UNIVERSITE TOULOUSE Iil - PAUL SABATIER
FACULTES DE MEDECINE

ANNEE 2017 2017 TOU3 1514

THESE

POUR LE DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN MEDECINE
MEDECINE SPECIALISEE CLINIQUE

Présentée et soutenue publiquement

par

Gwendoline DANIEL

Le 17 Mars 2017

ETUDE DES CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES,
IMMUNOHISTOCHIMIQUES ET MOLECULAIRES DE CARCINOMES
UROTHELIAUX INFILTRANT LE MUSCLE TRAITES PAR
CHIMIOTHERAPIE NEOADJUVANTE

Directrice de thése : Dr Marie-Laure QUINTYN-RANTY

JURY
Madame le Professeur Monique COURTADE-SAIDI Président
Monsieur le Professeur Pierre BROUSSET Assesseur
Monsieur le Professeur Bernard MALAVAUD Assesseur
Monsieur le Docteur Damien POUESSEL Assesseur
Madame le Docteur Marie-Laure QUINTYN-RANTY Suppléant

Madame le Docteur Solene EVRARD Membre invité



UNIVERSITE TOULOUSE IIl - PAUL SABATIER
FACULTES DE MEDECINE

ANNEE 2017 2017 TOU3 1514

THESE

POUR LE DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN MEDECINE
MEDECINE SPECIALISEE CLINIQUE

Présentée et soutenue publiquement

par

Gwendoline DANIEL

Le 17 Mars 2017

ETUDE DES CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES,
IMMUNOHISTOCHIMIQUES ET MOLECULAIRES DE CARCINOMES
UROTHELIAUX INFILTRANT LE MUSCLE TRAITES PAR
CHIMIOTHERAPIE NEOADJUVANTE

Directrice de thése : Dr Marie-Laure QUINTYN-RANTY

JURY
Madame le Professeur Monique COURTADE-SAIDI Président
Monsieur le Professeur Pierre BROUSSET Assesseur
Monsieur le Professeur Bernard MALAVAUD Assesseur
Monsieur le Docteur Damien POUESSEL Assesseur
Madame le Docteur Marie-Laure QUINTYN-RANTY Suppléant

Madame le Docteur Solene EVRARD Membre invité















A notre Présidente du jury,

Madame le Professeur Monique COURTADE SAIDI
Professeur des Universités — Praticien Hospitalier
Anatomie Pathologique et Histologie-Cytologie

Vous nous faites I'honneur de présider ce jury de thése et nous vous en sommes tres
reconnaissante. Nous admirons votre pédagogie et votre rigueur scientifique ainsi que votre
disponibilité et votre gentillesse. Vous nous faites 'honneur de nous accueillir comme
assistante hospitalo-universitaire dans quelques mois. Nous sommes trés heureuse de pouvoir
poursuivre notre formation a vos c6tés. Nous vous en remercions et nous espérons nous
montrer digne de la confiance que vous nous accordez. Nous vous prions de trouver ici

I’expression de notre gratitude et de notre profond respect.

A notre jury de these,

Monsieur le Professeur Pierre BROUSSET
Professeur des Universités — Praticien Hospitalier
Anatomie Pathologique et Histologie-Cytologie

Vous nous faites I’honneur de siéger a ce jury et nous vous sommes trés reconnaissante de
juger notre travail. Nous avons eu le privilege de bénéficier de votre enseignement pendant
notre internat. Votre expertise diagnostique et scientifique ainsi que vos qualités d’enseignant
sont un modele pour nous. Merci de nous permettre de pouvoir continuer a travailler dans
votre service dans quelques mois. Nous espérons nous montrer digne de la confiance que vous

nous accordez. Veuillez trouver ici I'expression de notre profond respect.



A notre jury de thése,

Monsieur le Professeur Bernard MALAVAUD
Professeur des Universités — Praticien Hospitalier
Chirurgie Urologique

Nous sommes heureuse et honorée de vous compter parmiles membres de ce jury. Nous vous
remercions d’avoir accepté de juger ce travail. Votre analyse sur le sujet est d’une grande
importance du fait de vos compétences dans le domaine. Nous connaissons et admirons vos
qualités professionnelles et votre rigueur scientifique. Soyez assuré de notre plus grand

respect et de notre sincere gratitude.

A notre jury de these,
Monsieur le Docteur Damien POUESSEL
Praticien spécialiste de Centre de Lutte Contre le Cancer Oncologie médicale

Merci de nous faire I'honneur de juger ce travail. Votre expertise sur le sujet et votre
sentiment en tant que clinicien nous sont indispensables. Soyez assuré de notre

reconnaissance et de notre plus grand respect.



A notre jury de thése,

Madame le Docteur Solene EVRARD

Maitre de conférence des universités — Praticien hospitalier

Anatomie Pathologique et Histologie-Cytologie

Merci d’avoir accepté de participer a ce jury de these et de juger ce travail.

Merci pour ta gentillesse et ta disponibilité. Merci pour tes explications et tes conseils qui
m’ont éclairé sur le monde du NGS. Merci pour ton investissement dans I'analyse des données
du séquencage. Je suis heureuse de pouvoir poursuivre ma formation a tes cotés. Soit assurée

de ma plus sincére reconnaissance et de mon plus profond respect.

A notre directrice de these,

Madame le Docteur Marie-Laure QUINTYN-RANTY
Praticien Hospitalier

Anatomie Pathologique et Histologie-Cytologie

Merci d’avoir accepté de diriger ce travail de thése qui disons-le s’est parfois avéré un peu
plus difficile que ce que I'on pensait. Je te remercie pour ta disponibilité, pour nos longues
séances de discussion sur le sujet, pour tes encouragements et tes conseils. J’espére étre digne
de ta confiance. J’admire tes qualités professionnelles, mais aussi tes qualités humaines. Sois

assurée de ma sincere gratitude.
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Je souhaite remercier tout particulierement les personnes qui m’ont aidé au cours de ce

travail :

Alexandre Gryn : Un grand merci pour ton aide dans ce travail. Tu nous as permis de constituer
une base de données précieuse grace a ton recueil. Maintenant que ma thése est passée il ne
nous reste plus qu’a publier ! Jespére que nous aurons a nouveau |'occasion de travailler

ensemble.

Léonor Chaltiel : Merci pour ton aide précieuse, pour ta relecture attentive et ton éclairage

sur le monde obscur des statistiques.
Thomas Filleron : Merci pour I'intérét porté a ce travail et pour tes conseils avisés.

A Toute I'équipe du CRB : Christelle, Sophie, Céline, Lisa : merci pour votre aide et votre
efficacité en particulier pour la réalisation des TMA et pour les multiples tentatives plus ou

moins fructueuses d’extraction d’ADN !

A toute I’équipe de biomol et a David Grand : merci d’avoir pris le temps de répondre a toutes

mes questions et pour les cas passés en NGS.

Frangois-Xavier : merci pour les lames scannées si rapidement.
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Aux médecins auprés desquels j’ai appris :

Je tiens, en premier lieu, a exprimer mes hommages respectueux et toute ma reconnaissance
envers le Dr Catherine Mazerolles. Ce fut un réel plaisir d’apprendre a ses cotés. Elle a su me
guider et m’encourager comme personne et restera pour moi un exemple a suivre. Sa

disparition laisse un vide immense parmi nous.

Au Professeur Marie-Bernadette DELISLE. Merci de nous avoir accueillie dans votre service
d’anapath ol nous avons eu le privilege de bénéficier de votre enseignement et de votre

expérience. Vos compétences diagnostiques et scientifiques forcent le respect.

A tous les médecins du service d’Anatomie Pathologique de I'lUCT: Pour votre

enseignement, votre disponibilité et votre patience depuis mon arrivée en anapath, en 2011.

