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Liste des abréviations

CS cancer du sein

CSTN cancers du sein triple-négatif
CTNA chimiothérapie néoadjuvante
El écart interquartile

HES hématoxyline éosine safran
HER2 human epidermal growth factor receptor 2
IC intervalle de confiance

IHC immunohistochimie

Max maximum

Min minimum

PARP poly(ADP-ribose) polymérase
Pts patients

RCB Residual Cancer Burden

RCH réponse compléte histologique
RE récepteurs aux cestrogenes

RH récepteurs hormonaux

RP récepteurs a la progestérone
SLT structures lymphoides tertiaires
SSR survie sans récidive

THS traitement hormonal substitutif

TILs tumor infiltrating lymphocytes - Lymphocytes infiltrant la tumeur
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INTRODUCTION

Etiologie et épidémiologie du cancer du sein triple négatif (CSTN)

Les principaux facteurs de risque de cancer du sein, tous types confondus, sont I'dge, la
prédisposition génétique et les antécédents personnels de cancer du sein (CS) ou d’irradiation

de la paroi thoracique a fortes doses.

D’autres facteurs de risque étiologiques contribuent spécifiquement a I'apparition des divers
sous-types de cancer du sein (1,2). Le r6le de I’exposition hormonale aux cestrogénes (puberté
précoce, ménopause tardive, traitement hormonal de la ménopause, obésité) est un facteur
de risque bien connu d’apparition de cancers du sein hormono-sensibles (3). Tandis qu’un age
jeune a la premiere grossesse, un nombre d’enfants élevé et un age précoce a la ménopause

semblent plutot associés au risque de développer CSTN (4).

Le CSTN représente environ 15% des carcinomes mammaires diagnostiqués au stade précoce
dans la population caucasienne, et jusqu’a 25% chez les femmes d’origine africaine. En France,

il est responsable de 25% des déceés liés au cancer du sein (5).

Comparé aux autres sous-types de carcinomes mammaires, le CSTN survient chez des femmes
plus jeunes. Il est plus souvent associé a une prédisposition héréditaire liée a une mutation

constitutionnelle du géne BRCA1 (6).

Le CSTN a un pronostic sombre avec une médiane de survie globale au stade métastatique de

15 a 18 mois, et un taux de mortalité de I'ordre de 80% a 5 ans apreés le diagnostic (7).
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Biomarqueurs histologiques au diagnostic

Le role des parametres histopronostiques est de fournir des indications sur I'agressivité de la
tumeur afin d’évaluer le risque de rechute locale ou métastatique et d’adapter au mieux le

traitement tout au long de la prise en charge.

e Grade SBR et classification TNM
Au moment du diagnostic, les parameétres histologiques pronostiques sont le stade TNM avec
la taille tumorale (cT/pT) et le statut ganglionnaire (cN/pN) (Tableau 1), le type histologique,
la présence ou non d’emboles vasculaires et le grade histologique déterminé par le score de

Scarff-Bloom et Richardson (SBR), modifié par Elston et Ellis (8).

Les quatre marqueurs systématiquement analysés au diagnostic d’un cancer du sein sont
I'index de prolifération Ki67, I'expression des récepteurs aux oestrogénes (RE) et a la
progestérone (RP), et le statut de HER2. lls sont appréciés de maniere semi-quantitative en
immunohistochimie et permettent de définir le sous-type moléculaire et de prédire la
sensibilité aux traitements ciblés (anti-oestrogénes, anticorps/inhibiteurs ciblant HER2) mais
également de donner lindication pour réaliser des tests de signature moléculaire

multigéniques pronostiques.

e Phénotype triple négatif
La classification moléculaire intrinseque selon le consensus de Saint-Gallen 2013, définit

guatre sous-types moléculaires de CS, de pronostics différents (9) répartis comme suit :

- Luminal A: RE+, RP+; HER2-; Ki67 faible (< 20%)

- Luminal B : RE+, RP+/- ; HER2+/- ; Ki67 élevé (= 20%)
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- HER2 enrichi : HER2+, RE-, RP-

- Triple négatif : RE-, RP—-, HER2—

En pratique, c’est cette classification établie par immunohistochimie qui servira a guider la
prise en charge thérapeutique, en association aux critéres standards que sont I'age, la taille

tumorale, le volume mammaire, le grade et le statut ganglionnaire.

Le CSTN est caractérisé par I'absence d'expression des récepteurs aux cestrogenes (RE) et a la
progestérone (RP) ainsi que par I'absence de surexpression/amplification du géne ERBB2,
codant pour la protéine HER2. Ainsi, le CSTN ne comporte pas de cible thérapeutique connue,
ce qui le rend non-éligible aux thérapies antihormonales (Tamoxifene® ou inhibiteurs de

I’'aromatase) et a la thérapie ciblée anti-HER2 par trastuzumab (Herceptin®).

Pour les récepteurs hormonaux (RH), le résultat de I'examen immunohistochimique (IHC)
(positif ou négatif) est exprimé par le pourcentage de cellules tumorales positives, et leur
intensité de marquage, selon le score d’Allred. Dans les essais cliniques, le seuil de <1% de
cellules tumorales exprimant les RE et les RP est utilisé pour définir le statut triple négatif (10),

tandis qu’en pratique, et en particulier en France, le seuil de <10% est encore en vigueur (11).

Concernant le statut de HER2, [linterprétation immunohistochimique suit les
recommandations de I’ASCO-CAP et de GEFPICS (12,13). Une tumeur est considérée comme
HER2 négative lorsque le marquage immunohistochimique est coté 1+ ou 0 ; ou lorsque qu’elle
est considérée ERBB2 non amplifiée en hybridation in situ en cas d’'un marquage

immunohistochimique coté 2+.
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e Particularités histologiques des CSTN
La majorité des CSTN sont des carcinomes infiltrants de type non spécifique, de haut grade.
On observe fréguemment une architecture solide associée a la présence de nécrose, dite en
« carte de géographie ». L'activité mitotique est généralement trés élevée, souvent

supérieure a 80 %.

Cependant, les cancers du sein triples négatifs peuvent présenter un large spectre de
morphologies différentes et des sous-types histologiques rares existent (14). Certains sont
considérés de bon pronostic (carcinome adénoide kystique, carcinome apocrine, carcinome
avec aspects médullaires), d’autres présentent une évolution nettement plus sombre

(carcinome métaplasique).

Les CSTNs sont un groupe de tumeurs tres hétérogenes, tant sur le plan histologique et

moléculaire, que sur le plan clinique.

