d’autres études avaient
également mis en évidence ce role pronostique du Ki67 de la maladie résiduelle, elles
semblaient montrer un réle plus fort pour les cancers du sein hormono-dépendants, comme
montré par exemple par Von Minckwitz et al. sur la cohorte GeparTrio (109). Enfin, I'étude
réalisée a l'institut Bergonié par C. Pinard et al. sur des cancers du sein triple-négatifs ne
mettait pas en évidence de rble pronostique du Ki67 sur la tumeur résiduelle dans ces
tumeurs, ce qui peut étre expliqué par les taux élevés retrouvés dans ces tumeurs, méme
apres chimiothérapie néo-adjuvante (110).

Le grade tumoral et I'index mitotique post-chimiothérapie pourraient étre des facteurs
pronostiques, comme montré dans plusieurs études citées dans la revue (95).

Enfin, les emboles vasculaires et/ou lymphatiques représentent un facteur
pronostique majeur ; dans une étude rétrospective menée par Liu et al., la présence
d’emboles lymphovasculaires était associée a une baisse importante de la survie globale tous
sous-types confondus (HR 4.35,95 % Cl 1.61-11.79, p<0.01) (111). Apres chimiothérapie néo-
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adjuvante, la présence d’emboles seuls sans autre maladie résiduelle empéche la classification
en RHC (97).

2. Facteurs immunologiques.

Comme mentionné plus haut (lI.C.i), la prise en compte du microenvironnement
tumoral, et particulierement de sa composante immunitaire, a conduit a des analyses sur la
tumeur résiduelle aprés traitement. Cette analyse permet d’apporter des informations sur les
interactions du systeme immunitaire avec la tumeur, dans le contexte de traitements souvent
responsable d’une immunogénicité (mort immunogéne induite par les anthracyclines par
exemple).

Dieci et al. en 2013 montraient, sur une cohorte de pres de 300 patientes, qu’un
infiltrat important en TILs (> 60% de TILs dans le stroma et/ou la tumeur) était associé a une
meilleure survie sans rechute et une meilleure survie globale (77). La cinétique des TlLs au
cours de la chimiothérapie fait par contre débat, certains auteurs notant une augmentation
aprés chimiothérapie (77, 112) quand d’autres notent une diminution (78). Les TILs de la
maladie résiduelle ont fait 'objet de plusieurs publications récentes suggérant qu’ils
pouvaient avoir un impact pronostique a part entiére : Pinard et al. ont montré la pertinence
d’une combinaison RCB-ratio CD4/TILs, le ratio de CD4 dans la population lymphocytaire
totale permettant d’affiner le pronostique au sein de chaque classe RCB (110). Luen et al. ont
montré que le taux de TILs de la maladie résiduelle avait un apport pronostique dans la classe

RCB I, soit celle ou il est le plus important de mieux séparer les patientes (113).

d. Maladie résiduelle et mécanismes de chimio-résistance dans le
CSTN.

Le modeéle néo-adjuvant est un modele de choix pour identifier les mécanismes
responsables de la chimio-résistance, et fait donc I'objet d’une littérature de plus en plus
abondante (114). Ce résidu tumoral, de mauvais pronostic dans les cancers du sein triple-
négatifs (pres de 50% de rechute métastatique), est considéré par certains auteurs comme a

I'origine de la maladie micro-métastatique puis métastatique (114).

Lors de I'étude génomique ou transcriptomique de résidus tumoraux, plusieurs
anomalies moléculaires ou voies de signalisation ressortent de facon dominante. Une
amplification de MYC et de MCL1 est fréquemment décrite (115), I'amplification de MYC
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pouvant étre également associée a une inactivation de p53, par délétion d’un alléle associé a
une mutation de I'autre alléle, mécanisme proposé de chimiorésistance dans les cancers du

sein triple-négatifs (116).

Du point de vue génomique, de nombreuses voies de signalisation actionnables par
des thérapeutiques existantes ont été identifiées comme activées de facon anormale au sein
des résidus tumoraux (au moins une activation aberrante chez > 90% des tumeurs analysées) :
altérations du cycle cellulaire (CDK4, CDK6, CCND1, CCND2, CCNE1 ou AURKA ou perte de
CDKN2A, CDKN2B, RB1), activation de la voie PI3K/ mTOR (amplification AKT 1, 2 ou 3, de
PIK3CA, RAPTOR et perte ou mutation PTEN), amplifications dans la voie des facteurs de
croissance (EGFR, MET, KIT, FGFR1, 2 et 4, IGF1R), altérations dans la voie RAS/ MAPK et
altérations dans la voie de réparation de I’ADN (115).

Apres étude transcriptomique, Balko et al. ont mis en évidence une différenciation
tumorale en 3 clusters, le groupe | étant un groupe de tumeurs bien différenciées avec un Ki67
élevé et une signature TGF[3 et MEK faible et le groupe Ill étant caractérisé en genes associés
a linvasion tumorale, exprimant fortement l'activation TGF et MEK, représentant des
cellules avec des traits de cellules souches (115) ; ces différents phénotypes ne présentaient
pas de différences en termes de survie. Cette activation d’un phénotype de type cellule souche
ainsi que l'activation de la voie du TGF[3 ont également été retrouvés par d’autres auteurs
ayant comparé des fragments tumoraux de tumeurs triple-négatives pré et post-

chimiothérapie (116).

Suite aux divers travaux publiés sur les voies de résistance possibles a la
chimiothérapie, des auteurs ont conduit une analyse transcriptomique de 82 cas de tumeurs
triple-négatives apres chimiothérapie via Nanostring, en établissant un panel de génes a partir
de la PAM50, d’une signature associée a la perte de DUSP4, des voies d’activation MEK et
TGFp ainsi que des genes associés au score Ki67. lls ont établi une signature transcriptomique
de 3 génes pour prédire le risque de rechute lors de la présence de tumeur résiduelle apres
chimiothérapie néo-adjuvante: CCL5 (positivement corrélé a la survie) impligué dans
I'immunorégulation et le recrutement de la réponse lymphocytaire, DDIT4 (négativement
corrélé a la survie), dont la protéine inhibe mTOR, et POLR1C (négativement corrélé a la

survie), géne impliquée dans la synthése d’ARN (117).

L'analyse du résidu tumoral post-chimiothérapie apporte donc de précieuses
informations sur les mécanismes a I'ceuvre lors de la résistance aux traitements. Jusqu’a
présent, peu de données transcriptomiques spécifiques de I'immunité ont été étudiées, or il

est pourtant tres probable que I'immunité joue un réle majeur dans les rechutes sur maladie
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résiduelles. En effet, les anomalies transcriptomiques révélées par les analyses ci-dessus sur
la voie RAS/MAPK peuvent avoir un lien direct avec la réponse immunitaire, cette voie étant
responsable d’une sous-expression du CMH | et Il a la surface des cellules tumorales — une

modalité fréquente d’échappement de la tumeur a la réponse immunitaire (78).
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IV. Apport de [I'‘analyse transcriptomique dans [’évaluation

pronostique des cancers du sein

Les chapitres précédents ont permis de définir et présenter : les cancers du sein triple-
négatifs et leurs particularités, les fondements de I'immunité anti-tumorale et les hypothéses
expliquant ses échecs, le microenvironnement tumoral immunitaire du cancer du sein et les
différentes populations a I'ceuvre d’une part ; les modalités d’évaluation de réponse apres
traitement néo-adjuvant et les particularités de la maladie résiduelle dans le cancer du sein
triple négatif d’autre part.

Le développement des technologies de biologie moléculaire, les rendant de plus en
plus rapides et reproductibles, a été a I'origine d’un nombre croissant de publications sur le
sujet. Dans le cancer du sein, elles ont permis le développement de signatures pronostiques
importantes, guidant parfois la prescription des traitements complémentaires. En
immunologie, elles permettent de décrire de plus en plus précisément les cellules
immunitaires présentes et leurs interactions. Les signatures développées a partir de
'immunité semblent particulierement intéressantes a visée pronostique et/ou prédictives
de la réponse aux thérapies classiques ou immunologiques, notamment dans le cancer du sein

triple-négatif.

a. Apport des signatures transcriptomiques: le cas des cancers

RH+/HER2-

La place de la chimiothérapie n’est pas toujours évidente dans les cancers hormono-
dépendants, souvent moins agressifs et moins chimio-sensibles que les cancers triple-
négatifs ; ils disposent en outre d’une thérapie ciblée avec I’'hormonothérapie. La décision de
mettre en ceuvre une chimiothérapie est prise en RCP, en tenant compte de I'état général de
la patiente et de ses comorbidités, de ses souhaits (concernant les traitements et le type de
chirurgie souhaité), mais aussi des caractéristiques propres de la maladie. Une charge
tumorale élevée (taille > T2, envahissement ganglionnaire > 4 ganglions), des marqueurs
d’agressivité, un age jeune (< 35 ans) sont autant de facteurs qui feront pencher la balance en
faveur d’une chimiothérapie, alors que la survenue d’'une tumeur de petite taille et peu
agressive (grade 1) chez une patiente agée et /ou avec comorbidités seront autant d’éléments

en faveur d’une hormonothérapie seule.
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Des outils en ligne peuvent permettre également d’affiner la décision, tel que Predict

UK (https://breast.predict.nhs.uk/) validé sur de larges cohortes de patientes (118). En

rentrant les caractéristiques liées a la patiente (age, statut ménopausique), liées a la tumeur
(récepteurs hormonaux, statut HER2, Ki67, taille, envahissement ganglionnaire, grade, mode
de détection), on obtient le risque estimé de déces a 5 ans et 10 ans, avec I'impact des

différentes modalités de traitement.

Cependant, lorsque tous ces parametres ont été pris en compte, il reste des cas pour
lesquels le risque de rechute est difficile a évaluer et ou des informations intrinséques a la
tumeur aident a la décision : c’est le role aujourd’hui des signatures génomiques. Ces tests
sont soumis a la validation par une RCP et peuvent étre réalisés en cas de tumeur au stade
précoce (pTlc a pT2, pNO a pN1mi, RH+/HER2-, de grade 2, sans indication préalable de
chimiothérapie adjuvante en tenant compte de I'dge ou des emboles vasculaires) —
recommandations HAS de Janvier 2019 (119). lls étudient au sein de I’ARN tumoral des

signatures prédictives de rechute.