Au Professeur Emmanuelle URO-COSTE: Merci de ta bienveillance, et de ton sens
pédagogique indéniable. C'est une chance de pouvoir profiter de tes enseignements, ainsi que
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Aux Professeurs Anne GOMEZ-BROUCHET, Laurence LAMANT, Janick SELVES.

Aux Docteurs Céline BASSET, Isabelle ROUQUETTE, Philippe ROCHAIX, Florence BREIBACH,
Eliane MERY, Dominique DAURE, Marie DANJOUX, Raphaélle DUPREZ-PAUMIER, Camille
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bien d’autres choses, entre deux parties de babyfoot.
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premiers pas dans le monde de la recherche.
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nombreux conseils. David S, merci pour tes conseils et ton aide précieuse.
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A mes co-internes ou anciens co-internes devenus chefs en anapath :

Aux plus « anciens » : Romain (C’'est toi qui m’a appris mes premiers mots de vocabulaire en
anapath mais aussi mes premiers mots en Toulousaing’), Audrey (Toujours zen, tu as un don
pour adoucir toutes les situations. Je te souhaite un beau mariage dans quelques jours),
Maxime (Merci pour ta participation a la relecture de mes lames de DES), Thibaut (Réf 145 ok
;) ...mais je ne suis pas slire que ¢a apparaisse dans pubmed...), Camille (J’admire ton sérieux
et ton engagement. Au passage : il va me falloir d’autres indices ... la littérature anglaise est
trop vaste), claire | (Toujours préte a rendre service. C'est une chance de travailler avec toi.

J’apprécie ton calme et ta discrétion).

Je suis impatiente de rejoindre votre équipe, et j'espére que vous allez me coacher avec

indulgence !

Julie (Vivement ton retour parmi nous qu’on le fasse ce karaoké IUCT), Aurore (Premiere
cointerne d’anapath, je me souviendrai longtemps de notre alliance maléfique qui a conduit
au massacre de notre toute premiére piece de macro !), Anne-Charlotte (Tiens-toi préte, on
arrive biento6t perfectionner notre accent créole), Laure (La tornade triathlete montalbanaise
| Et dire qu’il n’y a pas si longtemps tu n’arrivais pas a me suivre quand on allait courir le long
du canal...), Sarah (J’admire ta détermination et ton impressionnant débit verbal | J’espére

gue tu t’éclates bien en M2 et que tu ne vas pas laisser Zika t'impressionner !)

Et aux plus jeunes: Alix (Calme et sérénité), Cécile (Tu fais rimer efficace et relax a la
perfection), Claire R (Ta bonne humeur constante est toujours agréable), Charlotte (Tu es
I'exemple parfait du remord réussi, tu feras une excellente anapath), Sébastien (Notre
calimero préféré ! Je garde un trés bon souvenir de notre semestre a Rangueil ou tout le
monde savait que tu ne savais pas qu’on savait tout ce que tu sais #tmtc A*), Quentin (profites
bien de ton voyage), Lisa, Gabrielle, Justine, Margot, Anna, Guillaume : vous formez une belle

équipe.
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A mes amis de toujours :

Margaux (soon to be « Pr P »! Tu as laissé tes petits coeurs pour étre la aujourd’hui, et ca me
fait chaud au mien...de ptit coeur). Yann (ouf j’aurais quand méme réussi a finir avant toi ! Il
s’en est fallu de peu... !) Myléne (la vie a beaucoup plus d’imagination qu’on ne le pense. Je
suis s(re qu’elle te réserve de belles choses.), Soléne (tu sais que tout commence en finistere !
alors pas d’inquiétude, tu as fait le bon choix !) Marc (je vous souhaite le meilleur pour votre

nouvelle vie australienne avec Fazeah)

La team Laboureurs PLB Muco des Vieilles : Gwenvaél (chef et animateur indétronable !),
Romain (j’ai I'impression que tes appels se font plus rares ... et que la Russie n’y est pas pour
rien !), Micka (la Iégendaire « barik espagnole » !). J’espére pouvoir vivre encore de beaux

festivals avec vous !
Aux sailors !!

Emilie : on se suit depuis la petite section chez Madame C et a quelques jours prés on sera
Docteur en méme temps ! Que de chemin parcouru ! Je te souhaite le meilleur sur les hauteurs
d’Annecy avec tes deux petits garcons (désolée nounours ;)) Alice : nos pauses thé au son de
Céline m’ont bien manquées dans les derniéres heures de rédaction de cette thése !!
Félicitations pour ta belle petite famille bientot Perrosienne ! Céline : tu fais partie de ces
belles rencontres brestoises avec qui la vie est plus pétillante. Le vent t’a poussée de Trévignon
jusqu’a la Réunion. Fais attention je crois bien que les requins ne font pas la méme taille !
AnneSoWhat :(P A P E comme ¢a se prononce) Tu as une bien belle petite famille avec Arthur
et Yoann. En vous voyant, je ne peux m’empécher de penser a un certain jour de « sans
Valentin » ou tu as eu bien raison de lacher les sailors !! Lulu : la plus jolie camionneuse de
I’Ouest | Quand est-ce que tu viens m’aider a libérer quelques T-shirts trop serrés a Toull louz ?
A vous cing : sans vous ces années Brestoises n'auraient surement pas eu la méme saveur !!!
Les avoir partagées avec vous, aura été un vrai bonheur, je vous remercie tout simplement.

Vous étes brillantes, ne changez pas !
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Aux amis toulousains :

Laureline (nouvelle grande prétresse du laser), Julien (le meilleur pianiste « tout terrain » que
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Aux colocs :

Magaly « de stétienne » (notre coloc toulousaine aux accents stéphanois (et aussi un peu
allemand) restera pour moi un super souvenir. Courage a toi pour la suite, bient6t la fin !)
Cédric (Tu m’as appris que pour courir il fallait respirer | Elément fondateur de ma carriéere de
joggeuse, je ne l'oublierai pas) Sophie (Notre rencontre lors d’un certain weekend ski a
marqué le début de notre amitié. Un laborieux semestre hivernal en coloc et quelques soirées
« sushis chez laeti » plus tard nous voila arrivées presque ex aequo a I’heure de « La These » !

Vivement que tu aies passé la tienne !
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plus de tubes dance !) je suis fiere de toi et de la famille que tu es en train de fonder avec
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attentes. C'est s(ir, ce mariage sera Legendary!

Théodore, c’est une magnifique famille que vous formez avec Manon et le merveilleux petit

Emyl ! Je suis fiere de toi.

Adrien : ar brezhoneger de la famille et youtubeur de grand talent | Peu importe ce que tu

choisiras de faire plus tard, tu vas tout déchirer c’est sar !

Mes grands-parents,

Mamie, Papi et Pépé : merci pour vos encouragements, merci pour les valeurs que vous

m’avez transmises, et pour les merveilleux souvenirs d’enfance que je vous dois.