Facteurs histopronostiques aprés chimiothérapie néoadjuvante (CTNA)

Aprés traitement par CTNA, la piéce opératoire (le sein et/ou les ganglions axillaires) peut
comporter ou non un résidu carcinomateux invasif. L’absence de ce résidu définit le statut de
réponse compléete histologique (RCH). En revanche, I'appréciation du résidu tumoral ne se
limite pas a sa présence ou son absence. En effet, 'analyse détaillée de la pieéce opératoire
fournit des informations cruciales utiles a la prise en charge adjuvante des patientes atteintes

de CSTN (15,16).
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e Residual Cancer Burden (RCB)
Lorsque des cellules tumorales viables sont présentes, elles peuvent présenter des degrés
divers d’altérations morphologiques engendrées par la chimiothérapie et corrélées au degré
de sensibilité de la tumeur. Le plus souvent, on observe une diminution de la cellularité
tumorale, formant ainsi plusieurs foyers carcinomateux dispersés au sein d’un fond fibreux,
qui constitue le lit tumoral.
La taille (ypT) et la cellularité des foyers carcinomateux infiltrants résiduels, la présence et la
proportion de carcinome in situ associé, le statut ganglionnaire (ypN) et la taille de la plus
grande métastase ganglionnaire sont les paramétres servant a quantifier la charge tumorale
résiduelle a travers le score Residual Cancer Burden (RCB). Ce score est un marqueur
histopronostique de CS connu depuis 2007, permettant d’évaluer le risque de rechute
métastatique et de prédire la survie a long terme de facon fiable et validé cliniguement. Le
RCB a notamment permis de révéler que le pronostic des patientes sans RCH mais avec un
petit résidu tumoral apres CTNA est comparable avec celui des patientes avec RCH (17-20).
Ces données suggérent que le traitement de ces deux catégories de patientes pourrait étre
identique.
Dans la mesure ou I"évaluation du score RCB est basé sur la présence et la quantification du
résidu tumoral, un échantillonnage macroscopique précis et orienté est indispensable. C'est
pourquoi la collaboration multidisciplinaire et la corrélation avec les aspects cliniques et
radiologiques sont essentielles.
Le RCB est calculé grace au site internet du centre anti-cancer MD Anderson

(http://www.mdanderson.org/breastcancer RCB) qui détaille la méthode d’évaluation du résidu

tumoral aprés CTNA, et a mis au point le RCB calculator (figure 1). C'est un score continu mais

il est exprimé selon trois catégories, RCB 1, RCB 2 ou RCB 3, proportionnellement a la maladie
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résiduelle (minimale, modérée, étendue, respectivement). Le RCB score 0 correspond a la
RCH. La figure 2 montre les étapes de mesure de la taille de la tumeur résiduelle par le
pathologiste pour la détermination du RCB. Cette analyse débute lors de la prise en charge
macroscopique qui permet lidentification du lit tumoral (figure 2a), et se poursuit par
I’'analyse microscopique qui permet la mesure définitive, sur coupes histologiques colorée en
HES, correspondant a I’échantillonnage du lit tumoral macroscopiquement repéré. Dans le cas
ou la détermination du RCB se fait de facon rétrospective, et donc sans mesure macroscopique
préalablement disponible, le pathologiste reconstitue le lit tumoral en utilisant les lames des
coupes tissulaires colorées par hématoxyline-éosine-safran (HES) et détermine les deux
dimensions de la tumeur résiduelle (d1 et d2) comme montré sur la figure 2b. La cellularité
du résidu tumoral est déterminée selon le schéma représenté sur la figure 3 (a et b). La
méthode de mesure du diametre de la plus grande métastase ganglionnaire est présentée sur
la figure 4.

Le RCB est donc un systeme standardisé qui integre la réponse histologique dans le sein et
dans les ganglions lymphatiques régionaux (21). Ce dernier fait I'objet de nombreuses
publications (17,22—-34). Néanmoins, le RCB n’est encore introduit ni en pratique courante de
tous les laboratoires d’anatomo-pathologie, ni en formation standard des pathologistes. Le
RCB est le score recommandé par de nombreux essais thérapeutiques pour évaluer la réponse
au traitement néoadjuvant, et pour un bon nombre de pathologistes et oncologues médicaux,
il est préférable d’utiliser le score RCB plutét que le statut RCH (35). Dans un objectif
d’amélioration et de personnalisation de la prise en charge des patientes ayant un résidu
tumoral aprés CTNA, les études récentes ont évalué les combinaisons du RCB avec d’autres

parameétres histopronostiques, tels que le taux de lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs).
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e Les lymphocytes infiltrant la tumeur (tumor-infiltrating lymphocytes, TILs)

Les TILs sont les cellules immunes mononuclées retrouvées au sein de la tumeur et elles sont
le reflet de la réponse immunitaire de I’hote contre les cellules tumorales. En fonction de la
topographie de cet infiltrat immun, on distingue les TILs stromaux (au sein du stroma), les TILs
intra-tumoraux (au sein des amas carcinomateux), les TILs périphériques (au niveau du front
d’invasion tumoral) et les structure lymphoides tertiaires (SLT) qui sont des follicules
lymphoides adjacents a la tumeur (36).

Au cours de la derniere décennie, la densité des TILs stromaux est le biomarqueur le mieux
développé qui a suscité I'intérét de plusieurs équipes. Un taux élevé de TlLs est associé a une
meilleure réponse a la CTNA (18,37-39) et leur profil phénotypique semble également avoir

un impact sur le pronostic (40,41).

La quantification des TILs suit les recommandations émises par le groupe international de
travail sur les biomarqueurs pour I'immuno-oncologie (36). Les étapes d’évaluation sont
détaillées dans I’annexe 1.

En pratique, I’évaluation des TlLs doit se faire sur des coupes tissulaires en coloration standard
(HES) a un grandissement de 20-40x sur le bloc tumoral le plus représentatif. Les TILs doivent
étre dans le stroma entre les amas carcinomateux, et seuls les éléments mononuclées
(lymphocytes et plasmocytes) doivent étre pris en compte dans la quantification.

Le taux de TILs, exprimé en pourcentage, correspond a la surface de stroma occupée par les
TILs, par rapport a la surface de stroma totale. Les TILs situés au sein des amas carcinomateux,
les TILs périphériques et les SLT avec centres germinatifs sont la manifestation d'une réponse

immunitaire active, mais ils ne doivent pas étre inclus dans I'évaluation des TILs stromaux.

21



Par ailleurs, la composante stromale d’'une tumeur est extrémement variable. Elle peut étre
hautement cellulaire avec des fibroblastes proéminents, ou au contraire minoritaire ou
hyalinisée (collagénique et peu cellulaire). De méme, l'infiltrat en TILs n’est pas toujours
homogene au sein du résidu tumoral, ce qui rend leur quantification parfois délicate. Dans ce

cas-13, c’est la moyenne sur 'ensemble de la zone examinée qui sera prise en considération.

Salgado et al. ont fourni des outils de standardisation accessibles sur le site
https://www.tilsinbreastcancer.org/, visant a aider le pathologiste a calibrer son évaluation et
a favoriser la reproductibilité inter et intra-opérateur (Annexe 2). Cette équipe a émis les
recommandations pour I'évaluation des TILs sur biopsies et aussi sur piéces opératoires apres
CTNA (42). Elles suivent les mémes étapes, néanmoins, les recommandations sur pieces
opératoires insistent sur les principes d’évaluation des TILs dans tout le lit tumoral et sur
I’estimation de la moyenne en cas d’une distribution hétérogene, comme montré en exemple
en Annexe 3.