En France, les 4 tests génomiques validés et dont I'utilisation est encadrée par les
recommandations de I’'HAS sont Oncotype DX, Mammaprint, Prosigna et EndoPredict.

Oncotype DX est un test génomique fonctionnant avec la technique de RT-qPCR, pour
étudier 21 génes (16 liés au récepteur a I'cestrogéne, a HER2, a la prolifération et a I'invasion
et 5 génes dits « de référence »). Il a été validé par plusieurs études rétrospectives, et de facon
prospective par |'essai TAILORx qui a montré son utilité dans les cancers hormono-
dépendants/ HER2 non surexprimé, pNO. Oncotype DX stratifie les patientes en 3 groupes de
risque ; TAILORX a permis de montrer I'absence d’intérét a la chimiothérapie dans les groupes
de faible risque, ou méme pour la majorité des patientes présentes dans le groupe a risque
intermédiaire (120, 121). Plus récemment, RXponder a montré que les patientes post-
ménopausiques avec atteinte ganglionnaire modérée (N1) de risque faible ou intermédiaire
pouvaient surseoir a la chimiothérapie (122).

Mammaprint est un test comprenant 70 génes (liés a la prolifération, l'invasion et
I’'angiogeneése) étudiés par cDNA array ; il permet de classer les patientes en 2 groupes de
risque, et a été validé prospectivement par I’essai MINDACT, dans une optique de désescalade
de la chimiothérapie chez des patientes a risque clinique élevé mais score génomique a faible
risque (123).

Prosigna permet de calculer un score de récurrence basé sur I’expression de 50 genes,
qui permettent de définir le sous-type moléculaire et de calculer un score de risque de
rechute. Cette analyse est faite via Nanostring, et prend également en compte des parameétres

cliniques (taille tumoral, statut ganglionnaire) ; il est destiné aux patientes ménopausées. Il
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classe les patientes en 3 catégories et a été validé de fagon rétrospective (124), mais un essai
est en cours pour évaluer son role prédictif (essai OPTIMA).

Enfin, EndoPredict est un test combinant 12 geénes (liés au récepteur a I'cestrogéne et
a la prolifération) évalués par RT-gPCR pour obtenir I'EP score, ensuite combiné a des
informations cliniques (taille tumorale, statut ganglionnaire) pour obtenir le score final

(EPclin). Il a été validé de facon rétrospective (125).

Ces tests représentent un apport important de la génomique dans I'arbre décisionnel,
puisqu’ils permettent d’intégrer le risque de rechute intrinséque de la tumeur au reste des
parametres cliniques et biologiques. Le probléme principal posé par ces tests est le manque
de reproductibilité : plusieurs études ont comparé ces tests sur les mémes groupes de
patientes, avec des discordances sur I'évaluation du risque allant de 42 a 66% (126). IlIs sont

récapitulés dans le tableau n°2.

47



Compagnie

Indication

Intérét

Nombre de génes

Combinaison avec
criteres cliniques

Validation : études

rétrospectives

Validation : études
prospectives

Type de tissu utilisé

Méthode d'analyse

Scores génomiques

Catégories de risque

Agendia Genomic Health
HR+/HER2-,
pNO-N1
pNO/N1

Pronostique et Pronostique et

prédictif prédictif
70 21 (16+5)
Non Non

NSABP B14 (Paik
et al. 2004),
TransATAC

(Dowsett et al.

TRANSBIG (Buyse  2010), NSABP

et al.2006) B28 (Mamounas
et al. 2017),
NSABP20
predictive (Paik
et al. 2006)
MINDACT TAILORx
(Cardoso et al. (Sparano et al.
2016) 2018)
FFPE FFPE
cDNA array gRT-PCR
MammaPrint Recurrence
Index (MPI,-1a+1) score (RS 0-100)
faible,

faible, élevé intermédiaire,

élevé

Nanostring

HR+, pNO-N1,

ménopause

Pronostique

58 (50+8)

Oui (pT, pN)

ABCSG8
(Gnant et al.
2014),
TransATAC

(Sestak et al.
2015), DBCG

77B (Laenk-
holm et al.
2018)

Non

FFPE

Nanostring

Ncounter

ROR score (0-

100)
faible,

intermédiaire,

élevé

Sividon

HR+/HER2-,
pNO-N1,

ménopause
Pronostique

12 (8 + 4)

Oui (pT, pN :
EP clin)

ABCSG06
(Filipits et al.
2011) et
ABCSG08
(Fitzal et al.
2015)

Non

FFPE

qRT-PCR

EP score,

Epclin score

faible, élevé

Tableau 2 : comparatif des différentes signatures génomiques disponibles en France pour les cancers du sein hormono-
dépendants. Tableau adapté du tableau 1 de la review de Kwon, M J (127) (les tests BCl et BCT non utilisés en France ne sont

pas mentionnés).
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b. Analyse transcriptomique et identifications des populations

immunitaires présentes.

Dans les premiers chapitres, nous avons vu comment la prise en compte du
microenvironnement immunitaire s’était progressivement imposée comme un facteur
pronostique et prédictif de la réponse aux traitement majeur ; d’abord par le compte des TILs,
population lymphocytaire « tout-venant »; puis par une caractérisation de plus en plus
précise des différentes sous-populations présentes, a |'aide de marquages en
immunohistochimie (IHC) (CD3, CD4, CD8, FOXP3, etc.). L'identification des populations
immunitaires présentes en IHC est néanmoins fortement limitée par le nombre de marquages
possibles par lames, quand on sait qu’il existe une multitude de sous-populations pour chaque

grande entité (lymphocytes T, macrophages, etc.).

Le transcriptome permet d’aller beaucoup plus loin dans cette approche, avec I'étude
des transcrits liés a I'immunité : génes impliqués dans la réponse inflammatoire cytotoxique
dite « de type 1 » (essentiellement liés a la réponse immunitaire T et a I'lIFNYy), génes liés aux
régulateurs négatifs de la réponse (PD-1/PD-L1, FOXP3, CTLAA4, etc.). A partir des transcrits

obtenus, 2 types de méthodes peuvent étre réalisées en biostatistiques :

= Les méthodes d’enrichissement (enrichment) reposent sur |'utilisation de bases de
données en ligne, gratuites ou payantes : ex KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genome), GO (Gene Ontology). Il s’agit de comparer I'enrichissement d’un tissu en
certains génes, et d’analyser les voies de signalisation/ fonction associées a ces génes.
Cela permet par exemple de détecter une présence plus importante d’une population
immunitaire donnée (ex: lymphocytes T CD8) ou de montrer la présence d'une
réponse immunitaire cytotoxique au sein d’un tissu, par rapport a un autre (128). Cette
méthode ne permet cependant pas de quantifier précisément les populations

cellulaires présentes.

= Les méthodes de déconvolution : a partir de toutes les données de séquencage, ces
méthodes qui passent par l'utilisation de logiciels (CIBERSORT, TIMER, MCP counter
etc.) vont permettre d’estimer de facon assez précise les populations cellulaires
présentes dans un tissu, et leur proportion (129, 130). Ainsi, CIBERSORT est capable
d’estimer de facon corrélable a I'lHC les proportions de TILs au sein d’une tumeur (et
leur sous-catégorie); mais ce logiciel permet en plus d’aller beaucoup plus loin,
puisqu’il identifie de nombreux sous-types cellulaires différents (TCD4 activés, TCD4

non activés, macrophages dans différents états d’activation : immatures/ M0, M1
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(immunité plutét anti-tumorale), M2 (pro-inflammatoires/ pro-angiogéniques, etc.)
(129).

Les intéréts de ce type d’analyse sont multiples : elles ne requierent pas de tissu frais
(utilisation de préléevements fixés), elles permettent I’'analyse simultanée de nombreux
parametres, et se fait sans risquer d’altérer les fonctions cellulaires (contrairement a la
dissociation tumorale nécessaire lorsqu’on utilise des techniques type cytométrie de flux)
(131).

D’autres niveaux de lecture existent bien slr : génome, épigénome, protéome ; mais

nous avons choisi de nous concentrer sur le transcriptome dans ce projet.

La place des différentes méthodes utilisées pour connaitre le microenvironnement
immunitaire d’'une tumeur est résumée sur le schéma suivant (figure 8) :

e En haut, I'analyse du tissu permet d’apporter des informations soit par dissociation et
cytométrie, soit par analyse en immunohistochimie/ immunofluorescence, +/- a I'aide de
scanners multiplexes.

e Au milieu, 'utilisation d’'une portion de tumeur avec séquencage et/ou extraction d’ARN
et/ou analyse épigénétique permettent, grace aux analyse in silico présentées juste au-
dessus, de déterminer les populations cellulaires présentes.

e En bas, les techniques de type « single cell » pour le transcriptome ou |'épigénétique
permettent a I'échelle cellulaire de mettre en évidence des différences au sein d’'un méme
sous-type ; I'analyse précise des récepteurs des lymphocytes B et T permet de faire de la

prédiction de néo-antigénes tumoraux.
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Cytometry-based methods Imaging
Flow cytometry CyTOF Immunohisto- Fluorescence
chemistry microscopy
. - TR =
10 pullt
Jo28% 3
w© 10
0
[=]
O g
T o
-10° i, 33:95% 3
0 | W— . o ‘ ‘ ‘
410" <10° 10°  10° 107
L CD3 )
~ T
Bulk transcriptomics and In silico methods for determining
epigenomics immune composition
Q| ==
‘ =
=
=4 Op =
2 — ol _
== @ mm =
pteS <=
@) [ =
J ==
Tissue Cell Gene
RNA profile i i
\_ p fractions expression
4 . . N
Single-cell genomics and Immune repertoire profiling
epigenomics
vl V2 vn D1 D2 Dn J1 Jn c
s—“‘~‘~ \\ ’/::”__——
3V
« V(D)J
z ]
2] Neoantigen prediction
TSLTPNEAQIDQ
HCIGERDLSTGM
tSNE 1 CLKFQHGPIDEF
g J
Figure 8 : résumé des méthodes existantes, a différents niveaux (tissulaires, analyses

transcriptomiques/épigénétiques, single cell). Au milieu : analyses transcriptomiques/ épigénétiques accompagnées de
méthodes de déconvolution/ enrichissement génique. Image tirée de I'article de Liu, C. et al., Immunology 2019 (131)

c. Signatures transcriptomiques immunitaires dans les cancers du sein

triple-négatifs.