Enfin, j’ai une pensée toute particuliére pour ma grand-mere Jeanne, partie trop tot, qui aurait
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ABREVIATIONS UTILISEES

ADN  acide désoxyribonucléique

AFIP  Armed forces institute of pathology

AMM Autorisation de mise sur le marché

ARN  acide ribonucléique

ASCO American society of clinical oncology

BCG  Bacille de Calmette et Guérin

CD44  Cluster de différentiation 44

CGH Array Puce d'hybridation génomique comparative

CIS Carcinome in situ

CK Cytokératine

CMV cisplatine, méthotrexate et vinblastine

CNA  Chimiothérapie NéoAdjuvante

Ct Cycle seuil

CTLA4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

Ccu Carcinome Urothélial

DAB  Diaminobenzidine

DDR  DNA Damage Repair

DFG  Débit de Filtration Glomérulaire

DLBCL Diffuse large B cell ymphoma - lymphome B diffus a grandes cellules
dNTP Meélange des quatre désoxyribonucléotides

ddMVAC : dose dense MVAC

EGFR Epidermal Growth Factor receptor

EORTC: The European Organisation for Research and Treatment of Cancer
FFPE  Formalin fixed and paraffin embedded - fixé au formol et inclus en paraffine
FGFR3 Fibroblast Growth Factor Receptor 3

FISH  Fluorescent In Situ Hybridization

FOXA1 Forkhead box protein Al

GC Cisplatine et Gemcitabine

GDPD3 Glycerophosphodiester phosphodiesterase domain containing 3
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H&E  Coloration hémalun éosine

HER2 Human Epidermal Growth Factor Receptor-2
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. PREAMBULE

Le cancer de la vessie est une maladie complexe, associée a une forte mortalité et morbidité.
Il représente le septieme cancer le plus fréquent dans le monde, avec plus de 430000
nouveaux cas et 150000 déces par an [1], [2]. En Europe et en Amérique du Nord, plus de 90%
de ces cancers sont des carcinomes urothéliaux (CU). En 2016, aux USA, on estime a 77000 le
nombre de nouveaux cas, et a 16400 le nombre de déces liés au cancer de la vessie [3]. Ces
chiffres sont stables depuis plus de 20 ans, avec un pronostic qui ne s’est que peu amélioré

(Figure 1).

Figure 1: Incidence & Mortalité aux USA entre 1975-2013, toutes races, deux sexes. Ajustées a I’dge. (SEER)

On divise classiqguement les tumeurs de vessie en deux groupes : les tumeurs infiltrant le
muscle (TVIM, de stade T2, T3, T4) et les tumeurs n’infiltrant pas le muscle (TVNIM, de stade
Ta, T1). Lors du diagnostic, plus de 75% des carcinomes urothéliaux sont des TVNIM et 25%

des patients présentent une TVIM ou un stade métastatique [4].

L’examen anatomopathologique conventionnel permet d’apprécier l'infiltration (stade TNM)
de ces tumeurs et de les grader (en fonction de leurs caractéristiques morphologiques et
cellulaires), ce qui permet d’en évaluer le pronostic. Actuellement, deux classifications sont
utilisées en routine, le grade de ’'OMS 1973 et celui de 'OMS 2004 récemment revu en 2016
[5]. Toutefois, leur valeur pronostique reste limitée. Ces derniéres années, les études a la
recherche de nouveaux marqueurs pronostiques ou prédictifs se sont donc multipliées, tout

comme la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques.

Pour les TVIM, lorsque le diagnostic est porté a un stade résécable, la cystectomie radicale
précoce avec curage ilio-obturateur bilatéral est la pierre angulaire du traitement. La survie
spécifique apres cystectomie est relativement faible, se situant de 72% a 5 ans pour les

patients ayant une maladie localisée a 48—25 % a 5 ans pour les stades avancés [6]. La survie
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globale aprés cystectomie radicale, est restée quasiment inchangée ces trois dernieres

décennies [7].

Ce faible taux de guérison apres cystectomie suppose que la maladie est déja au stade micro-
métastatique au moment du diagnostic, ce qui plaide en faveur de la prescription de
traitements systémiques péri-opératoires afin d’obtenir un meilleur contréle de la pathologie
et d’améliorer la survie. La chimiothérapie néoadjuvante (CNA) a montré ses bénéfices
oncologiques [8]. Les données de la littérature ont montré une amélioration de 5a 10 % de la
survie a 5 ans en comparaison avec la chirurgie seule [9]. La survie spécifique a 5 ans chez les
patients répondeurs a la CNA est de 90 %, contrastant nettement avec une survie de 30 a 40

% chez les patients non répondeurs [9].

Malgré ce niveau de preuve, la chimiothérapie néoadjuvante a base de cisplatine fait face a
une résistance du corps médical. Cette réticence a la prescription d’'une CNA est
essentiellement due aux préoccupations concernant les patients non répondeurs qui voient
leur délai avant cystectomie s’allonger et qui font face aux toxicités du traitement sans
bénéfice. Le probléme principal est donc notre incapacité a prédire les chances de réponse.
En effet, il n’existe actuellement aucun marqueur validé prédictif d’'une réponse a la CNA. |
apparait donc urgent de pouvoir identifier les patients qui bénéficient réellement du

traitement par chimiothérapie néoadjuvante.

Alors que I'utilisation de données moléculaires dans la décision thérapeutique est devenue un
standard pour la prise en charge de nombreux cancers, le traitement du cancer de la vessie
reste a ce jour basé sur le stade et le grade histopathologique [10], [11]. Cependant, la
recherche actuelle se concentre sur la définition de sous types moléculaires qui semblent

répondre différemment aux traitements systémiques, et notamment a la CNA [12]-[15].

Dans ce travail, nous avons discuté les données actuellement disponibles sur les biomarqueurs
prédictifs de réponse a la CNA dans les TVIM et, a I'aide d’outils disponibles en routine, nous
avons tenté d’identifier des marqueurs immunohistochimiques ou moléculaires utiles, sur une

cohorte rétrospective de TVIM traitées par CNA entre 2009 et 2015 au CHU de Toulouse
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Il. GENERALITES

A. Anatomie de la vessie
La vessie est un réservoir collecteur d’urine, alimenté par les uretéeres et se vidant par l'urétre.

Elle se situe en arriére de la symphyse pubienne, dans la cavité pelvienne. Extérieurement, on
la divise en 3 faces : supérieure, antéro-inférieure et postéro-inférieure. De l'intérieur, on
distingue 3 orifices : I'orifice urétral (col de la vessie), antérieur et médian, et les orifices
urétéraux. Ces trois orifices délimitent une zone triangulaire : le trigone vésical [16] (Figure 2,

Figure 3).

Figure 2: Anatomie de la vessie chez I'hnomme (Gray's atlas of anatomie-RL Drake).

Figure 3: Vue antérieure du mur postérieur de la vessie chez la femme (Gray's atlas of anatomie- RL Drake).
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Figure 4: Vue postérieure de la vessie et de la prostate (Gray's atlas of anatomie - RL Drake).

B. Embryologie et histologie normale de la vessie

1. Embryologie
La vessie est essentiellement d’origine endodermique, dérivant du sinus uro-génital qui est

issu de la portion caudale de I'intestin primitif, le cloaque. A partir de la fin de la 6™ semaine,
le cloaque est divisé en deux territoires, le rectum en arriére et le sinus urogénital en avant,
qui formera la plus grande partie de la vessie. Le trigone se forme par I'extrophie de
I'extrémité caudale des canaux de Wolff (d’origine mésoblastique) a la face postérieure du
sinus urogénital. Au cours du développement embryonnaire, I'allantoide, située a I'extrémité
supérieure du sinus uro-génital, régresse pour former l'ouraque. Ce dernier s’atrophie

réalisant un cordon fibreux s’étendant de I'ombilic au dome vésical [17].

septum urorectal
membrane cloacale
cloagque

allantoide

[ I T R

Figure 5: Evolution du cloaque a environ 32jours (. http://www.embryology.ch/).
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2. Histologie
La paroi vésicale est constituée de trois plans distincts : la muqueuse comportant I'épithélium

urothélial spécialisé ou urothélium et le chorion, le plan musculaire appelé détrusor et
I’adventice recouverte de la séreuse péritonéale en haut et en arriére [18] (Figure 4).
a) Urothélium

L'urothélium, également appelé épithélium transitionnel, qui borde I'ensemble des voies
urinaires de l'urétre aux calices, est constitué de plusieurs assises de cellules (de 3 a 7 assises),
reposant sur une membrane basale qui le sépare du chorion (lamina propria). Il est constitué
de trois couches de cellules urothéliales : les cellules basales comportant des noyaux non
alignés, les cellules intermédiaires ovoides, dites en raquette, qui sont en contact avec la
membrane basale, avec un grand axe perpendiculaire a la membrane basale, et les cellules
superficielles, qui sont directement en contact avec la lumiére vésicale. Ces derniéres, ont
souvent une disposition horizontale, recouvrant les cellules intermédiaires, d’ou leur nom de
cellules recouvrantes, cellules ombrelles ou cellules en parapluie (Figure 6). Elles présentent
un cytoplasme éosinophile, parfois micro vacuolisé et peuvent étre multinucléées. Chaque
cellule superficielle coiffe plusieurs cellules intermédiaires et elles n"ont aucun contact avec la
membrane basale épithéliale. La membrane plasmique de leur pole apical est riche en
uroplakines, ce qui leur confére une trés bonne étanchéité vis-a-vis de 'urine. On trouve
également au niveau apical un film de sialomucines (glycosaminoglycanes) qui constitue le
glycocalyx. Au sein de I'assise basale, il existe des cellules endocrines éparses, exprimant les
marqueurs des cellules neuro-endocrines (chromogranine A, synaptophysine), capables de

sécréter diverses hormones dont la sérotonine et la somatostatine [18].