L'importance des TILs dans la littérature est croissante pour le CSTN, et leur quantification est

devenue un outil indispensable en pathologie mammaire (43,44).

Prise en charge des CSTN : actualités et perspectives

Selon les directives de I'ESMO, la chimiothérapie néoadjuvante (CTNA), basée sur une
combinaison anthracycline/taxane, est recommandée pour tous les cancers du sein triples
négatifs précoces de plus de 0,5 cm, a l'exception de certains sous-types histologiques

spécifiques (45).
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La CTNA a pour objectif de diminuer la charge tumorale en favorisant une chirurgie
conservatrice, voire en menant a la disparition complete de la tumeur, confirmée

histologiquement (RCH).

En phase adjuvante, I'indication de chimiothérapie est conditionnée par la présence de résidu
tumoral. Pour ces cas, en association avec la radiothérapie adjuvante, un traitement par 6 a
8 cycles de capécitabine est recommandé indépendamment du score RCB ou du taux de TILs

(46).

L'absence de récepteurs hormonaux ou d’amplification du géne de la protéine HER2, entraine
des options thérapeutiques ciblées limitées. Pour cette raison, les CSTNs ont longtemps
souffert d'une définition purement négative, mais les classifications moléculaires de ces
dernieres années ont permis de comprendre, non seulement qu'ils étaient un groupe
hétérogene de tumeurs, mais ont aussi permis d'ouvrir la voie a de nouvelles perspectives

thérapeutiques plus personnalisées.

Les CSTN qui se développent dans un contexte de mutation constitutionnelle des genes BRCA
présentent des anomalies de la recombinaison homologue. L'identification de cette mutation
est indispensable pour orienter les patientes vers un traitement par inhibiteur de poly(ADP-
ribose) polymérase (PARP), car I'olaparib et le talazoparib bénéficient actuellement d’une

autorisation de mise sur le marché dans cette indication.

Alors que les cancers du sein ne font pas partie des tumeurs solides les plus immunogeénes,
certains CSTNs sont riches en TILs, expriment PD-L1 (environ 40 %) ou ont une charge
mutationnelle tumorale élevée, ouvrant la voie aux inhibiteurs des points de controle
immunitaires. Dans ce contexte et suite a I'essai KEYNOTE (47), le pembrolizumab a été
approuvé en premiére ligne métastatique en association avec une chimiothérapie (48).
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Malgré I'’émergence de nouvelles thérapeutiques, le cancer du sein triple négatif reste le plus

agressif des sous-types moléculaires de cancer du sein, d{ a sa forte capacité métastatique.

En raison de I'évolution clinique hétérogene et défavorable des CSTNs, il est nécessaire
d'affiner la stratégie adjuvante dans ce cancer.

Le score RCB et les taux de TILs se sont avérés étre deux nouveaux biomarqueurs qui
permettent de mieux stratifier le pronostic des CSTN traités par CTNA. En effet, la mesure du
RCB a permis de montrer que les patientes sans RCH mais avec un faible score de RCB (classe
RCB 1) présentent un pronostic semblable aux patientes avec RCH, et pourraient étre
exemptées de chimiothérapie adjuvante (22).

De plus, des recherches approfondies au cours des dix dernieres années ont démontré le role
important de la réponse immunitaire systémique et locale dans I'évolution clinique du cancer,
dont les TILs sont le reflet direct. Dans le CSTN, un nombre élevé de TlLs avant et apres la CTNA

est associé a un meilleur pronostic (42).

Plusieurs équipes ont récemment tenté de combiner I'évaluation du RCB et des TILs afin
d'affiner le pronostic post-CTNA du CSTN. Cependant, de telles études sont encore rares, les
approches et les groupes étudiés sont hétérogenes, et n‘ont pas encore permis de définir
précisément si et comment la combinaison de ces deux parametres (RCB et TILs) peut fournir

des informations supplémentaires par rapport a la valeur pronostique individuelle de chacun.
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Objectifs de ce travail

Les objectifs de ce travail étaient d’évaluer la valeur pronostique du RCB, du taux de TILs et,
éventuellement, de leur combinaison, sur une cohorte monocentrique rétrospective de
CSTNs traités par chimiothérapie néoadjuvante, sans traitement adjuvant autre que la

radiothérapie standard.

MATERIEL ET METHODES

Sélection des patients

Les données cliniques ont été extraites de la base de données des CSTN du Centre Jean Perrin
a Clermont-Ferrand. Nous avons sélectionné rétrospectivement les patients atteints d’un
CSTN non métastatique, non inflammatoire, traités par CTNA de type anthracyclines/taxanes,
entre le 01/01/2008 et le 31/12/2020.

Au total, 172 patientes ont été incluses selon le schéma représenté sur la figure 5.

Evaluation histologique

Le statut triple négatif des tumeurs résiduelles était déterminé par IHC pour les récepteurs
hormonaux (RE et RP), et par immunohistochimie suivi de fluorescence par hybridation in situ

(FISH) pour HER2 si le test en IHC était équivoque (score 2+).

Pour les récepteurs hormonaux, un statut négatif était défini par un marquage nucléaire de <

10 % des noyaux des cellules tumorales, quel que soit I'intensité (11).
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Le statut HER2 était considéré négatif pour des scores 0 et 1+ en IHC ou en cas d’absence
d’amplification en FISH (réalisée pour tout score 2+ en IHC), selon les recommandations du

GEFPICS (13).

Seuls les résidus tumoraux avec le statut triple négatif ont été inclus dans I’étude.

La réponse compléte histologique (RCH) était définie par I'absence de tout résidu tumoral
invasif dans la piéce opératoire de mammectomie partielle ou totale et dans les ganglions

(ypTO/Tis NO).

La détermination du RCB et du taux de TlLs étaient effectuée sur coupes tissulaires des pieces

opératoires colorées en coloration standard par hématoxyline-éosine-safran (HES).

Le RCB était calculé via le RCB calculator du site internet du centre anti-cancer MD Anderson,
permettant de classer en trois catégories la maladie résiduelle : RCB 1, 2 et 3. La catégorie O
correspondait a la RCH. Le RCB a été déterminé en simple lecture (N LACRAMPE), en
concertation pour les cas difficiles avec deux pathologistes séniors (M KOSSAI, N RADOSEVIC-

ROBIN).

Le taux des TlLs a été déterminé en suivant les étapes des recommandations de /’International
Biomarkers in Oncology Working Group (36,42) et exprimés de facon continue en
pourcentage, avec des valeurs de 0%, 1%, 5%, 10%, puis par incréments de 10%. Le taux de
TILs a été déterminé seulement sur les pieces opératoires ayant un résidu tumoral mammaire.
L’évaluation des TILs a été faite en double lecture (N LACRAMPE et M KOSSAI), en concertation

au microscope multi-téte avec N RADOSEVIC-ROBIN.
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Le terme de cancer du sein a prédominance lymphocytaire (CSPL), couramment utilisé pour
décrire les tumeurs qui contiennent "plus de lymphocytes que de cellules carcinomateuses"

était retenu pour les résidus tumoraux contenant > 50% de TILs (49).