Il n’existe a I’heure actuelle pas de score génomique utilisable en clinique pour évaluer
le pronostic d’'une patiente avec cancer du sein triple-négatif. Pour cette raison, et pour les
divers arguments développés plus haut (immunogénicité de ce type de cancer et role
pronostique et/ ou prédictif des TILs notamment), de nombreuses signatures a orientation
immunologiques ont été proposées.

Hendrickx et al. ont testé en 2017 leur « immunologic constant of rejection » (ICR) sur
la base TCGA/ breast (tous sous-types). Cette signature, faite de génes liés a I'immunité anti-
tumorale mais aussi a d’autres processus biologiques (maladies auto-immunes, rejet de

greffe, etc.) permettait de séparer les cancers du sein en 4 groupes. Le groupe ICR4, ou la
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signature était la plus fortement exprimée, était un groupe de meilleur pronostic malgré une
forte proportion de tumeurs de phénotype basal (132). Desmedt et al., sur une large cohorte
constituée de plusieurs bases de données, ont étudié les divers métagenes a I'ceuvre dans les
cancers du sein tous sous-types confondus. Plusieurs métagénes ressortaient : métageéne lié a
la prolifération (centré sur AURKA), a linvasion/aux métastases (uPA), a la réponse
immunitaire (STAT1), a l'angiogeneése (VEGF), a l'apoptose (CASP3), et au phénotype
(récepteurs hormonaux, ESR1, et expression HER2, HER2). Dans les cancers du sein identifiés
comme triple-négatifs (par signature génomique), le module lié a 'immunité STAT1
permettait de séparer les patientes en 3 groupes pronostiques (133).

Certains auteurs ne se sont intéressés d’emblée qu’aux CSTN. Rody et al. ont compilé
les données de plusieurs bases de données et ont réuni 394 cas de cancers triple-négatifs a un
stade précoce, leur permettant de construire une signature avec ratio lymphocyte B/ IL-8. En
analyse multivariée prenant en compte les facteurs pronostiques classiques (taille, statut
ganglionnaire, etc.), ce ratio était le seul a sortir comme facteur pronostique indépendant
(134). Bonsang-Kitzis et al. (135) ont classé 262 cas de cancers du sein triple-négatifs en 6
clusters (clustering non hiérarchisés), dont 2 liés a I'immunité (Immunity 1 et 2). Le cluster
Immunity 2, constitué de geénes impliqués dans la réponse des lymphocytes B et T
(particulierement des T CD8+) était un facteur pronostique indépendant dans la cohorte de
validation, mais aussi dans la cohorte METABRIC de Curtis et al. Sur la tumeur résiduelle apres
chimiothérapie néo-adjuvante, Pinto et al. ont établi une signature a 3 génes via Nanostring,
comprenant CCL5, codant pour une chemokine trés importante de la réponse immunitaire
(117).

Il est a noter que si les génes varient d’une signature ou d’un métageéne a 'autre, les

voies représentées sont redondantes, les plus représentées étant :

e Genes liés a I'activité des lymphocytes T : CD4, CD4 follicular helper (Tfh), CD4 T helper de
type 1 (Th1), CD8+, genes liés au TCR et a ses voies de transductions, ...

e Importance des lymphocytes B (CD19, MS4A1, ...)

e Genes liés a « 'immunosuppression » : PD-1, PD-L1, IDO1, LAG3, CTLA4,... qui sont en
général positivement corrélés aux autres marqueurs (puisqu’ils traduisent également
I'activation lymphocytaire)

e Réponse cytotoxique : voie des interférons, facteur de transcription STATI, etc.

De nombreuses signatures ont ainsi été publiées, avec des résultats parfois non
reproductibles, dans de nombreuses situations cliniques différentes (maladie a un stade
précoce/ avancé, tumeurs avec récepteurs hormonaux négatifs ou triple-négatives ou basal-

like, ...). Il manque aujourd’hui une signature validée de facon prospective, permettant de
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changer la prise en charge des patientes avec tumeur triple-négatives. Un récapitulatif des
signatures majeures (non exhaustif !) est présenté dans le tableau n°3.

Enfin, les CSTN étant des candidats trés intéressants pour I'immunothérapie, une
signature idéale permettrait a la fois d’évaluer le pronostic, mais aussi de prédire la réponse
aux inhibiteurs de checkpoint ; en ce sens, la signature « Tumor Inflammation Signature » ou
TIS de Ayers et al., développée sur plusieurs types tumoraux (mélanomes, colons, CSTN,
cancers ORL), donne des pistes précieuses sur les génes candidats (136). Cette signature de
18 genes, construite a partir de genes de la réponse T et de I'IFNy, permet de prédire la
réponse au traitement anti-PD1 de plusieurs types tumoraux. Les auteurs notent néanmoins
gue si une expression faible de la signature est bien associée a I'absence de réponse aux
immune checkpoints, une signature fortement exprimée n’est pas nécessairement synonyme
de réponse au traitement, suggérant que d’autres mécanismes de résistance étaient a

envisager.
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Article
An immune response gene
expression module identifies a good
prognosis subtype in estrogen
receptor negative breast cancer,
Teschendorff et al., Genome Biol
2007 (137)

Genes

C1QA, XCL2, SPP1, TNFRSF17,
LY9, IGLC2, HLA-F

Biological processes associated
with breast cancer clinical outcome
depend on the molecular subtypes,
Desmedt et al., Clin Cancer Res 2008

(133)

Entre autres (> 90 genes dans le
module) : STAT1, CXCL10, TAP1,
CXCL11, INDO, CXCL9, CCL5,
ADAMDECI, CCL8, LYZ, IRF1,
LAG3, CD3G, GZMK, CD48,
STAT4, SH2D1A, CD69, IRFS,
APOCI, LILRA4, CD40LG, IL18,
CCRL2, etc.

T-cell metagene predicts a
favorable prognosis in estrogen
receptor-negative and HER2-
positive breast cancer, Rody et al.,
Breast Cancer Res 2009 (138)

Patientes ARN Résultats
Identification d'un module de
n =186, ER- . ) )
genes centré sur la réponse
(% HER2 + MA _ _
) immune, pronostique chez les
' patientes ER-.
> 2100 Pour les cancers du sein triple-
patientes a VA négatifs, seul le module lié a
un stade I'immunité/ STAT1 permettait
précoce. de prédire le pronostic.
7 clusters liés a I'immunité :
IgG, HCK, CMH I, LCK (
n=1781 lymphocytes T), CMH de type |,
(tous sous- ) STAT |, Interféron . La
Affymetrix | o L
types, tous signature LCK était associée a
stades) un meilleur pronostic pour les

tumeurs ER-,indépendamment
du statut HER2.

Module LCK : CD3, TCRa, TCR6,
lymphocyte-specific kinase, IL7R

54




A clinically relevant gene
signature in triple-negative and
basal-like breast cancer, Rody et al.,
Breast Cancer Res 2011 (134)

Tumor-infiltrating
lymphocytes predict response to
anthracycline-based chemotherapy
in estrogen receptor-negative
breast cancer, West et al., Breast
Cancer Res, 2011 (139)

CD4+ follicular helper T cell
infiltration predicts breast cancer
survival, Gu-Trantien et al., J Clin

Invest, 2013 (140)

55

394 CSTN
(training
set), 185
CSTN
(cohorte de

validation)

n=113

biopsies
pré-NACT
(73% CSTN

Tous types
de cancers
du sein;
n=10
(training
set), n =60
(cohorte de

validation)

Affymetrix

Construction d'un index
Lymphocyte B/ IL-8, rble

pronostique.

Expression forte de la
signature (= "high TILs") était
corrélée a un meilleur taux de

MA pCR comparé a une faible
expression (low TILs) : OR
6.325 (95%IC 2.487 a 16.08).
Role prédictif.
2 signatures développées par
les auteurs : signature
lymphocytes T follicular
helper et signature Thl. La
signature Tfh avait un role
MA
pronostique a la limite de la
significativité pour les CSTN ; la
signature Th1 était prédictive
de la réponse a la NACT pour
les CSTN.

IgG, IL-8, CXCL1, CXCL2 (génes

principaux)

CD19, CD3D, CD48, GZMB, LCK,
MS4A1, PRF1, SELL

Signature lymphocytes T
follicular helper : CXCL13,
CD200, FBNL7, ICOS, SGPP2,
SH2D1A, TIGIT, PD-1 ; signature
Thl: CCND2, CD38, CTLA4,
RAB27A, RAB33A, SH2D2A,
STAT1, TNFRSF4, IL12RB2,
SAMDBIL, CXCLY, IFNG



Tumor-infiltrating lymphocytes and
response to neoadjuvant
chemotherapy with or without
Carboplatin in HER2-positive and
triple-negative primary breast
cancer, Denkert et al., J Clin Oncol,
2015 (80)

Gene-expression molecular
subtyping of triple-negative breast
cancer tumours : importance of
immune response, Jézéquel et al.,
Breast Cancer Res, 2015 (141)

Prognostic and predictive value of
NanoString-based immune-related
signatures in a neoadjuvant setting
of triple-negative breast cancer :
relationship to tumor-infiltrating
lymphocytes, Lee HJ et al., Breast
Cancer Res Treat, 2015 (142)

56

n =580,
cancer
HER2+ ou
CSTN
(n=314).
Biopsie
avant NACT

CSTN ;
n= 107
(training
set), n =87

(validation)

CSTN, n=55
Biopsies
pré-NACT

Une signature élevée
(surexpression de tous les

RT-PCR génes, groupe C) était
prédictive d'une réponse au

traitement.

Clustering non hiérarchisé : 3
groupes (C1, C2 et C3). C3
avait un pronostic
Affymetrix  significativement meilleur, et
était caractérisé par
I'expression de génes de la

réponse immunitaire.