Figure 6: Urothélium normal: schéma en état de réplétion et de vacuité et aspect morphologique (coloration HE 100X).
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b) Le chorion
Le chorion (ou lamina propria) est d’épaisseur variable. Il est trés mince au niveau du trigone

et du col et plus épais au pourtour des orifices urétéraux et sur le dome (Figure 7). Il comporte
deux parties, I'une superficielle, I'autre profonde, qui sont séparées par la musculaire
mugueuse ou muscularis mucosae située a mi-chemin entre I'urothélium et la musculeuse. Il
peut parfois renfermer quelques ilots adipeux. Les fibres musculaires de la muscularis
mucosae sont fines, groupées en petits faisceaux plus ou moins clairsemés et discontinus. Leur
présence est variable en fonction du siege et de la nature des prélevements. La muscularis
mucosae est souvent épaisse au niveau
des orifices urétéraux (en raison d’une
intrication avec des faisceaux musculaires
provenant des ureteres.) Elle est souvent
absente sur les prélevements du trigone
(elle ne serait visible que dans la moitié

des prélevements). [18].

Figure 7: Lamina propria (ou chorion) normal (Coloration HE).

c) Le détrusor
La musculeuse vésicale ou détrusor, est constituée

de deux couches (longitudinale et circulaire) de
faisceaux musculaires lisses entrecroisés. Au niveau
du col vésical, la musculeuse est plus épaisse, il
existe un mélange avec les fibres musculaires de

I'urétre [18] (Figure 8).

Figure 8 Muscle détrusor ou musculeuse propre.
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d) L’adventice
Le tissu adipeux entourant le détrusor correspond a I'adventice, qui est tapissée par la

réflexion du péritoine au niveau du dome et de la face postérieure [18](Figure 4).

e) Particularités
Chez la femme, le trigone est recouvert d’un épithélium malpighien non kératinisé et souvent

hyperplasique soumis aux influences hormonales cycliques oestrogéniques (Figure 9).

Figure 9: Urothélium du trigone chez la femme : métaplasie malpighienne.

C. Le carcinome urothélial
1. Epidémiologie
En France le cancer de la vessie est le quatrieme cancer le plus fréquent chez 'lhomme, avec

une incidence estimée a 9283 nouveaux cas pour 100000 habitants en 2012 [19]. La
prévalence est six fois plus élevée dans les pays développés que dans les pays en
développement. Il existe une nette prédominance masculine avec un sex-ratio de 3 a 4

hommes pour une femme. L’age médian au diagnostic est de 65 — 70 ans [19].

Plus de 90% des carcinomes urothéliaux débutent dans la vessie alors que 5 a 10% sont

diagnostiqués dans le haut appareil urinaire [20].

Les tumeurs urothéliales peuvent se présenter initialement selon trois modes

anatomocliniques :

o dans 70 a 80 % des cas il s’agit de tumeurs n’infiltrant pas le muscle (TVNIM), ce qui
correspond aux stades TNM Ta, Tis ou T1. Elles sont alors d’aspect macroscopique papillaire

(infiltrant ou non le chorion), uniques ou multiples et présentent un potentiel de malignité
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variable, avec un fort taux de récidive (50 a 70%) mais une progression vers l'infiltration du

muscle qui ne se fait que dans 15 a 25% des cas [20].

. dans 30 % des cas il s’agit d’'un carcinome invasif d’emblée (TVIM) ou d’un stade

métastatique [20].

. Enfin, dans un petit nombre de cas (moins de 5 %), la maladie est initialement
découverte au stade de carcinome in situ (CIS) isolé [20].
2. Etiologie

De nombreux facteurs environnementaux ont un role démontré dans la carcinogenéese du
haut ou du bas appareil urinaire [21]. Le principal facteur de risque connu est le tabagisme [1],
[22]. Le risque de cancer de la vessie est corrélé a la durée et a I'intensité du tabagisme et le
sevrage tabagique réduit progressivement le risque de cancer de vessie dans le temps. Les
effets de la cigarette sont liés a de multiples agents chimiques en particulier les amines
aromatiques. Plusieurs études épidémiologiques ont aussi rapporté que |‘exposition
professionnelle aux amines aromatiques (des chauffeurs routiers et des conducteurs de taxis
ou de bus, des peintres et des travailleurs de I'industrie chimique) était associée a un risque
augmenté de cancer de la vessie [23]. Un antécédent de traitement par radiothérapie peut
également étre la cause du développement d’un cancer vésical. Les effets mutagénes de
Iirradiation pelvienne (irradiation externe de la prostate ou du col de I'utérus) sont associés
a un risque augmenté de carcinome urothélial ou de carcinome épidermoide pur [24]. Enfin,
les causes d’inflammation chronique persistante de I'arbre urinaire sont connues pour
favoriser des cancers de vessie incluant des carcinomes urothéliaux, des carcinomes
épidermoides ou des adénocarcinomes. L'infection a Schistosoma haematobium en est
I'exemple type [25]. Il existe également des syndromes de prédisposition aux cancers
urothéliaux comme le syndrome de Lynch. Cette maladie autosomique dominante est due a
une mutation des genes MMR (mismatch repair) du systéme de réparation de I’ADN. Les
patients atteints sont prédisposés a certains cancers extra coliques comme les tumeurs
endométriales, intestinales, gastriques, ovariennes, hépatobiliaires, cérébrales, cutanées et

du tractus urinaire [26].
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3. Présentation clinique et examens para-cliniques
a) Clinique
L’'hématurie macroscopique est le signe clinique le plus fréquent. Des signes d’irritation

vésicale (pollakiurie, impériosités mictionnelles, brllures urinaires), en I'absence d’infection
urinaire, sont aussi observés dans 20 % des cas [27]. Les patients présentant une volumineuse
tumeur, une tumeur du col vésical ou un carcinome in situ extensif présentent plus de
symptomes d’ordre irritatif. Les présentations tardives avec de volumineuses masses
tumorales peuvent engendrer des symptdémes obstructifs, des masses sus-pubiennes
palpables ou un cedéme des membres inférieurs. Les sites métastatiques les plus fréquents
sont le foie, les poumons et I'os [28].Les localisations au haut appareil ou une présentation
rénale ont été associées a un risque métastatique plus élevé, en particulier de métastases
pulmonaires. Ces tumeurs du haut appareil peuvent étre synchrones ou métachrones d’une
tumeur vésicale [29].
b) Bilan diagnostic et imagerie
En dehors de la confirmation diagnostique, le bilan initial permet aussi d’évaluer l'infiltration
vésicale et de rechercher une extension extra-vésicale locale, régionale ou a distance. Ce bilan
comporte des examens cliniques, biologiques, anatomopathologiques et radiologiques.
(1) La cytologie urinaire

L'examen cytologique des urines n’est pas toujours contributif, en particulier pour le
diagnostic de tumeur de bas grade. |l s’agit d’un examen de dépistage ou de surveillance ayant
une sensibilité globale de 34 a 55% et une spécificité qui se situe autour de 90% [30]. Cette
méthode de screening a pour principal objectif d’éliminer une lésion de haut grade (sensibilité
> 80 %) en détectant les cellules carcinomateuses grace a leurs caractéristiques
morphologiques sur la coloration du Papanicolaou. Les critéres et les différentes catégories
diagnostiques utilisés en cytologie urinaire ont été formalisés par la Classification de Paris
(Tableau 1). Pour les cellules tumorales de haut grade, les principaux critéres morphologiques
sont résumés dans le Tableau 2. lls comprennent principalement une augmentation du rapport
nucléo-cytoplasmique, un pléomorphisme nucléaire avec un hyper-chromatisme et une

irrégularité des contours nucléaires [31]
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Tableau 1: Catégories diagnostiques du Paris System pour la cytologie urinaire.