Analyse statistique

L’objectif primaire de notre étude était d’évaluer I'impact du RCB et du taux de TILs sur la
survie sans récidive (SSR) a 2 ans et a 5 ans apres chirurgie, définie par I'absence de toute
récidive locale, controlatérale ou a distance, vérifiée histologiquement ou avérée
radiologiquement. La SSR était mesurée en mois depuis la date de chirurgie jusqu’a la date de
la premiére rechute ou le déces.

Les objectifs secondaires étaient d’évaluer les taux de rechute a 2 ans et a 5 ans apres
chirurgie.

Pour les analyses de survie, le modele de régression de Cox était utilisé.

La relation entre le score RCB et la SSR était modélisée par des courbes de Kaplan-Meier
montrant RCB 0 vs RCB 1 vs RCB 2 vs RCB 3 (RCB 0.1.2.3), puis par groupement RCB 0-1 vs RCB
2 vs RCB 3 (RCB 01.2.3).

Le taux des TILs était analysé comme une variable continue avec des valeurs de 0%, 1%, 5%,
10% puis par incréments de 10% ; et comme une variable discontinue avec des valeurs seuils
définies de 5% et 10%. Des courbes de Kaplan-Meier ont été générées pour illustrer la
différence de SSR a 2 ans apres chirurgie selon des valeurs seuils du taux de TILs de 5% et 10%
(£10% vs >10% et <5% vs >5%).

L'analyse statistique était réalisée a I'aide du logiciel R, version 4.1.0 (R-Project, GNU GPL,

http://cran.r-project.org/). La valeur statistiguement significative retenue était p < 0.05.
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RESULTATS

Caractéristiques des patients

Les principales caractéristiques cliniques et histologiques au moment du diagnostic sont
regroupées dans le tableau 2.

La cohorte était constituée de 172 patientes, présentant principalement des tumeurs cT1 ou
cT2 (80,3%) dont la plupart étaient sans atteinte ganglionnaire c¢cNO (65,7%). Elles
correspondaient majoritairement a des carcinomes infiltrant de type non spécifique (CINS)
(98,8%) de grade histologique intermédiaire ou haut (41.7% et 56% respectivement). La
majorité des patientes ont été traitées par une CTNA de type anthracyclines/taxanes (80,8%).
Le suivi médian était de 49 mois. Le taux de RCH était de 32,5 % (n=56).

Le taux de rechute global de la cohorte était de 21,5% (n=37) dont 67,6% de métastases a
distance, suivies par 27% de rechutes locales et 16,2 % de rechutes controlatérales. Il y avait

4 cas (2.3%) de rechute au sein du groupe RCH, et 33 cas (19.1%) dans le groupe non-RCH.

Valeurs du RCB et du taux de TILs

Les RCB et les taux de TlLs quantifiés sur résidus tumoraux aprés CTNA sont reportés dans le
tableau 3.

Le RCB et les TILs ont été évalués sur 172 (100%) et 104 (60,4%) cas respectivement. Ainsi, 104
piéces opératoires ont pu bénéficier de I'analyse du RCB et des TlLs a la fois.

Cinquante-six patientes (32,6%) montraient une RCH, équivalente au RCB 0, tandis que 116
présentaient une maladie résiduelle apres CTNA.
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La plupart des résidus tumoraux étaient classés dans le groupe RCB 2 (n=71; 41,3%), suivi par
le groupe RCB 1 (n=25; 14,5%) et le RCB 3 (n=20; 11,6%) (figure 6).

La valeur médiane des TILs était de 15% (EI 5 — 30). Le taux de TILs de 10 — 29% a été le plus
fréquent (29,8%), suivi par le taux de 0 — 4% (23,1%). Il y avait 19 résidus tumoraux (18,2%)
gualifiés comme CSPL (taux de TILs de 50 — 100%) (tableau 3). Les fréquences des taux 0 —
9%, 10 — 29% et > 30% ont été similaires (36,6%, 29,8% et 33,6%, respectivement).

La répartition des TILs selon le groupe RCB est illustrée sur la figure 7.

Dans le groupe RCB 1 (n=25), les TILs était répartis comme suit : 0 - 4% (n=5, 20,8%), 5 — 9%
(n=2, 8,3%), 10 — 29% (n=1, 4,1%), 30 — 49% (n=5, 20,8%), 50 — 100% (n=3, 12,5%).

Dans le groupe RCB 2 (n=71), les TILs étaient répartis comme suit : 0 - 4% (n=18, 25,3%), 5 —
9% (n=6, 8,4%), 10 — 29% (n=22, 30,9%), 30 — 49% (n=10, 14%), 50 — 100% (n=12, 16,9%).
Dans le groupe RCB 3 (n=20), les TILs était répartis comme suit : 0 - 4% (n=1, 5%), 5 — 9%

(n=6, 30%), 10 — 29% (n=8, 40%), 30 —49% (n=1, 5%), 50 — 100% (n=4, 20%).

Les CSPL représentaient 18,2 % (n=19) de I'’ensemble des résidus tumoraux, distribués comme
suit : 2,9% (n=3) dans le groupe RCB 1 ; 11,5% (n=12) dans le groupe RCB 2 ; 3,8 % (n=4) dans

le groupe RCB 3.

Pronostic selon la RCH

La SSR a 2 ans apres chirurgie des patientes avec RCH a été statistiquement significativement
meilleur que la SSR des patientes sans RCH (92,0% vs 70,9%, RCH vs non-RCH respectivement,
p=0.0019) (figure 8a). Le méme niveau de différence entre ces deux groupes a été observé a

5 ans apreés la chirurgie (92,0% vs 60,4%, RCH vs non-RCH, respectivement) (figure 8b).
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Pronostic selon le RCB

A 2 ans apreés chirurgie, la SSR était significativement meilleure dans les groupes RCB 0 (89.9%
[1C95% 80.7 — 100]) ou RCB 1 (85.1% [IC95% 70.8 — 100]), par rapport au groupe RCB 3 (37.6%
[1C95% 20.1 — 70.1]) (p<0,001) (figures 9a et 9b).

La SSR dans le groupe RCB 2 (77.1% [IC95% 67.09 — 88.6]) a été significativement meilleure
gue celle du groupe RCB 3 (37.6% [IC95% 20.1 — 70.1]) (p<0,001) (figures 9a et 9b).

Il a été observé une tendance (p=0,071) d’une baisse de la SSR dans le groupe RCB 2 par
rapport aux groupe RCB 0, RCB 1, et RCB 0+1, néanmoins cette différence de SSR n’a pas
atteint le seuil significatif statistique (figure 9a et 9b). Il n’y avait aucune différence de SSR a

2 ans entre les groupes RCB 0 et RCB 1.