L'analyse génomique a permis
NS Human de mettre en évidence
Immunolo plusieurs genes prédictifs de la
-gy Panel réponse au traitement ainsi

gue pronostiques.

CXCLY, CCL5, CDSA, CD80,
CXCL13, IGKC, CD21, IDO1, PD-1,
PD-L1, CTLA4, FOXP3

CD4, CD79A, CXCL2, IL-6, VAV1

Genes prédictifs de la réponse a
la NACT : NFKB1, MAPK1, TRAF1,
CXCL13, GZMK, IL7R, MS4A1,... ;
génes associés au pronostic :
NFKB1, TRAF1, CXCL13,..



Biological network-driven gene
selection identifies a stromal
immune module as a key
determinant of triple-negative
breast carcinoma prognosis,
Bonsang-Kitzis et al.,
Oncolmmunology, 2016 (135)

Subtype-specific metagene-based
prediction of outcome after
neoadjuvant and adjuvant

treatment in breast cancer, Callari

et al., Clin Cancer Res, 2016 (143)

A prognostic signature based on
three-genes expression in triple-
negative breast tumours with
residual disease, Pinto et al., NPJ
Genome Med, 2016 (117)

57

CSTN,
n=262
(training
set),
n=295
(validation)
+ cohortes
Ignatiadis et
al. et
METABRIC

Tous sous-
type,
n =3847

chimio néo/

Affymetrix

adjuvante.

CSTN post
NACT,
n =382
(training
set),n=113

(validation)

NS, panel
449 genes

Etablissement de 6 clusters
dont 2 liés a lI'immunité
(Immunity 1 et 2). Le
métagéne Immunity2 sortait
comme facteur pronostique
indépendant dans chaque
cohorte avec le Nottingham

Prognostic Index.

Signature liée aux
lymphocytes T. Signature
prédictive d'une réponse au
traitement néo-adjuvant pour
les CSTN dans la cohorte
CHEMO, et d'un meilleur
pronostic.
Construction d'une signature a
3 geénes : CCL5 (géne impliqué
dans la réponse
immunorégulatrice et
I'inflammation), POLRIC et
DDIT4. Signature pronostique.

Genes en lien avec les voies de
signalisation des lymphocytes B,
T et en particulier des T CD8+.
Entre autres : GZMA, GZMB,
CCR7, LY96, MS4A1, CD74,
CD3D, CCL2, CD14, CD2, LCK,
IL7R, CD163, MNDA, NCF2,
CSF2RB, FGL2

CXCL13, PLEK, IFNG, SLAMF7,
ILR2B, PRF1, IRF1, PTPN22,
IKZF1, APOBEC3G, IL2RA, ITGAL,
CXCLY, GZMA, GZMB, HLA-E,
CCR5, CD8A, SIRPG, CST7, GNLY,
CECR1, PNOC, LCP1, HLA-DMB

CCL5



. . Tous sous-
Identification of genetic
. types,
determinants of breast cancer
. henot by int " n=1004
immune phenotypes by integrative
4 yp ' y g . (TCGA
genome-scale analysis, Hendrickx et
) breast
al., Oncoimmunology, 2017 (132)
cancer)
CSTN, n=99
A gene signature to predict high (training
tumor-infiltrating lymphocytes set), biopsie

after neoadjuvant chemotherapy  avant NACT
and outcome in patients with triple- ;Nn=185
negative breast cancer, Criscitiello  (validation)
et al., Ann Oncol, 2018 (144) tumeur post
NACT

58

RNA-seq

MA

Test de la signature
"Immunologic Constant of
Rejection". Définition de 4

phénotypesICR1a 4 (4
surexpression genes
signature). Le phénotype ICR4
était significativement plus
fréquent chez les tumeurs
basales (32%), leur conférant

un meilleur pronostic.

Construction d'une signature
avec 4 génes permettant de
prédire un taux de TILs plus
élevé post NACT. Signature

pronostique (meilleure DRFS si

exprimée a la biopsie initiale)

PD-L1, PD1, CTLA4, FOXP3, IDO1,
IFNG, TB2A, CD8B, CD8A, IL12B,
STAT1, IRF1, CXCL9Y, CXCL10,
CCL5, GNLY, PRF1, GZMA, GZMB,
GZMH

GBP1, CXCL13, SULT1E1, HLF



Single-cell profiling of breast cancer
T cells reveals a tissue-resident
memory subset associated with
improved prognosis., Savas et al.,
Nat Med (145)

A transcriptomic immunologic
signature predicts favorable
outcome in neoadjuvant
chemotherapy treated triple-
negative breast tumors, Pérez-Pena
J et al., Front Immunol, 2019 (146)
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CSTN,n=2
puis
validation
sur
METABRIC

CSTN,
n=2108
Contexte

NACT
(biopsies

pré

traitement)

Single-cell
RNAseq

Affymetrix

Signature représentant un
sous-type de lymphocyte T
CD8+ dit « resident-memory
like »

Signature pronostique en
analyse multivariée. Pas de
role prédictif de la réponse au

traitement.

Uprégulation de : INPP5F,
HECTD2, AGFG1, TNFRSF18,
SPRY1, MYO1E, RBPJ, MCMS5,
GOLIM4, KCNK5, SARDH,
CSGALNACTI1, AFAP1L2, GZMB,
CXCL13, TNS3, ENTPD1, ZBED2,
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A multigene assay determines risk
of recurrence in patients with
triple-negative breast cancer,

Stewart et al., Cancer Res., 2019
(147)

Transcriptome-Based Network
Analysis Unveils Eight Immune-
Related Genes as Molecular
Signatures in the
Immunomodulatory Subtype of
Triple-Negative Breast Cancer,
Zhang et al., Front. Oncol 2019 (148)
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DFS a partir du diagnostic.

Signature pronostique sur la
cohorte externe KM plot.
Genes du sous-type
« immunomodulatory » des
CSTN, liés a la réponse
immune adaptative et aux
voies de signalisation médiées

par les cytokines (GO).

CIITA, CD74, HLA-DPA1, HLA-
DPB1, HLA-DPB2, HLA-DRBI,
HLA-DMA, HLA-DMB, CTSH,
NCOA1, CD3D, CD4, CD8A, CD69,
IFNG, PD-1, IL7R, ARHGAPS, PD-
L1

BTN3A1, CSF2RB, GIMAP7,
GZMB, HCLS1, LCP2, SELL



Risque de récurrence a distance

Prognostication of a 13-immune- NS panel )
. . . CSTN, ) ) o augmenté : CD1B, CD53,
related-gene signature in patients “PanCan-  Signature pronostique “liée a
, _ , n = 200. _ N o CT45A1, GTF3C1, IL11RA, ILIRN,
with early triple-negative breast cer I'immunité”, non validée sur i R
] Pas de LRRN3, PRKCE Risque diminué :
cancer, Kim et al., Breast Cancer Res o Immune une cohorte externe.
validation N MAPK1, NEFL, PTPRC, SPACA3,
Treat 2020 (149) Profiling”
TNFSF11
5 génes anticorrélés a CD47,
protéine surexprimée dans le
Transcriptomic Profiles of CD47 in in sili cancer et envoyant un signal
n silico
Breast Tumors Predict Outcome ] « don’t eat me » aux cellules
. . uniguement ) PTGER4, ETS1, PTPRC, HLA-E,
and Are Associated with Immune o phagocytaires (macrophages),
L . , Validation . ] TGFBR2, OPTN
Activation, Noblejas-Lépez et al., Int sont prédictifs de la survie
sur
J Mol Sci 2021 (150) dans les cancers de type basal.
METABRIC . o
Genes fortement liés a
I'activation Teta la
présentation antigénique.
Immune-related Gene Expression
Predicts Response to Neoadjuvant CSTN
Chemotherapy but not Additional 162 (' RNA 8 geénes liés a 'immunité TAP1, GBP1, HLA-A, HLA-B,
n= as
Benefit from PD-L1 Inhibition in d P sequen- prédisent la réponse au CXCL10, STAT1, CD38, ITGA2
e
Women with Early Triple-negative S cing Durvalumab (anti-PDL1).
validation)

Breast Cancer, Sinn et al., Clin
Cancer Res 2021 (151)

Tableau 3: Signatures transcriptomiques liées a 'immunité, avec focus spécifique sur les cancers du sein triple-négatifs et/ou basal-like et/ou ER-. CSTN : cancer du sein triple-négatif, CMH
complexe majeur d’histocompatibilité, DFS : disease-free survival, ER : estrogen receptor, MA : micro-array, NACT : neo-adjuvant chemotherapy, NS : Nanostring, RNA-seq : RNA-sequencing.
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Objectifs de I'étude.

En partant de la cohorte de Clémence Pinard et al., nous voulons étudier les facteurs
liées au microenvironnement tumoral (et en particulier a la réponse immunitaire) afin
d’établir le pronostic de patientes présentant une maladie résiduelle aprés chimiothérapie
néo-adjuvante pour CSTN.

L'objectif principal de I'étude est la réalisation d’'une signature transcriptomique, a
partir du panel Nanostring PanCancer 10 360, et de construire un score clinico-biologique
permettant de prédire la rechute de ces patientes.

L'objectif secondaire est la description du microenvironnement immunitaire de la
maladie résiduelle aprés chimiothérapie, puisque les chimiothérapies utilisées dans le
traitement des cancers du sein peuvent induire une mort immunogénique, et favoriser le

recrutement immunitaire.
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Statement of translational relevance (120-150 words)

Triple-negative breast cancer patients with consequent residual disease after neo-adjuvant
chemotherapy are a group of patients of poor prognosis, though not all of them will
experience metastatic relapse. We describe here the immune environment of the residual
disease and the differences between patients who will later experience metastatic relapse
compared to those who won’t become metastatic. We propose a transcriptomic signature
based on immunity to better discriminate patients at risk for metastatic relapse. This signature
was significantly associated with prognosis in our cohort, by multivariate analysis, and
predicted outcome correctly in two independent external cohorts. It can help identify
patients, especially in the Residual Cancer Burden (RCB) Il category, who could benefit from

additional treatment in this setting.

|. Abstract

Purpose: Triple-negative breast cancer (TNBC) patients have up to 75% risk of metastatic
relapse within the following years when they have residual disease (RD) after neo-adjuvant
chemotherapy (NACT). The immune infiltrate in TNBC being prognostic and predictive of
response to treatment, we sought to develop an immunologic transcriptomic signature to
better predict relapse in these patients.