Tableau 2: Critéres morphologiques de malignité selon le Paris System.

(2) La cystoscopie
La cystoscopie est utilisée pour le diagnostic des lésions du bas appareil urinaire avec une

sensibilité de 87% et une spécificité de 100% [32]. Deux nouvelles technologies ont
récemment été introduites pour améliorer la détection des Iésions vésicales, et en particulier
celle des lésions planes: I'examen en lumiére bleue ou photodynamique (Hexvix®) et le
Narrow Band Imaging (NBI). L'examen en lumiere bleue est réalisé avec utilisation de
I’hexaminolévulinate hydrochloride (Hexvix®). Cette technologie améliore significativement la
sensibilité diagnostique pour des lésions de stade Ta ou le CIS [33], [34]. La technique Hexvix®
est basée sur 'augmentation du contraste visuel entre les cellules bénignes et les cellules
malignes de la vessie par 'interaction d’une lumiére spécifique (illumination de la vessie en
lumiére bleue) sur un agent photosensible doté d’une affinité élevée pour les cellules
cancéreuses. Une solution d’hexaminolévulinate est instillée dans la vessie, via une sonde
vésicale, 60 minutes avant la résection transurétrale de vessie. Apres vidange et lavage vésical
par gravité suivis d’'une premiére inspection en lumiere blanche, I'inspection en lumiére bleue

avec une source lumineuse au xénon et un filtre (Olympus®) est réalisée. La résection
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transurétrale de vessie emporte ensuite toutes les Iésions identifiées en lumiere blanche et

en lumiere bleue.

La technologie NBI améliore la visibilité des vaisseaux sanguins de la muqueuse vésicale [35].
(3) Marqueurs urinaires
Actuellement, I'analyse moléculaire des urines ne tient pas une place importante au moment
du diagnostic initial d’'une tumeur urothéliale. Plusieurs marqueurs tumoraux urinaires ont été
développés. lls se basent sur des différences d’expression de protéines, ADN, ou ARN [36]—
[38]. Le test Urovysion® basé sur de la FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) est un marqueur
prédictif intéressant chez les patients traités chez qui la cytologie retrouve des éléments
atypiques. La place de ces marqueurs en pratique courante reste encore a préciser [38], [39].
(4) Imagerie
Les techniques de référence pour le diagnostic et la stadification de ces tumeurs sont la
cystoscopie et les biopsies ou résections trans-urétrales (RTV). Le scanner et I'IRM ont des
sensibilités rapportées de 79 a 89%, ce qui est insuffisant pour remplacer la cystoscopie [40].
De plus, la présence d’un épaississement mural sur le scanner n’indique pas toujours une
tumeur infiltrant le muscle et cet examen a une sensibilité trés faible pour détecter une
infiltration superficielle [40]. Les nouvelles techniques d’IRM peuvent permettre de
déterminer le stade, et en particulier de distinguer les tumeurs limitées a la vessie de celles

qui infiltrent la graisse péri-vésicale [41].

D. Anatomopathologie
1. Grades OMS

a) Historique des classifications
Pour les TVNIM, le facteur pronostic le plus important est le grade. Mais grader les tumeurs

urothéliales s’avere parfois difficile, comme le prouve le nombre important de publications et
de réunions de consensus internationales a ce sujet. L’histoire a vu se succéder de nombreux

grades différents, avec plus d’une dizaine de classifications en 70 ans.

Depuis 1973 et pendant plus de 20 ans, la classification OMS 73 de Mostofi a dominé [42].
Cette classification, basée uniquement sur le degré d’anaplasie cellulaire, comporte 3 groupes
G1, G2 et G3 dont la reproductibilité a été largement discutée. En effet, seules les tumeurs G1
et G3 sont facilement identifiables, et ce systéme a conduit a une forte prévalence de grade 2

(grade intermédiaire). Le grade 1 présente des anomalies architecturales minimes et peu de
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figures mitotiques alors que le grade 3 montre un pléomorphisme nucléaire important et des
désordres architecturaux marqués avec perte de polarité ainsi qu’une importante activité
mitotique. Ce systéme basé sur des criteres morphologiques ne permettait pas de classer les

tumeurs en catégories cliniquement pertinentes [43]

En 1998, I'ISUP a défini une nouvelle classification adoptée par 'OMS qui faisait intervenir
pour la premiére fois le terme de tumeur urothéliale papillaire de faible potentiel de malignité
(TUFPM) ou PUNLMP (Papillary urothelial neoplasm of low malignant potential) a co6té des
carcinomes urothéliaux de bas grade et de haut grade. En 2004, I’'OMS et I’AFIP ont publié la
nouvelle classification [43] basée sur celle de 1998, en définissant précisément la
terminologie, et les critéres morphologiques diagnostiques (Figure 10). Ce grade OMS 2004
sépare les tumeurs en haut grade et bas grade en se basant sur l'architecture et les atypies
cytonucléaires [44]. La classification ISUP/OMS 2004 a également clarifié le probleme des
Iésions en muqueuse plane qui ont été regroupées a partir d’'un systéme multi-niveaux
(atypies légeres, modérées, séveres ou CIS) dans un systeme a deux entrées comprenant
seulement la dysplasie et le CIS [44].
b) Grade OMS/ISUP 2016

La révision de 'OMS 2016 n’apporte pas de modification notable au systeme de grading de
2004, a l'exception de l'introduction d’une catégorie de proliférations urothéliales de
potentiel malin incertain (Figure 10, Figure 11). Environ 50% des TVNIM sont de bas grade alors

que la plupart des TVIM sont de haut grade [5], [45].

Figure 10: Paralléle entre les grades OMS 1973 et 2004 pour les tumeurs urothéliales papillaires.

40



Figure 11: Algorithme pour le grading des tumeurs urothéliales, proposé par I'OMS 2016.

(1) Lésions papillaires
(a) Papillome
Il s’agit d’une lésion bénigne avec un faible risque de récidive et pas de risque de progression.

Cette lésion est papillaire avec un revétement urothélial d’épaisseur normale, tout a fait
comparable a un urothélium normal, reposant sur des axes fibro-vasculaires [5]. La cellularité

et la polarisation restent normales (Tableau 6).