A 5 ans apres chirurgie, les différences en SSR entre les groupes de RCB ont été pratiquement
les mémes qu’a 2 ans apres la chirurgie : la SSR était significativement meilleure dans les
groupes RCB 0 (89.9% [IC95% 80.7 — 100]), RCB 1 (62.7% [IC95% 41.4 — 94.7]) et RCB 0+1
(76.5% [1C95% 62.4 —93.7]) par rapport au groupe RCB 3 (28.2% [1C95% 12.1 — 65.4]), p < 0,001
(figures 10a et 10b).

La SSR dans le groupe RCB 2 (71.3% [IC95% 59.8 — 85.1]) a demeuré significativement
meilleure par rapport au groupe RCB 3 (28.2% [IC95% 12.1 — 65.4]) (p<0,001) (figures 10). En
revanche, la tendance d’une baisse de la SSR dans le groupe RCB 2 par rapport aux groupes 0
et 2, observée a 2 ans apres la chirurgie, s’est estompée a 5 ans (p=0,15, figure 10b). Nous

avons noté que la courbe de SSR du groupe RCB 1, pratiqguement superposable a la courbe
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RCB 0 (RCH) pendant les 2 ans aprés la chirurgie (figure 9a), s’est visiblement rapprochée de

la courbe de SSR du groupe RCB 2, entre 2 ans et 5 ans apreés la chirurgie (figure 10a).

Pour mieux comprendre les différences de SSR entre les groupes RCB, nous avons aussi
analysé les différences en taux de rechute a 2 ans et a 5 ans apres chirurgie entre ces sous-
populations de patientes.

Les taux de rechute selon les groupes RCB sont présentés dans le tableau 4.

En accord avec les courbes de survie (figures 9 et 10), nous avons observé que le taux de
rechute a 2 ans était similaire au taux de rechute a 5 ans dans les groupes RCB 0, 2 et 3, tandis

gue dans le groupe RCB 1 ce taux a doublé a 5 ans par rapport a 2 ans.

Pronostic selon le taux de TILs

Dans cette cohorte, nous n’avons pas observé de différence statistiquement significative de
SSR a 2 ans ou 5 ans apres chirurgie, quel que soit le seuil utilisé. Les seuils testés ont été 0%
(TILs absents vs présents), 5% (TILs 0-5% vs TILs > 5%), 10% (TILs < 10% vs > 10%), 30% (TILs <
30% vs TILs > 30%) et 50% (TILs < 50% vs > 50%). A titre d’exemple, les figures 11a et b

présentent les résultats obtenus utilisant le seuil de 10%.
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Pronostic selon RCB et TILs combinés

Apreés avoir obtenu la non-séparation significative de la cohorte totale en groupes de SSR selon
le taux de TILs, nous n’avons pas pu entreprendre I'analyse de la valeur pronostique de ces
parameétres combinés, comme cela a été fait par exemple dans le travail de Luen et al (18). De
plus, la faible différence de SSR entre les groupes RCB 2 et RCB 0/1 nous a imposé en priorité

d’investiguer les raisons d’un tel résultat.

DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons confirmé le tres faible taux de SSR de la classe RCB 3 comparée
aux autres classes RCB, conformément a I’étude princeps de Symmans (17). Le taux de SSR a
5 ans de la classe 3 du RCB retrouvé dans notre cohorte (28,2%) est comparable au taux de la
méme classe dans la sous-cohorte de Symmans sans hormonothérapie adjuvante (26,0%).
Néanmoins, notre étude differe de celle de Symmans au niveau des classes RCB 1 et 2. Le taux
de SSR de notre classe RCB 2 est plus haut (76,5%) que celui de la classe RCB 2 de Symmans
(62%), tandis que le taux de SSR a 5 ans de notre classe RCB 1 est plus bas (62,7%) que le taux
de la méme cohorte de Symmans (76,5%). De facon intéressante, la répartition du nombre de
cas dans les classes RCB 0 et 1 était sensiblement superposable dans ces deux études. Dans
notre étude, la part de RCH (RCB 0) était de 33% (vs 35% dans I'étude de Symmans), et celle
de RCB 1 était de 14% (vs 15%). Cependant, nous avons eu un peu plus de cas de RCB 2 (41,5%)

par rapport a la cohorte de Symmans (33%) et moins de RCB 3 (12% versus 17% de Symmans).
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Le résultat le plus surprenant de notre étude était I'absence de différence statistiquement
significative de SSR entre les groupes RCB 0-1 et RCB 2. Autrement dit, notre groupe RCB 2
avait un pronostic étonnamment bon, qui se rapprochait du pronostic des groupes 0 et 1,
surtout dans la période entre 2 ans et 5 ans aprés la chirurgie. En revanche, nous avons pu
observer tout de méme une tendance pronostique plus péjorative pour le groupe RCB 2 par
rapport aux autres groupes 0 et 1 dans les 2 ans aprés chirurgie. Cela pourrait s’expliquer en
partie par la survenue de plus de rechutes dans le groupe RCB 1 entre 2 ans et 5 ans aprés la

chirurgie, que dans les groupes RCB 0 et 2.

Les autres raisons ayant mené a cette similitude de SSR entre les groupes RCB 0, 1 et 2 de
notre cohorte demeurent inconnues et doivent faire I'objet d’une investigation détaillée.
L'une des raisons est certainement le caractére rétrospectif de I’étude et le biais de sélection
qui a d avoir lieu. Cependant, nos sous-groupes RCB 0-1 et RCB 2 ont été comparables au
niveau de la taille (80 pts dans le groupe RCB 0-1 et 72 pts dans le groupe RCB 2). Une
explication potentielle du comportement similaire des RCB 0-1 et RCB 2 pourrait se trouver
sur la figure 7, ou I'on voit que le groupe RCB 2 a visiblement plus de cas avec 10-29% de TILs
qgue le groupe RCB 0-1. La différence entre les deux groupes en TlLs >30% n’est pas aussi
marquante, néanmoins le fait que les RCB 2 avaient souvent des TILs entre 10% et 29% nous
fait supposer que leur immunité anti-tumorale aurait pu étre plus efficace que dans les

groupes RCB 2 des autres études.

Il reste a analyser en détails les autres axes de comparaison entre les cas de RCB 2 et les cas
de RCB 0-1, non seulement au niveau de l'infiltrat immunitaire mais aussi au niveau des

caractéristiques histologiques avant et aprés la chimiothérapie néoadjuvante. Il serait
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également important de pouvoir comparer notre cohorte du groupe RCB 2 avec les cohortes

externes, traitées de fagon similaire que la nétre.

Une autre observation surprenante de cette étude a été I'incapacité du taux de TILs a réaliser
la séparation quelconque de patientes au niveau de la SSR. Notre hypothese principale est le
manque de puissance de I'’étude, mettant en cause le faible effectif. La plupart des études qui
ont montré une valeur pronostique de l'infiltrat lymphocytaire des résidus tumoraux dans le
CSTN apres CTNA, avaient un effectif de de plus de 200 résidus tumoraux (non-RCH) qui
provenaient d’études cliniques (18,39). Dans ce contexte, le cadre de I'étude et la quantité de
matériel disponible permettent d’obtenir des cohortes plus grandes et plus homogenes que

dans notre étude rétrospective, alimentée par des cas de la vie réelle (hors essais clinique).