Experimental design: We identified 115 samples of residual tumors from post-NACT TNBC
patients. We profiled the expression of 770 genes related to cancer microenvironment using
the Nanostring PanCancer 10360 panel to develop a prognostic transcriptomic signature, and
describe the immune microenvironment of the residual tumor.

Results: Thirty-eight (33%) of patients experienced metastatic relapse. Hierarchical clustering
separated patients into 5 clusters with distinct prognosis, based on pathways linked to
immune activation, epithelial to mesenchymal transition and cell cycle. The immune
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microenvironment of the residual disease was significantly different between patients who
experienced relapse compared to those who did not, the latter having significantly more
effector anti-tumoral immune cells, with significant differences in lymphoid subpopulations.
We selected eight genes linked to immunity (BLK, GZMM, CXCR6, LILRA1, SPIB, CCL4, CXCR4,
SLAMF?7) to develop a transcriptomic signature which could predict relapse in our cohort and
in the RCBII subgroup. This signature was validated in two external cohorts (KMplot and
METABRIC).

Conclusions: Lack of immune activation after NACT appears to be a strong prognostic factor
for metastatic relapse. We propose a prognostic signature based on immune infiltrate that

could lead to targeted therapeutic strategies to improve patients’ prognosis.

l. Introduction

Triple-negative Breast Cancer (TNBC) accounts for approximatively 15% of breast
cancers and is defined by a lack of estrogen receptor (ER) expression, progesterone receptor
(PR) expression and the absence of HER-2 amplification. It affects younger women than other
breast cancer subtypes and has a worse prognosis with a higher metastatic relapse rate,
mostly in the first years following initial treatment (1). This prognosis, however, is largely
dependent upon tumor chemosensitivity. Patients exhibiting a pathological complete
response or very good response after neo-adjuvant chemotherapy (NACT) will have an
excellent prognosis, while patients with an important residual disease (RCBII and Ill) have a
high risk of experiencing a metastatic relapse within the next years without further
intervention (up to 75% in the RCBIII class) (2,3). The use of adjuvant Capecitabine has recently
been shown to improve the prognosis of these patients with a 40% reduction of the risk of
invasive-disease relapse, leaving approximatively 30% of patients with residual disease at risk
of an invasive-disease relapse in the next five years (4). To date, there is no means to identify
patients who are going to relapse in the group of patients with residual disease, nor to better
tailor the adjuvant treatment to improve the rate of disease-free survival.

The last 15 years have seen the development of cancer immunotherapy and the
acquisition of an extensive knowledge of the tumor immune microenvironment. TNBC
appears to have a higher immunogenicity than other breast cancer subtypes, since it is more
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often associated with an important immune infiltrate (4.4 to 28.3% of “lymphocyte-
predominant” breast cancers) (5,6). High tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) count in TNBC
is associated with better prognosis and higher chemosensitivity (5-7). TNBC is the first of
breast cancer to be granted FDA approval for the use of immune checkpoint inhibitors, with
Atezolizumab in the metastatic setting (8) or Pembrolizumab in the metastatic and neo-
adjuvant settings (9,10).

Recommendations on the assessment of TILs count in TNBC have been proposed (11),
but this quantification is pathologist-dependent. Besides, TILs-count only cannot describe the
immunological microenvironment, which is the result of a very complex interplay between
effector and immunosuppressive cells (12). Progress made in transcriptomic technologies has
allowed better characterization of the molecular pathways involved in tumors. Extensive work
has been published on the immune mechanisms underlying tumor rejection (13,14), but the
immunological context of residual TNBC after NACT is still not well characterized.

The aim of our study was therefore to better characterize the immunological micro-
environment in residual TNBC after NACT and its prognostic impact in association with current

clinical and pathologic markers.

Il. Methods

Study population and pathological evaluation

We searched our institution database for female patients with TNBC, aged > 18 years
old, who underwent surgical resection after neo-adjuvant chemotherapy from December
2003 to November 2015, and who had residual disease at that time. TNBC was defined
according to ASCO/CAP 2010 guidelines (15) (estrogen and/ or progesterone receptors
staining < 1% of tumor cells), and HER-2 status determined according to the French national
GEFPICS’ 2014 guidelines (16). Patients were excluded if they had a history of breast cancer
before the onset of NACT, or any other cancer (excluding skin carcinomas), or confirmed
metastasis at the time of diagnosis. Thus, we identified 143 cases matching our selection
criteria. 83% of patients received a chemotherapy regimen composed of 6 cycles of
anthracyclines and taxanes, 8% received only an anthracycline-based regimen, the remaining
receiving other regimens (Myocet/ Endoxan, taxanes only, incomplete regimen, etc.). All

cases with residual disease had available formalin-fixed, paraffin-embedded tissue samples,
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but only 125 cases had enough material for RNA extraction. After RNA extraction and quality

controls, 115 cases were analyzed using the Nanostring® nCounter® system (cf flow chart, S1).

146 TNBC with residual disease
post NACT in our institution

Medical record review
Metastasis at initial diagnosis:
n=3

Y

\ 4
Pathological review of
143 cases Pathological review

- Non-TNBC:n=2

- Not enough material for
pathological review: n=6

- Not enough material for
extraction: n=10

4

A 4

125 cases sent to
RNA extraction

RNA extraction
- Low quantity RNA: n=4
- Low quality RNA:n=6

\ 4

v

115 cases with
interpretable data

Supplemental figure 1: flow chart of the study. NACT: neoadjuvant chemotherapy. TNBC: triple-negative breast cancers.

Patients’ medical records were reviewed for clinical information. Residual tumor H&E
slides were reviewed by two pathologists (GM and CP) to determine tumor cellularity, stromal
TILs” infiltration (11), residual cancer burden according to BIG/NABCG guidelines (17) as well

as area of interest to be sent for RNA extraction.

RNA extraction and analysis

Total tumor RNA (tumor and tumor microenvironment) was extracted from four to six
10-micron tumor sections after identification of the residual tumor by a pathologist on a
corresponding H&E section. RNA was extracted using the High Pure FFPET RNA Isolation Kit
(Roche®), following the manufacturer’s instructions. RNA quantity and quality were assessed
by Nanodrop 1000 spectrophotometer (ThermoFisher, Waltham, MA, USA) and 2100
Bioanalyser with Agilent RNA 6000 Nano kit (Agilent, Santa Clara, CA, USA). 200ng of total RNA
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was used from each sample for gene expression profiling (acceptation criteria 260/280 ratio:
1.8 -2.3, 230/280 ratio: 1.7-2.3).

RNA samples were analyzed based on the NanoString PanCancer Immuno-Oncology
panel (10360), made of 770 genes related to the interplay between tumor, microenvironment
and immune response in cancer. Sample runs were performed on the nCounter FLEX Analysis
System (automated nCounter’ Prep station and the nCounter’ Digital Analyzer optical scanner
(NanoString Technologies, Seattle, WA, USA) according to the manufacturer’s protocol. This
panel was designed using biological signatures, including the 18-gene Tumor Inflammation
Signature (18) and includes genes from tumor-related pathways (common signaling pathways,
tumor intrinsic factors, cell cycling and proliferation, release of cancer cell antigens),
microenvironment-related pathways (angiogenesis, extracellular matrix remodeling,
collagens, metastasis) and immune response-related pathways (cancer antigen presentation,
T cell priming and activation, immune cells localization to tumors, recognition of cancer cells
by T cells, killing of cancer cells, myeloid and NK cell activity, immunometabolism). We added
a custom panel of 30 genes in which we included genes from Hendrickx et al. Immunologic

Constant of Rejection (ICR) signature (14) (custom panel see supplemental Table 1).

30 genes CUSTOM
1 IL9
2 IL12B
3 ELF5
4 HORMAD1
5 FOXC1
6 SOX8
7 TUBB2B
8 SOX6
9 FGFR2
10 RARRES1
11 GBP5
12 LAMP3
13 TOP2A
14 NOX 1 (= NADPH oxydase 1)
15 PTGES2 (prostaglandin E synthase 2)
16 STATS
17 STAT6
18 ADORA2B
19 C-FLAR
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20 MCL1
21 IL-13
22 PGR
23 HLF
24 SULT1E1
25 CCR8
26 IDO2
27 SPNS2
28 MSLN
29 HMOX1
30 TIM-3

Supplemental table 1: 30-gene panel custom

Bioinformatics

Housekeeping genes selection

We refined the 20-housekeeping gene list defined in NanoString 10360 panel using
three independent datasets grouping triple negative breast cancer patients retrieved from
xenaBrowser (19) [TCGA BRCA primary tumors with 123 patients, Chin et al. 2006 (20) : 41
patients and Hess et al. 2006 (21) : 27 patients]. We computed gene expression variability as
the inter-quantile (5%-95%) ratio in each dataset and selected 6 of the 20 genes showing ratios
under 1.5 in all datasets: ERCC3, POLR2A, SF3A1, TBC1D10B, TMUB2, UBB.

Nanostring data processing

Raw RCC files of 115 patients were loaded into R environment and normalized using
NanoStringNorm package (22). We normalized the expression values with options CodeCount
='geo.mean’', Background ='mean.2sd’, SampleContent ='housekeeping.geo.mean’,
round.values = TRUE, take.log = TRUE.

Unsupervised analysis

We first computed gene expression pairwise Spearman’s correlations and selected
gene pairs with at least 0.7 score. We then selected modules of correlated genes having at
least 10 members using edge.betweenness.community function from igraph R package (23).
The 573 remaining genes and 115 patients were separately clustered according to gene

expression using PCA and HCPC functions from FactoMineR R package (24) with options
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ncp=10 for PCA and default parameters and extracted 4 gene clusters and 5 patient clusters.
We visualized the heatmap and annotations using phearmap R package (25).