(b) Tumeur urothéliale papillaire de faible potentiel de
malignité
Elle correspond a une lésion papillaire exophytique dont I'architecture et la polarité cellulaire

sont régulieres (Tableau 6). L’épithélium est un peu épaissi, sans atypie, avec tres peu de
mitoses, qui restent essentiellement basales. Cette Iésion correspond aux anciens carcinomes
de grade 1 (OMS 1973). Les lésions montrant le méme type d’aspect en zone plane sont
considérées comme une hyperplasie plane [5].
(c) Carcinome papillaire de bas grade

C’est une tumeur papillaire exophytique qui se caractérise par une discréte désorganisation
architecturale, avec perte de polarité, parfois sous forme d’enroulement (Tableau 6). Les
papilles, d’épaisseur variable, peuvent étre fusionnées. Le revétement urothélial présente des
atypies cytologiques légéres (nucléomégalie, noyaux allongés, ovalaires, aux contours
irréguliers, chromatine irréguliere, assez dense, renfermant parfois des nucléoles). Des

mitoses peuvent étre observées a tous les niveaux. Ce groupe de lésions regroupe les anciens

41



carcinomes de grade 1 avec atypies et les grades 2 « de bas grade » de I'OMS 1973. Le méme
type de lésions rencontrées en muqueuse plane correspond a un urothélium dysplasique [5].
(d) Carcinome papillaire de haut grade
C’est une tumeur papillaire exophytique et/ou endophytique, souvent associée a des lésions
planes de CIS et de dysplasie (Tableau 6). Les papilles sont d’épaisseur variable, souvent
coalescentes. Elles se caractérisent par la présence d’une désorganisation architecturale avec
perte de maturation en surface, des atypies cytonucléaires marquées et de nombreuses
mitoses étagées. Les noyaux sont souvent globuleux, hyperchromatiques et nucléolés. Ce
groupe de tumeurs correspond aux grades 2 « de haut grade » et aux grades 3 de 'OMS 1973.

Le méme degré d’atypies cytologiques en muqueuse plane correspond a un CIS [5].
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Tableau 3: Résumé des critéres diagnostiques des lésions urothéliales papillaires selon I'OMS 2016.
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(2) Lésions planes
(a) Le carcinome in situ
Le carcinome in situ, aussi appelé néoplasie intra-urothéliale de haut grade, est une lésion

plane d’épaisseur variable, dépourvue de papille et comportant des cellules
morphologiquement malignes (Tableau 4). Il est caractérisé par la présence de cellules aux
noyaux augmentés de volume et pléomorphes souvent nucléolés. On observe une perte de
polarité (perte de l'arrangement perpendiculaire a la membrane basale des cellules
urothéliales), et une irrégularité nucléaire. Les mitoses sont le plus souvent nombreuses,
parfois atypiques. Le chorion sous-jacent est congestif et inflammatoire avec des vaisseaux
proéminents. Les cellules tumorales peuvent ne pas occuper toute I'épaisseur de I'urothélium.
En effet, une infiltration pagétoide est suffisante pour ce diagnostic. Le CIS est souvent peu
cohésif avec des cellules néoplasiques qui desquament dans les urines et un urothélium qui
peut apparaitre entierement dénudé ou avec de rares cellules isolées tres atypiques (clinging

carcinoma) [5].

La distinction entre un CIS ou des atypies réactionnelles peut s’avérer tres difficile.
L'interprétation se fait en fonction du contexte clinique (traitement par BCG, Mytomycine,

|II

geste invasif, résections antérieures...) et I”’/immunohistochimie est souvent peu contributive
dans ce contexte. Les remaniements réactionnels se caractérisent par des noyaux
uniformément augmentés de taille avec une chromatine fine et homogéne et de fin nucléoles.
Un infiltrat inflammatoire mixte ou chronique est souvent associé avec une exocytose dans
I'urothélium. Des antécédents d’infections urinaires, de calculs, d’instillations intra vésicales
ou de sondages confortent le diagnostic.
(b) Dysplasie urothéliale

La dysplasie urothéliale est I'entité la plus difficile a définir. Il s’agit d’un diagnostic porté en
présence d’aspects cytologiques et architecturaux pré-néoplasiques insuffisants pour le
diagnostic de CIS (Tableau 4). On la distingue de 'urothélium normal, de I'urothélium avec
atypies réactionnelles, ou de l'urothélium avec atypies de signification indéterminée. Les
Iésions classées en dysplasie ont une perte de la polarité nucléaire et présentent des cellules
légerement augmentées de taille, irréguliéres, souvent en [I'absence de contexte
inflammatoire. La présence d’un pléomorphisme nucléaire, de noyaux de taille supérieure a

celle de 5 a 6 lymphocytes, et d’une forte activité mitotique est plus en faveur du CIS que de

la dysplasie [5].
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(c) Prolifération urothéliales a potentiel de malignité incertain
Il s’agit de lésions présentant un urothélium épaissi avec peu ou pas d’atypies cytologiques et

aucune formation papillaire vraie. On observe un urothélium ondulant (>10 couches) et
épaissi, sans papilles. Ces aspects sont rencontrés soit de facon isolée chez un patient ayant
un antécédent de carcinome urothélial papillaire, soit a proximité immédiate d’'une tumeur

papillaire de bas grade [5]
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Tableau 4: Résumé des critéres diagnostiques des lésions urothéliales planes selon I'OMS 2016.
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2. Stades et Classification TNM
Pour les CU infiltrants, le facteur pronostic le plus important reste le stade TNM [46], basé sur

la profondeur de I'invasion tumorale et la présence ou non de métastases ganglionnaires ou
a distance (Figure 12). Le stade histologique est parfaitement bien défini pour les pathologistes
(Figure 13). Une tumeur pTa ne dépassant pas la membrane basale épithéliale est dite non
invasive. Une tumeur pT1 infiltrant le chorion et une tumeur pT2 infiltrant le muscle sont dites
tumeurs invasives. Le terme de tumeur superficielle ou tumeur de vessie n’envahissant pas le
muscle est un terme uniquement clinique qui regroupe les tumeurs pTa, pT1 et le CIS, qui
bénéficieront d’un traitement conservant la vessie. Le terme de tumeur infiltrante ou tumeur
de vessie infiltrant le muscle est un terme clinique qui regroupe les tumeurs envahissant et

dépassant le muscle détrusor.

Figure 12: classification TNM et grades 1973 et 2004 des carcinomes urothéliaux (Knowles MA Nature Reviews Cancer 2015).

La cystoscopie est |’étape initiale pour I’évaluation du stade d’infiltration tumorale. Les
biopsies ou les résections trans-urétrales réalisées lors d’une cystoscopie diagnostique
permettent une confirmation diagnostique et également d’approcher le niveau d’infiltration
dans la vessie, ce qui est déterminant avant une chirurgie définitive. Toutefois, I’évaluation du
stade pT peut étre limitée par la qualité du matériel réséqué ou par des artéfacts dus a

I’électrocoagulation. Une RTV adéquate requiert la résection de toutes les tumeurs visibles et
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doit intéresser le muscle propre sous-jacent afin de pouvoir déterminer s’il est infiltré ou non.
Il est important de pouvoir distinguer I'invasion des petites fibres musculaires discontinues de
la musculaire muqueuse (pT1) d’une infiltration des trousseaux musculaires plus volumineux

du muscle propre (détrusor) (pT2).

Figure 13: Classification TNM (UICC 2009) des cancers de vessie.

3. Variants histomorphologiques du carcinome urothélial : OMS 2016
Le carcinome urothélial infiltrant peut présenter une grande variété d’aspects

morphologiques avec de multiples différenciations divergentes appelées variants. Les variants
reconnus dans I’'OMS 2016 [5] different les uns des autres par leur pronostic et/ou induisent
une prise en charge thérapeutique différente.

a) Différenciation épidermoide
La différenciation épidermoide est définie par la présence de ponts intercellulaires (cadres

clairs) ou de kératinisation. C'est le mode de différentiation le plus fréquemment rencontré,
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présent dans 40% a 60% des carcinomes urothéliaux invasifs. La présence d’une
différenciation malpighienne sur une biopsie ou une RTV a été associée a un risque plus élevé
de maladie localement avancée [47]. Quelques études ont aussi montré que cette
différenciation malpighienne est associée a une moins bonne réponse a la radiothérapie ou a
la chimiothérapie néoadjuvante [47]-[49].
b) Différenciation glandulaire

Elle est définie comme la présence de formations glandulaires dans la prolifération tumorale.
Décrite dans 18% des cas, il s’agit le plus souvent d’une différenciation de type intestinale. Du
point de vue immunohistochimique ces carcinomes montrent une acquisition du CDX2 et une

positivité de la CK20. Aucune signification pronostique n’a été retrouvée a ce jour [5].