Parmi les actions a faire pour améliorer, si possible, la valeur pronostique de TILs dans cette
cohorte, nous proposons, avant tout une relecture/re-détermination du taux de TILs par des

pathologistes séniors de I'équipe, pour vérifier I'exactitude des données générées.

Ensuite il reste a évaluer I’association avec la SSR de plusieurs autres paramétres liés aux TILs
gue nous avons déterminés mais pas utilisés dans cette étude (le sous-type immuno-
morphologique / Inflammé, exclu, désert / la différence entre le taux de TILs avant et aprés

CTNA, la présence de structures lymphoides tertiaires).

Finalement, I'analyse statistique pourrait se faire par groupes de valeurs de TILs et pas en
utilisant un seul seuil. Nous proposons de tester cette approche aprés avoir vu que dans notre
cohorte il existe un assez bon équilibre au niveau du nombre de cas, entre les TILs 0-9%, 10-

29% et >30%. |l serait intéressant de comparer les SSR entre ces groupes, par exemple.
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Le microenvironnement immunitaire fait I'objet de nombreuses perspectives de recherche
qguant a l'utilisation des TILs comme biomarqueurs pronostiques, mais également du score CPS
a visée théranostique avec I'émergence de I'immunothérapie dans le cancer mammaire (47).
Néanmoins, les approches et les technologies utilisées dans I’évaluation des TILs générent des
résultats souvent de valeur, mais difficilement comparables entre les études, du fait de
différences au niveau du traitement ou des supports technologiques utilisés pour I’évaluation
des TlLs. L'estimation de la quantité de TILs sur coloration standard HES est une premiere

approche, qui se retrouve confrontée a ses propres limites (50).

Il faut désormais s’attendre, en particulier dans le cadre de projets de recherche sur de
nouveaux biomarqueurs de réponse a I'immunothérapie, a devoir élargir I’évaluation des TILs
a la caractérisation de leurs sous-populations (TILs cytotoxiques/effecteurs, régulateurs de
mémoire, etc). Ces estimations plus détaillées apportent davantage d’information sur le
potentiel évolutif d’une tumeur, quel que soit le moment de l'analyse (avant/aprés le

traitement).

Dorénavant, I'évaluation du RCB et des TILs font partie des paramétres indispensables a la
pratique de la pathologie mammaire, a fortiori au cours d’essais cliniques sur le CSTN, mais de
plus en plus en pratique courante. En effet, ils sont le reflet de la réponse tumorale a la
chimiothérapie, d’'une part de facon quantitative estimée par le RCB, d’autre part de facon
qualitative par l'infiltration en TILs qui est le reflet de la réponse immune dirigée contre la

tumeur.
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En conclusion, nous avons confirmé la tres faible SSR du RCB-3. Cette étude a probablement
manqué de de puissance et d’homogénéité de cohorte pour pouvoir montrer les associations
entre RCB < 3, TILs et SSR. Néanmoins, elle conforte le role décisif de I'examen
anatomopathologique en situation néoadjuvante et permet d’insister sur les points clés et les

enjeux de la mesure du RCB et des TlLs dans le CSTN.
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CONCLUSION

Nous avons confirmé la trés faible SSR du RCB-3. L’étude a probablement manqué de
puissance et d’homogénéité pour associer RCB<3, TlLs et SSR. Cependant, le RCB et les TILs

sont des parameétres histologiques incontournables lors d’études clinico-biologiques du CS.

Clermont-Ferrand, le Clermont-Ferrand, le
Pierre CLAVELOU Le Président du Jury
Doyen - Directeu

?QE (&NN)C\ LLORRY
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Tableau 1. Classification pTNM des cancers du sein (AJCC 8e édition 2017)

Catégorie Criteres

pTx Tumeur primitive non évaluable
pTO Absence de tumeur primitive
pTis (CCIS) Carcinome in situ de type canalaire
pTis (Paget) Maladie de Paget du mamelon sans Iésion invasive
associée ni CCIS ailleurs
pT1 <20mm
pT1mi <1mm lésion microinvasive
pTla >let<5mm
pTlb >5et<10 mm
pTilc >10et <20 mm
pT2 >20 et <50 mm
pT3 >50 mm
pT4 Tumeur (quelle que soit la taille) avec :
pT4a Atteinte directe de la paroi thoracique
pT4b Atteinte directe de la peau
pT4c Atteinte directe de la paroi thoracique et de la peau
pT4d Signes inflammatoires cutanés en regard
pNx Ganglions régionaux non évaluables
pNO Absence de métastase ganglionnaire
pNOi+ Présence de cellules tumorales isolées < 0.2 mm ou <
200 cellules
pN1
pN1mi Micro-métastase > 0,2 et < 2 mm (soit = 200 cellules)
pN1la Métastase dans 1 a 3 ganglions axillaires dont au
moins une >2mm
pN1b Atteinte de la chaine mammaire interne
pNic Association des deux précédents
pN2
pN2a Métastases dans 4 a 9 ganglions axillaires dont au
moins une >2mm
pN2b Atteinte de la chaine mammaire interne (avec ou
sans confirmation microscopique) SANS atteinte
axillaire
pN3
pN3a Métastase dans 2 10 ganglions axillaires dont au
moins une >2mm
pN3b Atteinte de la chaine mammaire interne clinique ou
avec Nl1a ou avec N2a
N3c Atteinte du groupe sus-claviculaire homolatéral

Rajouter (sn) en suffixe pour spécifier les ganglions sentinelles ; y en préfixe pour I'évaluation post-thérapeutique.
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Tableau 2. Caractéristiques cliniques et histologiques des patients au diagnostic.

Parametres Nombre| N (%)
analysé
Age au diagnostic 172
265 43 (25)
<65 129 (75)
Médiane (EI) 54 (44 - 64.25)
Min - Max 24 - 86
Statut du géne BRCA 99
BRCA1 muté 16 (16.1)
BRCA2 muté 4 (4)
Pas de mutation BRCA1/2 79 (79.7)
Histologie 172
CINS 170 (98.8)
Autre 2(1.2)
Grade histologique 168
1 4(2.3)
2 70 (41.7)
3 94 (56)
cT 172
T1 44 (25.6)
T2 94 (54.7)
T3 28 (16.3)
T4 4(2.3)
Tx 2 (1.2)
cN 172
NO 113 (65.7)
N1 41 (23.8)
N2 6 (3.5)
N3 3(1.7)
Nx 9 (5.2)
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CTNA 172
Anthracycline/taxane 139 (80.8)
Anthracycline/taxane, carboplatine 13 (7.6)
Taxanes seuls 20 (11.6)

RCH 172
Oui 56 (32.5)

Non 116 (67.4)

ypT 168
ypTO 56 (33.3)
ypTis 7 (4.2)
ypT1 73 (43.5)
ypT2 27 (16.1)
ypT3 5(3)

ypN 169
ypNO 129 (76.3)
ypN1 33 (19.5)
ypN2 5(3)
ypN3 2(1.2)

Rechutes 172
Total 37 (21.5)

Locale 8(4.6)
Controlatérale 4 (2.3)
A distance 25 (14.5)

Légende : Min, minimum ; Max, maximum ; El, écart interquartile ; CINS, carcinome infiltrant
non spécifique ; RCH, réponse compléte histologique ; CTNA, chimiothérapie néoadjuvante.