Gene set functional enrichment

Gene clusters: We evaluated functional gene cluster (from unsupervised clustering and
the extended signature) enrichment using enricher function from ClusterProfiler R package
(26) and Reactome, WikiPathways, Hallmarks from the MSigDB (27) and genesets provided by
NanoString. The universe was set as the genes present in the NanoString setup. The most
significant term per unsupervised gene cluster was reported. We reported gene sets showing
an adjusted p-value under 0.05 for the extended signature.

Patient comparison: We first computed single sample GSEA scores using GSVA R
package (28) with norm.ssgsea option set to FALSE and gene sets provided by NanoString
(biological functions and immune cell population signatures). We also computed immune cell
population infiltration using MCP counter (29). The scores were then compared between
metastatic and non-metastatic patients using the Wilcoxon’s test.

Signature definition

Due to unbalanced patient groups (77 non-metastatic and 38 metastatic patients) we
decided to proceed 1000 times random subsampling of 30 patients in each group and
evaluated each gene predictive power by computing univariate Cox proportional hazards
regression model using survival R package (30). We selected the 8 genes for which the test
returned a p-value under 0.05 in at least 90% of the iterations (p values detailed in
Supplemental table 2). The signature was extended by selecting genes showing a Spearman’s
correlation score above 0.8 with at least one signature member. Signature score has been

defined as described below.

Gene p value
GZMM 0.0171
BLK 0.0219
CXCR6 0.0261
LILRA1 0.0301
SLAMF7 0.0388
SPIB 0.0450
CXCR4 0.0468
CcCL4 0.0476

Supplemental table 2: p-values for the selected genes
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Signature score computation

For each patient, the 8-genes and extended signature, the Immunological Constant of
Rejection [ICR from Hendrickx et al., (14)] and TIS (18) gene signature scores were computed
using single sample GSEA with the same parameters as described above. Cohorts were then
separated in two subgroups according to the optimal cut-off defined with surv_cutpoint

function from survminer R package (31).

Validation datasets

We selected 442 patients with the filter “PAM50 — basal” from KMplot breast cancer
cohort (32) and used online tools to compute the relapse free survival probabilities. We used
the median value of our 8-genes and extended signature and separated the cohort according
to the optimal score.

We tested our signature on the METABRIC dataset in which we selected 251 ER, PR,
HER2 negative status and basal PAM50 patients (33). These data were accessed through
Synapse (synapse.sagebase.org).

Survival analysis

We used survival and survminer R packages (31) to compute Kaplan Meier curves and

log-rank test p-values to evaluate metastasis free survival differences.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the 9.4 SAS software version (SAS Institute,
Inc., Cary, NC). The qualitative data were described by their numbers and percentages, the
guantitative data by their medians and their ranges [min-max]. The quantitative data were
analyzed as continuous variables.

Distant-relapse free interval (DRFI) was defined as the time interval between the
surgery date and the date of death from BC or distant recurrence/metastases, whichever
occurred first (34). Follow-up times were censored at last contact if no distant relapse had
occurred or if patients had died without distant relapse. The follow-up was calculated using
the inverse Kaplan-Meier method, where deaths are censored.

The Kaplan-Meier method was used to estimate DRFI, and the results were compared

between groups with log-rank tests. For the univariate analysis of DRFI, hazard ratios (HR) and
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95% confidence interval (95%Cl) were calculated with the Cox proportional hazard regression
model, P Wald is also reported.

Only variables with P<0.05 in the univariate analysis were included in multivariate
analyzes to investigate their prognostic value. The proportionality of the risks was verified by

the Schoenfeld test. A P-value <0.05 was considered significant.

Ethics
For this study, Institutional Review Board approval was obtained. Patients were

informed of the study project and those who were not opposed were included in the study.

lIl. Results

Clinicopathological characteristics of the population.
Mean age of patients was 50.8 years old and 46% of them were menopausal. Post NACT,
residual tumor sizes ranged from 1 mm to 110 mm. Fourteen (12%), 73 (63%) and 28 (24%)
patients had RCBI, RCBII and RCBIIl scores, respectively. Thirty-eight (33%) patients
experienced a metastatic relapse during follow-up, with a median follow up of 82.8 months
[1C95% (74.2; 94.7)]. Clinicopathological characteristics of the study cohort are detailed in
Table 1.
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Clinicopathologic characteristics of patients in the study

n %
<50 60 52,2
Age
>50 55 47,8
NR 1 0,9
Menopausal
62 53,9
status
1 52 45,2
NR 2 1,7
T 2 58 50,4
3 38 33,0
4 17 14,8
0 59 51,3
cN
1/2/3 56 48,7
Anthracyclines 95 826
+ taxanes '
Chemotherapy _
regimen Anthracyclines 9 7.8
without taxanes
Others 11 9,6
1 65 56,5
ypT
2/3 50 43,5
NO 79 68,7
vON yp
ypN1/2 36 31,3
) NR 1 0,9
Elston & Ellis
2 37 32,2
grade
3 77 67,0
0,
Ki67 index <20% 32 27,8
>=20% 83 72,2
NR 1 0,9
Lymphovascular
. . 0 87 75,7
invasion
1 27 23,5
0,
TiLs <5% 11 9,6
>=5% 104 90,4
I 14 12,2
RCB Class 1] 73 63,5
I 28 24,3

Table 1: characteristics of the main cohort population. NR: not reported. SBR: Scarff-Bloom-Richardson grading. TILs: tumor-
infiltrating lymphocytes. RCB: Residual Cancer Burden.
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The tumor microenvironment of residual disease.

We performed an unsupervised hierarchical clustering of the gene expression of 115
residual tumors and found five different clusters, with different prognosis, and 4 groups of
highly correlated genes enriched respectively in cell proliferation, epithelial-to-mesenchymal
transition, interferon gamma-related response and immune cell localization to tumor (fig 1.A).
The three clusters enriched in “immune cell localization to tumor” pathways had a better
survival than the two clusters with poor immune cell activation. The worst subgroups in terms
of prognosis were markedly enriched in genes implicated in “cell proliferation” pathways and
were rather poor in immunological pathways-related genes (fig 1.B). Next, we evaluated
biological pathways activity in each patient by performing single sample Gene Set Enrichment
Analysis (ssGSEA) and assessed significant differential activation between patients who later
relapsed or not by applying Wilcoxon’s test. For this, we used the functional annotations
determined by Nanostring on the 10360 panel. In the residual disease of patients who did not
experience metastatic relapse, we found a significant upregulation of pathways implicated in
immune response: “lymphoid compartment”, “cytokine and chemokine signaling”,
“costimulatory signaling”, “antigen presentation”, “immune cell adhesion and migration”, and
“JAK/STAT” signaling. For patients that later experienced a metastatic relapse, tumor
microenvironment (TME) of the residual disease was enriched in many processes associated
with the tumorigenic and metastatic processes such as “Hypoxia”, “Angiogenesis”, “TGF beta
signaling, “Notch signaling” and “Cell Proliferation”. Patients who later experienced relapse
also displayed other pathways such as “Autophagy”, “MAPK pathway”, “DNA damage repair”,
“metabolic stress”, “PI3K.Akt”, “Epigenetic regulation” pathways. Results are shown on a

volcano plot (Fig 1.C).
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Figure 9: TME of the residual disease. A/ Unsupervised hierarchical clustering from 115 patients (columns) and 573 genes
(rows) highlights five different patient subroups and four gene clusters for which the most significant enriched functions are
presented in the legend. B/ Kaplan-Meier analysis of the five patient subgroups defined in A. C/ Volcano plot representing
ssGSEA differential analysis. The x-axis represents the Wilcoxon’s difference estimate and the y-axis the corresponding p-
value. Significantly enriched 10360 pathways (p-value<0.05) in non-metastatic and metastatic patients are highlighted in blue
and red respectively. RCB: residual cancer burden. TILs: tumor-infiltrating lymphocytes. TME: tumor microenvironment.

Immune profile of post NAC TNBC residual disease and metastatic relapse.

Next, we evaluated the composition of the immune infiltrate of the residual disease,
and explored whether there were differences between patients with or without metastatic
relapse. In our cohort, 30 patients (26%) had a TILs infiltrate of at least 50%. TILs were
significantly associated with improved DRFI in univariate analysis; mean percentage of TlLs in
the residual disease of non-metastatic patients was 32,10 vs 17,55 for metastatic patients.
Using two different methods (ssGSEA applied to Nanostring 10 360 genesets and MCP counter)
to study immune populations, we observed highly significant differences in the immune
infiltrate profiles of the post NAC residual tumors between patients who experienced
metastatic recurrence and those who did not. The main population of this infiltrate were cells
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of monocytic lineage/ macrophages (MCP counter method/ ssGSEA, respectively) (fig 2A, B).
However, this myeloid infiltrate did not discriminate between metastatic and non-metastatic
patients. In lymphoid populations, we found an enrichment in lymphocytes B, in total T cells
(with a significant enrichment on the Nanostring genes set in Th1 cells, but not in Treg), in CD8
T cells (total and exhausted), on cytotoxic cells and in NK cells for patients that did not
experience metastatic relapse (fig 2A, populations highlighted in bold characters). This
enrichment was similar in the MCP counter method (fig 2A). Both approaches showed very
consistent results, indeed, predictions for similar immune populations are highly correlated
(Supplementary Figure 2B).

When related to the percentage of TlLs on the residual disease as shown in fig 2B, these
differences were less pronounced. Indeed, the most important difference was the total
immune infiltration: patients who did not become metastatic had much more TILs on their
residual disease (fig 2B). The CD45+ population as measured by the ssGSEA method had not
the same distribution as the TILs (determined on H&E slides), which was expected since TILs
reflect only the lymphocytic population. On these heatmaps, the main immune population
was the macrophages/ monocytic population; there was also an enrichment in lymphocytic
cells (mostly T, CD8, NK and to a lesser extent B cells) that seemed higher in non-metastatic

patients (fig 2B and S2C).
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Figure 10: Analysis of the immune microenvironment of the residual disease in non-metastatic vs metastatic relapse patients.
A/ Boxplots summarize score distributions in metastatic (red) and non-metastatic (blue) patients for each corresponding
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immune cell population in B. B/ Heatmap representing immune infiltration scores computed with ssGSEA applied to
Nanostring 10 360 genesets (top panel) and MCP counter (bottom panel). Patients (columns) are ranked according to TiLs
scores (H&E) in metastatic and non-metastatic patients, scores of CD45 ssGSEA enrichment are reported at the top of the
heatmap. The heatmap gives for each immune population its relative enrichment in each sample. B/ Wilcoxon’s test
significance are noted as p-value < 0.001 ***, p-value < 0.01 ** and p-value<0.05 *.