D’autres variants moins fréquents ont été décrits.

c) Différenciation trophoblastique
Une différenciation trophoblastique est rare. Elle se caractérise par la présence de cellules
géantes ressemblant au syncytiotrophoblaste. En immunohistochimie, 35% des cas expriment
la BHCG. Cette expression est corrélée aux stades et grades plus élevés [5].

d) Carcinome urothélial en nids
Il s’agit du « nested variant » des anglo-saxons, trés agressif. Il se compose de petits massifs,
ou nids tumoraux infiltrant la paroi vésicale. En surface, I'épithélium reste plan et non
atypique. Les massifs tumoraux, réguliers, peuvent étre confondus avec les ilots de Von Briinn.
Il s’agit de nids cellulaires arrondis, ovoides entourés de membrane basale. Les cellules sont
relativement réguliéres et peu atypiques [5].

e) Carcinome microkystique
Ce variant agressif se rapproche du CU en nids. Il comporte des images de cavitation kystique
des nids. La difficulté diagnostique est de savoir faire la différence avec une Iésion bénigne de
type cystite kystique ou une métaplasie néphrogénique [5].

f) Carcinome micro papillaire
Caractérisé par de petits amas épithéliaux ou des micros papilles présentant des artéfacts de
rétraction autour des massifs tumoraux. Il représente 0,6 a 2,2% des CU. Sa morphologie
rappelle les carcinomes papillaires séreux de I'ovaire. L'OMS ne définit pas de seuil minimum
pour le pourcentage de morphologie micro papillaire nécessaire au diagnostic de ce variant.
Seule une zone de morphologie micro papillaire méme inférieure a 10% de la surface tumorale

suffit a ce diagnostic. Il s’agit toujours d’'une tumeur de tres haut grade, de stade avancé, dont
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le pronostic est sombre. Ce variant est fréquemment associé a du carcinome in situ (dans pres
de 50% des cas), a des emboles vasculaires, ou a des métastases ganglionnaires [5].

g) Carcinome de type lymphoépithélial
Ces cas ressemblent au carcinome lymphoépithélial du nasopharynx. Ils comportent un
contingent urothélial minoritaire de haut grade entouré d’un abondant stroma inflammatoire,
riche en lymphocytes B et T, en plasmocytes, histiocytes et polynucléaires neutrophiles. Les
formes lymphoépithéliales prédominantes ou pures sont associées a un meilleur pronostic.
Elles répondent a la chimiothérapie et peuvent bénéficier d’un traitement conservateur [5].

h) Carcinome plasmocytoide
Constitué de cellules tumorales isolées d’aspect plasmocytoide, au noyau excentré et au
cytoplasme abondant et éosinophile, situées dans un stroma souvent lache ou myxoide. Ce
variant, agressif, est de mauvais pronostic et montre une forte propension a I’envahissement
péritonéal [5].

i) Carcinome a cellules géantes
Il s’agit d’un variant rare souvent associé a du CU conventionnel. Le contingent pléomorphe
se constitue de cellules géantes tres atypiques. Les mitoses sont nombreuses. On observe
fréquemment une invasion de la musculeuse et de la nécrose [5].

j) Carcinome urothélial riche en lipides
Caractérisé par des cellules de grande taille «lipoblaste-like », avec des vacuoles
cytoplasmiques formant des indentations du noyau. Seuls 37 cas ont été décrits dans la
littérature. Le pronostic est sombre [5].

k) Carcinome urothélial a cellules claires
Le carcinome urothélial a cellules claires est constitué de cellules au cytoplasme clair riche en

. . . (s . e 0

glycogene, proches de celles observées dans le carcinome rénal a cellules claires. Il s’agit d’un
variant trés rare dont le pronostic n’est pas connu [5].

/) Carcinome urothélial sarcomatoide
Ce variant survient chez ’'homme et la femme a un age avancé (72™¢ ou 8°™¢ décade). Il
représente 0,6% des carcinomes urothéliaux. Les principaux facteurs de risque connus sont
Iirradiation et le traitement par cyclophosphamide. Le contingent a cellules fusiformes peut
n’étre qu’une inflexion partielle d’'un carcinome urothélial, mais en général, il constitue la
totalité de la masse tumorale. Macroscopiquement, ces tumeurs forment de gros bourgeons

polypoides saillants dans la lumiére vésicale. Histologiquement, il peut exister un contingent
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urothélial fait de massifs carcinomateux plus ou moins abondants et difficiles a identifier. Le
contingent fusiforme est d’abondance et d’aspect variables, uniforme, épithélioide, ou
prenant une différenciation hétérologue de type chondrosarcome, ostéosarcome ou plus
rarement de type rhabdomyosarcome ou léiomyosarcome. Le contingent sarcomatoide peut
conserver une expression des cytokératines de haut poids moléculaire, de p63 ou de GATA3.
Les carcinomes a cellules fusiformes sont tres agressifs et leur évolution est défavorable, avec
apparition rapide de métastases pulmonaires ou hépatiques et une survie a 5 ans de 20% avec
une médiane de survie globale a 14 mois [5].
m) Carcinome peu différencié

Cette entité comprend les tumeurs de morphologie mixte, sarcomatoide, a cellules géantes,
ou indifférenciées.
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Figure 14: Variants morphologiques de carcinome urothélial. A.épidermoide; B.glandulaire; C. forme en nids; D. micropapillaire;
E.microkystique; F. riche en lipides; G. plasmocytoide; H. lymphoépithélial; I.a cellules claires; J.sarcomatoide; K.trophoblastique; L. a cellules
géantes. (Bladder Pathology, Liang Cheng, 2012).
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4, Immunophénotype
L'immunohistochimie est une aide importante au diagnostic des carcinomes urothéliaux

infiltrants, mais est également en passe de devenir un outil pronostique voire théranostique
[50]. Pour bien comprendre I'intérét des différents marqueurs utilisés, il est utile de connaitre
I'immunophénotype de I'urothélium normal, et les marqueurs associés a la différenciation
urothéliale (Figure 15). L'immunoréactivité typique de l'urothélium normal montre une
positivé de la CK20 limitée aux cellules superficielles (cellules ombrelles) tandis que les
marquages par le CD44 et la CK5/6 ne sont positifs que dans les couches basales de
'urothélium. Le facteur de transcription GATA3 est positif sur toute I'épaisseur de

I'urothélium normal [51].

Figure 15: Marqueurs immunohistochimiques de la différenciation urothéliale.

a) Intérét diagnostique
Dans le cadre du diagnostic des carcinomes urothéliaux infiltrants, et en particulier lorsque se

pose le probleme du diagnostic différentiel avec un autre carcinome, comme un
adénocarcinome prostatique peu différencié, le profil immunohistochimique permet de
résoudre la question dans la majorité des cas. L'uroplakine lll a longtemps été considérée
comme le marqueur le plus spécifique d’une différenciation urothéliale mais a une sensibilité
assez faible de 19 a 60% [52]. Plus récemment, l'uroplakine Il @ montré une spécificité

équivalente pour une sensibilité meilleure de 63 a 77%. [51], [53].

GATA3 est un marqueur nucléaire, exprimé dans 67 a 90% des carcinomes urothéliaux [54]—
[56]. Ce facteur de transcription est également exprimé par les lymphocytes T régulateurs et

de nombreux autres carcinomes, en particulier d’origine mammaire [57].

L'utilisation de marquages immunohistochimiques est un outil pouvant également aider a la
détermination du niveau d’infiltration tumorale. Un marquage par un anticorps anti-pan-

cytokératine ou anti-cytokératine 7 (CK7) est alors le plus souvent utilisé. En effet, la CK7 est
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positive dans pres de 100% des cas et la CK20 dans 67% des cas. On note cependant que pres

de 14% des CU de haut grade n’expriment ni CK7 ni CK20 [58].