44



Tableau 3. Répartition du RCB et du taux de TILs.

Variable Nombre N (%)
examiné

RCB 172
0: RCH 56 (32.6)
I 25 (14.5)
[ 71 (41.3)
I 20 (11.6)

TILs 104
0-4% 24 (23.1)
5-9% 14 (13.5)
10-29 % 31(29.8)
30-49% 16 (15.4)
50— 100 % 19 (18.2)
Médiane (El) 15 (5-30)
Min — Max 1-90

RCB, residual cancer burden; RCH, réponse compeéte histologique ; TILs, lymphocytes infiltrant
la tumeur ; Min, minimum ; Max, maximum.
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Tableau 4. Taux de rechute selon le RCB a 2 ans et 5 ans apres chirurgie.

Classes RCB

0 1 0-1 2 3

Taux de rechute (n)

2 ans apres chirurgie 7% (4) 12% (3) 9% (n=7) 20% (14) 55% (11)

5 ans apreés chirurgie 7% (4) 25% (6) 12% (n=10) 23%(16) 60% (12)

RCB, residual cancer burden.
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Figure 1. Outil pour calculer le Residual Cancer Burden, en utilisant 6 parametres
histologiques (les deux dimensions du lit tumoral, la cellularité du résidu tumoral, le nombre

de ganglions lymphatiques envahis et le diamétre de la plus grande métastase
ganglionnaire). Source : http://www.mdanderson.org/breastcancer RCB.

Residual Cancer Burden Calculator

*Values must be entered into all fields for the calculation results to be accurate.
(1) Primary Tumor Bed

Primary Tumor Bed Area:
Overall Cancer Cellularity (as percentage of area):

Percentage of Cancer That Is in situ Discase:

(2) Lymph Nodes

Number of Positive Lymph Nodes:

Diameter of Largest Metastasis:
| Reset |

Residual Cancer Burden:

Residual Cancer Burden Class:

| calculate |

(mm) X

(%)

(mm)

(mm)
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http://www.mdanderson.org/breastcancer_RCB

Figure 2. Détermination de la cellularité du résidu tumoral apres la chimiothérapie
néoadjuvante. Source : Symmans WF et coll, J Clin Oncol. 2007 Oct 1;25(28):4414-22.

Figure 2a. Détermination macroscopique de taille de la tumeur résiduelle aprés la chimiothérapie
néoadjuvante. Source : Symmans WF et coll, J Clin Oncol. 2007 Oct 1;25(28):4414-22.

Figure 2b. Schéma de la détermination microscopique de taille de la tumeur résiduelle apres la
chimiothérapie néoadjuvante. Deux dimensions de la tumeur, représentées par les fleches noires,
seront saisies dans le RCB calculator qui les utilisera, avec quatre autres paramétres histologiques,
pour calculer le score (valeur absolue) de RCB et sa classe (1, Il ou lll). Source : Symmans WF et coll, J
Clin Oncol. 2007 Oct 1;25(28):4414-22.

[[] specimen siice Macroscopic tumor bed

]—' Dimensions of residual cancer Microscopic cancer cellularity
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Figure 3. Détermination de la cellularité du résidu tumoral apres la chimiothérapie
néoadjuvante. Source : Symmans WF et coll, J Clin Oncol. 2007 Oct 1;25(28):4414-22.

Figure 3a. Reconstruction du lit tumoral en utilisant les coupes colorées en HES,
détermination de la cellularité du résidu tumoral sur chaque coupe et dérivation de la
moyenne (‘overall’) qui sera saisie dans le RCB calculator.

tumor bed section code slides

A2 || A3 || A4 || AS

e

Average %CA per Slide

Slide A1 20%
Slide A2 30%
Slide A3 40%
Slide A4 20%
Slide A5 30%

OVERALL 30%
%CIS 1%




Figure 3b. Schéma référentiel pour la détermination de la cellularité du résidu tumoral apres
la chimiothérapie néoadjuvante.

0,
1% Grouped 1% Scattered 5% Grouped 59 Scattered

10% Grouped 10% Scattered 20% Grouped 20% Scattered

40% 50% 60%

DETAILS OF THIS MODEL

Area of circle =2,827.8 mm2

Area of 1 cell = 2.8278 mm2

1 cell =0.1% of Area = 0.1% cellularity

10 cells = 1% cellularity

90%

1000 cells = 100% cellularity
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Figure 4. Détermination du diametre de la plus grande métastase ganglionnaire aprés la
chimiothérapie néoadjuvante. Source : Symmans WF et coll, J Clin Oncol. 2007 Oct
1;25(28):4414-22.
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CSTN traité par CTNA,
Sans RTNA

(n=279)

Figure 5. Arbre de sélection des patients avec CSTN traités par CTNA.

CSTN traité par CTNA,
Sans RTNA,
MO,
(n=235)

CSTN de stade clinique M21 au
diagnostic

(n=44)

CSTN de type inflammatoire

(pT4d)
¢ (n=7)
CSTN non inflammatoires
(n=228)
CTNA autre que
anthracyclines/taxanes
(n=10)
CTNA de type

anthracyclines/taxanes

(n=218)

CSTN sans traitement adjuvant
sauf RTA

(n=187)

Traitement adjuvant autre que
RTA recgu

(n=31)

Lames HES disponibles pour
évaluation histologique

(n=172)

Piece opératoire non
disponible pour évaluation
histologique

(n=15)

Légende : CSTN, cancer du sein triple négatif ; CTNA, chimiothérapie néoadjuvante ; RTNA,
radiothérapie néoadjuvante ; RTA, radiothérapie adjuvante ; HES, hématoxyline-éosine-
safran.



Figure 6. Répartition du RCB dans I’ensemble de la cohorte.

RCB Il
12%

RCH (RCB 0)
33%

Légende : RCB, residual cancer burden ; RCH, réponse compléte histologique
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Figure 7. Répartition des taux de TILs selon la classe du RCB.