Finally, because a high infiltration of B lymphocytes, cytotoxic cells and Th1 cells was
detected in the immune infiltrate of non-relapsing patients, we applied the 12-chemokine
gene expression score previously correlated to the presence of tumor localized ectopic lymph
node-like structures (35) and found it was significantly enriched in patients who did not

experience metastatic relapse (fig S2A).
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Supplemental figure 2: Analysis of the immune microenvironment of the residual disease in non-metastatic vs metastatic
patients. A/ Boxplot summarizes score distributions in metastatic (red) and non-metastatic (blue) patients for the tumor
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to TlLs scores (H&E) in metastatic and non-metastatic patients, scores of CD45 ssGSEA enrichment are reported at the top of
the heatmap. The heatmap gives for each immune population its relative enrichment in each sample, compared to other

immune populations.
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Construction of an 8-genes prognostic signature.

We implemented a 1000 times sub-sampling procedure (detailed in Methods) to
determine robust survival predictive power of each gene and selected eight genes (BLK,
GZMM, CXCR6, LILRA1, SPIB, CCL4, CXCR4, SLAMF7) being significantly associated with survival
(logrank test p-value < 0.05 in >90% of iterations). The score was derived from the 8-genes list
using ssGSEA. We tested our signature for the whole cohort and in the RCBII subgroup since
it contains patients with very heterogeneous outcomes; we used ssGSEA with the eight
selected genes as the genes set. The 8-gene signature could accurately predict the DRFI of our
patients with an HR of 0.18 (IC95 0.09; 0.35), p < 0.001 (fig 3A). Interestingly, our signature
could also separate high-risk patients and low-risk patients in the RCBII group [HR 0.15 (IC95
0.06; 0.4), p < 0.001] (fig 3B). The heatmap showing the 8 genes expression according to the
signature score is shown in fig 3C, along with the metastatic status, the RCB class, the presence
of lymphovascular emboli and the levels of TILs as seen in H&E.

We next sought to investigate the individual prognostic values of each gene in an

independent cohort. We therefore used the KMplot website (https://kmplot.com) (32) and

checked the prognostic role of each gene in the basal PAM50 subtype (fig S3A). All genes but
one were associated with a significant improved prognosis on this cohort. The fact that BLK
had a non-significant trend toward a better survival could be explained by several reasons:
lack of sensitivity, intercohort variability, or the fact that one gene can be associated with
several pathways with diverse biological functions. To overcome this problem, we studied the
correlations between all of our genes in our cohort, and identified 55 genes that presented a
correlation score > 0.8 with at least one gene from our signature. This led to the development
of an “extended signature” composed of 63 genes, which could also predict survival of our
patients with good accuracy (HR 0.27 [IC 95 0.14; 0.51], p < 0.001) (fig 3D). When applying
gene ontology (GO) on this set of genes, the main represented pathways were in favor of a
strong lymphoid response (lymphoid compartment, costimulatory signaling with TIGIT,
PDCD1/PD1 among others, interactions between a lymphoid and a non-lymphoid cells, TCR-
related pathways, etc.) (fig S3B).
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Figure 11: Design of an immune-related signature to predict survival from patients with residual disease after NACT. A-B/ KM
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Supplemental figure 3: A/ Kaplan-Meier plots of the relapse-free survival of patients from multiple gene datasets, from the
KMplot website, using the 8 genes from our signature. Cut-off optimal. B/ Significantly overrepresented pathways (FDR<0.05)
in the extended signature genes. Colored cells correspond to the presence of genes (rows) in pathways (columns). Genes not
associated with any of the pathways appear in the box below.

Validation of the 8-gene signature and extended gene signature in external datasets.

To validate our results, we applied our signatures to the KMplot website selecting only

the PAM50 basal subtype (32), and to the TNBC patients from the METABRIC cohort (33) via

the synapse.org website. In the KMplot website, a high 8-gene signature score predicted a

significantly better relapse-free survival (RFS) of patients with basal breast cancer: HR 0.54

(1C95 0.4 — 0.74), p < 0.0001, and the extended signature was even more accurate: HR 0.35

(1C95 0.26 — 0.49), p < 0.0001 (fig 4A and B). Similar observations were made after screening
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the METABRIC cohort. A high signature score predicted a better disease-specific survival (DSS),
and the extended signature was more precise than the 8-gene signature [HR 0.53 (IC95 0.35;
0.8), p<0.01and HR 0.43 (1C95 0.29; 0.64), p < 0.01, respectively, fig 4C and 4D]. Since several
previous signatures have been developed to study the immune microenvironment of cancer,
we checked the prognostic impact of the “immunologic constant of rejection” (ICR) (14) and
the “Tumor inflammation signature” (14) on the METABRIC dataset (Fig 4 E to H). The 8-gene
signature, extended signature, ICR and TIS showed equivalent predictive power. Overall, our
signatures robustly predicted outcome in two independent cohorts other than our training

set, the extended signature being more precise.
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Figure 12: Survival analysis of predictive signatures. A-B/ 8- and 63- genes signature on KMplot dataset with basal breast
cancer. C-D/ 8- and 63- genes, Hendricks and TIS signature on METABRIC dataset selected for TNBC patients. Hendricks
« immunologic constant of rejection » or ICR and F/ Ayers « Tumor inflammation signature » or TIS signatures on PRINCESSE
cohort. E-H/ Cohorts are separated by the optimal score value obtained with ssGSEA on our and METABRIC cohorts and gene
median in the KMplot cohort. DRFI: Disease Relapse Free Interval, RFS: Relapse Free Survival, DSS: Disease Specific Survival

Multivariate analysis of factors associated with relapse on TNBC post NACT residual

disease.

We performed a multivariate analysis to compare the prognostic impact of TlLs, the
RCB score, our 8-gene signature (all as continuous variables) and the presence of
lymphovascular emboli (all these factors but our signature appeared significantly associated
with prognosis in univariate analysis in a previous study based on this cohort (36)). In this
analysis, the RCB score and the signature appear as two independent predictive factors of
metastatic relapse; the lymphovascular emboli were not significant (p = 0,059) but improved

the predictive value of the model (table 2).

N=115 univariate analysis (DRFS) (Cox) | multivariate analysis (DRFS) (Cox)

N p(wald) HR IC95% HR | p(wald) HR IC95% HR
Tils %
N 115 0.0036 0.972 0.954 0.991 not retained p=0.86
Median value 20
Signature score
N 115

Median value] -63.16 <0001 0.985 0.979 0.991]0.0019 0.988 0.980 0.995

RCB score
N 115 <0001 2.712 1908 3.855]0.0020 1.910 1.266 2.881
Median value 2.1
LVE
N 114
Not seen 87 <.0001 1 0.0591 1
Present 27 6.088 3.166 11.71 2.090 0.972 4493

Table 2: Multivariate analysis of factors associated with Distant-Relapse Free Survival (DRFS). LVE: lymphovascular emboli.
RCB: Residual Cancer Burden. TILs: Tumor-Infiltrating Lymphocytes.
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V. Discussion

This study is, to the best of our knowledge, the first transcriptomic analysis to describe
the immune microenvironment of the residual disease in post-NACT TNBC. Residual disease
in post-NACT TNBC has been the subject of numerous publications in recent years, due to its
particularly poor prognostic significance. Pathways such as cell-cycle alteration, PI3K/mTOR,
DNA repair, Ras/MAPK and growth factor receptors were found to be altered in at least 10%
of cases in a transcriptomic study from Balko et al.; a MEK-based signature was associated
with worse RFS and OS on the 64 patients of the cohort (37). In our cohort, MAPK pathway
was enriched in the residual disease of patients who later experience relapse. This
MEK/MAPK/RAS pathway activation is of greatest interest, since it has been inversely
correlated with TILs infiltration of residual disease from TNBC patients (38), and was found
over-expressed in the less immunogenic module in the ICR classification (14). Moreover, MEK
inhibition in association with immune agonists was shown to enhance anti-tumor immune
response in preclinical models of TNBC, via the upregulation of MHC-I (38,39). These findings
stress even more the importance of the immunological context of the residual disease, since
they demonstrate, at the cancer cell level, that parts of resistance mechanisms are mediated
through immune evasion.

We identified a combination of 8 immune-related genes whose expression accurately
predicted relapse-free survival in our cohort of 115 TNBC patients with residual disease.
Interestingly, these genes are strongly linked to major immune cell types. Indeed, four genes
of the signature can be strongly associated with B-lymphocytes. BLK, also known as B
lymphocyte kinase, is a non-receptor tyrosine kinase essentially involved in B-cell receptor
signaling and B-cell development. SPIB (Spi-B transcription factor) is strongly associated with
plasmacytoid dendritic cells and is expressed in B cells where it can be required for B-cell
receptor (BCR) signaling, which is necessary for normal B-cell development and antigenic
stimulation. Leukocyte Immunoglobulin Like Receptor Al or LILRA1l is known to be
predominantly expressed in B cells and to interact with major histocompatibility complex class
| ligands; however, it appears to be also expressed on monocytes and macrophages based on

the human protein atlas (www.proteinatlas.org). Signaling Lymphocytic Activation Molecule