Graphique de répartition des TILs selon le RCB

RCB 3
(n=20)

RCB 2
(n=71)

RCB 1

(n=25) wR=l

HTILls50-100% H®TILs30-49% WTILs10-29% MWTILs5-9% MWTILs0-4%

Légende : TILs, lymphocytes infiltrant la tumeur ; RCB, residual cancer burden

54



Figure 8. Courbes Kaplan-Meier de la SSR a 2 ans et a 5 ans apres chirurgie selon RCH.
Figure 8a. Courbe Kaplan-Meier de la survie sans progression a 2 ans selon la RCH.
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Figure 8b. Courbe Kaplan-Meier de la survie sans progression a 5 ans selon la RCH.
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Figure 9. Courbes de Kaplan-Meier de la SSR a 2 ans aprés chirurgie selon RCB.
Figure 9a. Courbes Kaplan-Meier de la survie sans rechute a 2 ans apres la chirurgie, selon le groupe du RCB
(RCBO, 1, 2 et 3 pris en compte individuellement).
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Figure 9b. Courbes Kaplan-Meier de la survie sans rechute a 2 ans apreés la chirurgie, selon le groupe du RCB
(RCB 0 et 1 pris en compte ensemble).
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Figure 10. Courbes de Kaplan-Meier de la SSR a 5 ans apreés chirurgie selon RCB.
Figure 10a. Courbes Kaplan-Meier de la survie sans rechute a 5 ans aprés la chirurgie, selon le groupe du RCB

(RCBO, 1, 2 et 3 pris en compte individuellement).
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Figure 10b. Courbes Kaplan-Meier de la survie sans rechute a 5 ans apres la chirurgie, selon le groupe du RCB

(RCB 0 et 1 pris en compte ensemble).
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Figure 11. Courbes de Kaplan-Meier de la SSR a 2 ans et a 5 ans apres chirurgie selon TILs

seuil 10.
Figure 11a. Courbes Kaplan-Meier de la survie sans rechute a 2 ans apreés la chirurgie, selon le taux de TILs
(seuil de 10%).
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Figure 11b. Courbes Kaplan-Meier de la survie sans rechute a 5 ans apres la chirurgie, selon le taux de TILs
(seuil de 10%).
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Annexe 1. Etapes pour I'évaluation des TILs du stroma.

Step 2: Define stromal area

Step 3: Scan at low magnification

Step 4: Determine type of inflammatory infiltrate

Step 5: Assess the percentage of stromal TiLs
(examples of percentages shown in figure 4)

% stromal TiLs

Légende : TILs, lymphocytes infiltrant la tumeur

Etape 1:
Sélectionner la
zone tumorale.

Etape 2 : Définir la
surface stromale
au sein de la zone
tumorale.

Etape 3 :
Examiner au faible
grandissement.

Etape 4 :
Reconnaitre les
éléments
mononuclés de
I'infiltrat immun
(ne pas compter
les polynucléaires
neutrophiles dans
les zones de
nécroses).

Etape 5 : Estimer
la surface de
stroma occupée
par les TILs, sur la
surface de stroma
totale (en %), hors
nécrose.
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Annexe 2. Exemples de différents taux de lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs), déterminés
selon le tutoriel en ligne (www.tilsinbreastcancer.org).
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Annexe 3. Etapes de I'analyse des TILs sur piece opératoire — Exemple.

Etape 1 : définir la zone tumorale a faible grandissement : Prendre en compte les TILs situés a
I'intérieur du résidu tumoral invasif, délimité par le front d’invasion. Ne pas inclure I'infiltrat immun
situé en périphérie du front d’invasion dans le tissu mammaire non tumoral, ni les zones de
carcinome in situ.
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Zone tumorale .
# Zone tumorale a

- aanalyser o analyser

Etape 2 : Repérer la part de stroma au sein de la zone tumorale. L’analyse des TILs prend en
compte uniquement la surface de stroma au sein de la tumeur. Il faut exclure la surface occupée
par les amas de cellules tumorales, et les zones de nécrose comportant des polynucléaires
neutrophiles.
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Légende : TlLs, lymphocytes infiltrant la tumeur, SLT, structures lymphoides tertiaires.
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Etape 3 : Evaluer le taux de TILs a fort grandissement. Estimer le pourcentage de surface
de stroma occupée par les TlLs, sur la surface totale de stroma. Prendre en compte
uniquement les lymphocytes et plasmocytes.

Si la répartition des TILs est hétérogéne dans I’ensemble, faire la moyenne des
différentes zones observées en prenant en compte la taille de chacune pour pondérer le
calcul. Ne pas se focaliser sur les zones a concentrations les plus élevées.

Exemple de résidu tumoral aprés CTNA dont la moyenne des TILs est <5 % :

Cellules tumorales

Echantillons de stroma montrant une répartition hétérogene des TILs

Ici, il est important de noter que la zone de TILS a 1% est plus grande et prédominante par
rapport aux zones a 5% et a la zone de 30%, qui est minoritaire.

Légende : TILs, lymphocytes infiltrant la tumeur.
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Valeur pronostique du Residual Cancer Burden, des lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs)
et de leur combinaison dans une cohorte de cancers du sein triples négatifs traités par
chimiothérapie néoadjuvante standard.

Résumé :

Introduction : La chimiothérapie néoadjuvante (CTNA) est recommandée pour les cancers du
sein triples négatifs (CSTN) précoces de stade > Tlb. L'analyse histologique de la piece
opératoire fournit des informations cruciales pour le traitement adjuvant. Outre la réponse
compléte histologique (RCH), le score RCB (Residual Cancer Burden) et le taux de lymphocytes
infiltrant la tumeur (TILs) sont des marqueurs pronostiques importants. Nous avons évalué
rétrospectivement RCB et TlLs dans une cohorte monocentrique de CSTN traités par CTNA, et
leur association avec la survie sans récidive (SSR).

Méthodes : Les données cliniques provenaient de la base de données des CSTN du Centre Jean
Perrin de Clermont-Ferrand. Le RCB était déterminé selon Symmans et al, J Clin Oncol 2007 et
les TILs évalués sur résidus tumoraux selon Dieci et al, Semin Cancer Biol 2018. L’analyse
statistique était réalisée par logiciel R (version 4.1.0).

Résultats : La cohorte comptait 172 patientes traitées par CTNA, majoritairement
anthracycline/taxane (76%), sans chimiothérapie adjuvante, avec suivi médian de 49 mois. Le
RCB médian était de 1,40 [IC 95% 0 — 2,02], distribué comme suit : RCB-0 (n=56, 32,6%), RCB-
1 (n=25, 14,5%), RCB-2 (n=71, 41,3%), RCB-3 (n=20, 11,6%). La médiane des TILs était de 15,0
% (EI'5—30) [IC95% 10 — 20], de répartition : <5% (n=24), 5-9% (n=14), 10-29% (n=31), 30-49%
(n=16), 250% (n=19). Les RCB 0, 1 et 2 avaient une meilleure SSR a 2 ans et 5 ans que RCB-3
(p<0,001), cependant aucune différence statistiquement significative n’existait entre RCB 0, 1
et 2 (p=0,15). Aucune valeur de TILs n'était associée a la SSR.

Conclusion : Nous avons confirmé la trés faible SSR du RCB-3. L’étude a probablement manqué
de puissance et d’homogénéité pour associer RCB<3, TlLs et SSR. Cependant, le RCB et les TILs
sont des parametres histologiques incontournables lors d’études clinico-biologiques du CS.

Mots-clés :
- Cancer du sein triple négatif - Lymphocytes infiltrant la tumeur TiLs
- Chimiothérapie néoadjuvante - Residual Cancer Burden

- Biomarqueur pronostique