7 or SLAMF7 is known as a strong marker of plasma cells, though in our signature it seems

mostly associated with cytotoxic activation as recently reported elsewhere (high correlations
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with genes such as CD27, ITGAL, CD96, etc. data not shown) (40,41). Indeed, our signature
also reflects a strong cytotoxic activation. Granzyme M or GZMM is one of the five human
granzymes, mainly expressed by innate lymphoid cells (NK cells, NKT cells), gamma delta T
cells and by one subtype of differentiated CD8 T cells (42). Significance of the chemokine
receptors (CCL4, CXCR4, CXCR6) of the signature is more challenging to determine, since they
are involved in many different signaling pathways. CXCR4 is the chemokine receptor of
CXCL12, also known as stromal-derived factor 1 (SDF-1). Many reports on CXCR4 in breast
cancer point toward a pro-tumorigenic role of the CXCR4/CXCL12 axis. CXCR4 signaling has
been shown to activate the PI3K/ATK pathway, the MAPK pathway and the JAK/STAT pathway
leading to cell survival, proliferation, migration of cancer cells, etc. (43). CXCR4 is also
expressed on the cell surface of most leukocytes including B cells, monocytes and most T
lymphocyte subsets. In our study, the CXCR4 gene was correlated to TNFAIP3 and CD69
(correlation coefficients 0,69 and 0,62 respectively, data not shown), which are linked to
lymphocyte activation. CXCR6 is the exclusive chemokine receptor of CCL16; CXCR6/CCL16 are
involved in the regulation of T lymphocyte migration to peripheral tissues. In preclinical
models of cancer, CXCR6 was shown to mediate the recruitment of NKT cells and TCD4+
lymphocytes (44) and a specific subset of CXCR6-expressing T CD8+ resident memory subset
(45), all of them carrying anti-tumorigenic functions. CCL4, also known as macrophage
inflammatory protein-1a, interacts with CCR5 and is involved in the recruitment of many
leukocytes to inflammatory sites and in the function of CD4 T cells. In tumors, it is secreted by
B lymphocytes and basophils. However, it can also be associated with the pro-tumorigenic
immune response (46). Since most genes are associated with several pathways, we developed
an “extended signature” which includes 63 genes. Pathways involved in this signature were
also strongly in favor of a lymphoid activation. This was in line with the analysis of immune
cells of the residual disease, with a significant difference between non-metastatic and
metastatic patients for all the anti-tumorigenic lymphocytic cells (T lymphocytes, cytotoxic
cells, T CD8+ cells, B lymphocytes, NK cells, etc.). Bulk transcriptomic analysis cannot directly
show the presence of organized structures such as tertiary lymphoid structures (TLS), however
gene signatures of TLS have been proposed as a reflect of these structures’ formation (35,47).
Since our findings, both on the immune cells infiltrates and of the signature, point toward a

coordinated activation of cytotoxic cells, B lymphocytes/ plasma cells and Th1 cells, we applied
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a 12-chemokine gene signature to our cohort and found a significant enrichment in patients
who did not experience relapse, suggesting a role of these structures in our TNBC patients.

Our results are not surprising; indeed, chemotherapy and particularly Doxorubicin can
induce an immunogenic cell death (ICD), a process that differs from apoptosis and leads to the
release of numerous damage-associated molecular patterns (DAMPs) by cancer cells, which
in turn induces immune response (48). This process was recently exploited in the TONIC trial,
where Doxorubicin induction was the most efficient to induce a response to PD-1 blockade
therapy (49). In our study, patients with residual disease with the best prognosis harbored
tumors whose microenvironment expressed genes reflecting cytotoxic lymphocyte activation
and B-cell response, advocating for an anti-tumor immune response induced by
chemotherapy.

Another finding of this study is the significant domination of macrophages and/or
monocytic cells on the total immune infiltrate. Indeed, macrophages/ monocytic cells were by
far the most frequent population in our patients’ samples. However, we were not able to show
any prognostic difference with these cells. This can be explained by the limited number of
genes from the panel we used, which did not allow a clear functional analysis of the
macrophages. This finding stresses the need for further studies on the myeloid infiltrates of
TNBC in this setting.

Our study has some limitations, one being the use of a very limited panel. This does
not allow an exhaustive analysis of the metastatic relapse environment, whether it is the
complete analysis of immune populations (many genes missing to use CIBERSORT-type
deconvolution methods), or the exploration of signaling pathways not covered by the panel
(such as stemness-related genes and their interactions with immune cells populations, etc.).
However, the Nanostring technology with an 800 targeted gene panel was interesting in this
cohort since it can be applied to FFPE samples, with usually more degraded RNA than RNA
from other sources. Moreover, this technology does not require any amplification, which
limits the risk of a bias of poor-quality RNA. The fact that we used older samples with
decreased quality of RNA could be seen as another limitation of this study, leading to bias in
the results; however, these samples are closer to what can be analyzed in clinical settings.
Finally, we validated our signatures on external cohorts. However, the RNA expression range

values vary between platforms and patient cohorts, thus preventing the definition of a
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common threshold. Our signatures and their thresholds should be determined in a dedicated
validation study to allow the utilization of these signatures in clinical practice.

Overall, we show here that metastatic relapse in TNBC patients with post-NACT
residual disease is highly mediated by the immune infiltration, and propose an immunologic
prognostic gene-signature for TNBC patients with residual disease. This signature can
accurately identify high risk patients from the RCBII subgroup, which could allow the

implementation of targeted therapeutic strategies to improve these patients’ prognosis.
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Perspectives et conclusion

Au cours de ce travail, nous avons pu développer une signature transcriptomique
pronostique liée a l'immunité, ainsi qu’une version « étendue » potentiellement plus
facilement exportable. Ces signatures classent de facon satisfaisante les patientes dans deux
cohortes externes de patientes atteintes de cancers triple-négatifs et/ou basal-like
(METABRIC, KMplot).

Au sein de notre cohorte, la signature ressort comme un facteur pronostique
indépendant en analyse multivariée, bien que les TILs soient un concurrent sérieux. Ce résultat
est bien sOr a valider dans une autre cohorte clinique, de méme que les seuils idéaux restent
a déterminer. En effet, les valeurs du score des signatures varient énormément selon les
cohortes choisies, notamment parce que des techniques différentes ont été utilisées pour les
analyses transcriptomiques. La prochaine étape de ce projet sera donc de valider les
signatures (3 8 génes et « étendue ») sur une cohorte externe, avec une technique d’analyse
transcriptomique unique (soit RNA sequencing, soit panel custom Nanostring), et de remettre
en concurrence la signature avec le RCB et les TILs en analyse multivariée pour vérifier I'apport
de la signature dans cette situation clinique.

A moyen terme, cette signature pourrait permettre d’identifier les patientes qui
bénéficieraient réellement d’une thérapie adjuvante, tout particulierement dans la catégorie
RCBII. Nos signatures se concentrant sur la présence ou non d’un infiltrat immunitaire a l'issue
de la chimiothérapie, elles pourraient également guider la stratégie thérapeutique des
patientes (association chimio-immunothérapie par exemple pour les patientes ayant un

infiltrat immunitaire faible), mais cela reste a prouver dans des études dédiées.
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Objectif : Les patientes avec un cancer du sein triple-négatif (CSTN) ayant un résidu tumoral aprés chimiothérapie
néo-adjuvante ont jusqu’a 75% de risque de rechute métastatique dans les années qui suivent la prise en charge
initiale. L'infiltrat immunitaire des CSTN ayant été montré comme pronostique et prédictif de la réponse aux
traitements, nous avons voulu développer une signature transcriptomique immunologique pour mieux prédire
le risque de rechute chez ces patientes. Méthode : Nous avons identifié 115 cas de CSTN avec maladie résiduelle
post traitement, sur lesquels nous avons testé le panel de 770 génes liés au microenvironnement tumoral
(PanCancer 10360, Nanostring). Nous avons développé une signature transcriptomique et analysé l'infiltrat
immunitaire présent dans les tumeurs résiduelles. Résultats : 38 patientes (33%) ont présenté une rechute
métastatique. La séparation des patientes via un clustering hiérarchisé identifiait cinqg groupes avec des
pronostics différents, selon des voies de signalisation liées a I'activation immunitaire, la transition épithélio-
mésenchymateuse et le cycle cellulaire. Le microenvironnement immunitaire était significativement différent
entre les patientes qui présentaient secondairement une rechute et celles qui ne rechutaient pas, les derniéres
ayant plus de cellules effectrices anti-tumorales lymphocytaires. Nous avons développé une signature de huit
geénes liés a I'immunité (BLK, GZMM, CXCR6, LILRA1, SPIB, CCL4, CXCR4, SLAMF7) qui prédit le risque de rechute
dans notre cohorte et en particulier dans le sous-groupe de patientes RCBII. Cette signature était également
pronostique dans deux cohortes indépendantes (KMplot et METABRIC). Conclusion : L’absence d’activation
immunitaire apres chimiothérapie néo-adjuvante est lié a un haut risque de rechute métastatique. Nous
proposons une signature transcriptomique pronostique liée a I'immunité qui pourrait permettre une meilleur

identification et prise en charge des patientes.

Title: Prognostic value of the immune infiltrate in triple-negative breast cancer patients with residual disease
after neoadjuvant chemotherapy

Purpose: Triple-negative breast cancer (TNBC) patients have up to 75% risk of metastatic relapse within the
following years when they have residual disease (RD) after neo-adjuvant chemotherapy (NACT). The immune
infiltrate in TNBC being prognostic and predictive of response to treatment, we sought to develop an
immunologic transcriptomic signature to better predict relapse in these patients. Experimental design: We
identified 115 samples of residual tumors from post-NACT TNBC patients. We profiled the expression of 770
genes related to cancer microenvironment using the Nanostring PanCancer 10360 panel to develop a prognostic
transcriptomic signature, and describe the immune microenvironment of the residual tumor. Results: Thirty-
eight (33%) of patients experienced metastatic relapse. Hierarchical clustering separated patients into 5 clusters
with distinct prognosis, based on pathways linked to immune activation, epithelial to mesenchymal transition
and cell cycle. The immune microenvironment of the residual disease was significantly different between
patients who experienced relapse compared to those who did not, the latter having significantly more effector
anti-tumoral immune cells, with significant differences in lymphoid subpopulations. We selected eight genes
linked to immunity (BLK, GZMM, CXCR6, LILRA1, SPIB, CCL4, CXCR4, SLAMF7) to develop a transcriptomic
signature which could predict relapse in our cohort and in the RCB2 subgroup. This signature was validated in
two external cohorts (KMplot and METABRIC). Conclusions: Lack of immune activation after NACT appears to be
a strong prognostic factor for metastatic relapse. We propose a prognostic signature based on immune infiltrate

that could lead to targeted therapeutic strategies to improve patients’ prognosis.
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