Les cytokératines de haut poids moléculaire (comme 34BE12 ou CK5/6) sont aussi parfois
utiles car elles sont exprimées dans beaucoup de CU de haut grade. La protéine p63 (exprimée

dans 81 a 92% des cas) est un autre marqueur utile au diagnostic différentiel [59].

Concernant le diagnostic de CIS, I'utilisation de marquages anti p53 et CK20 associés a un
marquage par le Ki-67 permet d’orienter vers un diagnostic de malignité versus un aspect
réactionnel ou dysplasique. En situation normale, la CK20 est limitée aux cellules ombrelles en
superficie, alors que dans le CIS le marquage est le plus souvent présent sur toute |'épaisseur
de l'urothélium [51]. De plus, le CIS montre un index de prolifération élevé, bien objectivé par
un marquage par le Ki-67. Et Il existe classiquement un marquage fort et diffus par la p53 [58].
b) Intérét pronostique et théranostique
La recherche d’un panel de biomarqueurs immunohistochimiques, applicable en routine, sur
un matériel fixé au formol et inclus en paraffine (formalin fixed and paraffin embedded - FFPE),
et ayant une valeur pronostique ou prédictive de la réponse a la chimiothérapie est toujours
en cours. L'équipe de Baras et al a par exemple trouvé deux marqueurs
immunohistochimiques (GDPD3 et SPRED1) prédictifs de la réponse a la chimiothérapie

néoadjuvante [60].

Il serait notamment intéressant de pouvoir, comme en sénopathologie, classer les tumeurs de
facon simple, grace a I'immunohistochimie, dans les groupes luminal et basal décrits en

biologie moléculaire (cf infra).

5. Données moléculaires

a) Introduction :
Les techniques a notre disposition a I'heure actuelle permettent d’acquérir différents types

de données :

o les données du génome : CGH array, SNP array, Whole Genome Sequencing, Exome

Sequencing ;
J les données du transcriptome : cDNA array, RNASeq ;
. les données du protéome : RPPA, immunohistochimie (IHC).
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Ces données permettent d’établir des classifications a différents niveaux (génomique,

transcriptomique et protéique).

Aprés une breve description des voies de la carcinogénése urothéliale et des mutations
géniques les plus fréquemment retrouvées dans les CU, nous aborderons les différents
groupes moléculaires publiés. Nous terminerons par la description des deux principaux grands
groupes moléculaires de carcinomes urothéliaux que sont les tumeurs de type basal et
luminal.
b) Multiples voies de cancérogenése

Les données actuelles montrent que les tumeurs urothéliales se développent a travers au
moins deux voies de cancérogenese différentes (Figure 16). Ces voies passent soit par les
tumeurs papillaires superficielles de type TVNIM soit par le CIS avant d’évoluer vers les TVIM
[61]. Selon ce modele, les tumeurs de vessie peuvent donc étre classées en papillaires et non
papillaires uniguement sur la base d’altérations génétiques différentes. Parmi les mutations
les plus fréquentes on retrouve les mutations activatrices de FGFR3 dans les tumeurs
papillaires et les mutations inactivatrices de génes suppresseurs de tumeur tels que TP53 et

RB1 dans les tumeurs non papillaires, invasives [15].

Figure 16: Modéle des deux voies potentielles de carcinogenese urothéliale. (Knowles MA, Nature Reviews cancer 2015)
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c) Spectre mutationnel : données du génome
Les données de séquencage [15] ont permis d’identifier des mutations récurrentes de génes

tels que TP53, FGFR3, PI3KCA, RB1, et HRAS. Les mutations activatrices de FGFR3 et

inactivatrices de TP53 sont les plus fréquemment observées (Tableau 5 et Figure 17).

Des altérations moléculaires différentes ont été caractérisées dans les TVNIM d’une part et
dans le CIS et les TVIM d’autre part. Les tumeurs papillaires de bas grade (TVNIM) ont le plus
souvent des mutations activatrices de récepteurs tyrosine kinase (RTK) de la voie Ras, telles
que les mutations de FGFR3. Les tumeurs Ta de haut grade sont caractérisées par une délétion
homozygote de P16INK4A. Les lésions de CIS et les tumeurs invasives (TVIM) ont des

mutations de la voie TP53 et de RB.

Figure 17: Voies de signalisation altérées dans les carcinomes urothéliaux. Mutations somatiques et altérations du nombre
de copies dans les voies p53/Rb et RTK/RAS/PI3K. (Rouge : mutations activatrices ; Bleu : mutations inactivatrices) Adapté
du TCGA research network [15].
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Tableau 5: Oncogénes et génes suppresseurs de tumeur les plus fréquemment altérés dans les carcinomes urothéliaux (d’aprés KnowlesMA et Hurst DC, Nature reviews cancer 2015).

Géne
FGFR3

PIK2CA
AKT1
NRAS
HRAS
KRAS
EGFR
ERBB2

CDKN2A

MDM2
RB1

TP53

Chromosome
4pl6

3926
1432
1p13

11p15
12p12
7p12

17q12

9p21

12q14
13q14

17p13

Oncogeénes altérés dans les carcinomes urothéliaux

Altération dans les TVNIM

de bas grade
mutation ponctuelle
surexpression
mutation ponctuelle
mutation ponctuelle
mutation ponctuelle
mutation ponctuelle
mutation ponctuelle
surexpression

NI

Fréquence
60-70%
80% (protéine)
25%
1-3%
1-2%
5-10%

5%

20% (protéine)
NI

Altération dans les
TVIM (2pT2)
mutation ponctuelle
surexpression
mutation ponctuelle
mutation ponctuelle
mutation ponctuelle
mutation ponctuelle
mutation ponctuelle
surexpression
amplifaction
surexpression
mutation ponctuelle

Fréquence
5-20%
40% (protéine)
9-20%
1-3%
1-2%
5-6%

5%

50%
5-14%
8-30% (protéine)
8%

Fonction de la protéine codée
RTK

sous-unité catalytique a de PI2K
serine-threonine kinase

GTPase cytoplasmique

GTPase cytoplasmique

GTPase cytoplasmique

RTK

RTK

Génes suppresseurs de tumeurs avec perte de fonction dans les carcinomes urothéliaux

délétion hémizygote
délétion homozygote
mutation ponctuelle
amplification
mutation inactivatrice

mutation inactivatrice
surexpression

50 - 60%
15%
NI
3%

NI

0-14%
<10%

délétion hémizygote
délétion homozygote
mutation ponctuelle
amplifaction
mutation inactivatrice

mutation inactivatrice
surexpression

50-60%
20-30%
5%
4-5%
11-13%

24 -56%
30-50%

code pou p16 et p14 ARF, CDKI

E3 ubiquitine ligase, cible p53

régulateur du cycle cellulaire

facteur de transcription, réponse au
stress, apoptose

NI non connu, FGFR fibroblast growth factor receptor, PI3KCA phosphatidyl inositide tri phosphate sous unité a, EGFR epidermal growth factor receptor.
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(1) FGFR3
Parmi les mutations les plus fréquentes, on trouve les mutations activatrices du géne FGFR3

qui active la voie de signalisation FGFR3/RAF/RAS. Elles ont été décrites dans 74% des TVNIM
de bas grade et dans 5 a 20% des TVIM [62].

Figure 18: Récepteur FGFR3 et voies de signalisation en aval

Le récepteur FGFR3 est un membre de la famille des FGFR (FGFR1- 4), récepteurs a activité
Tyrosine kinase activant la voie RAS/MAPK et/ou PI3K. Ces voies sont impliquées dans
I’embryogenése et différents processus biologiques tels que la prolifération cellulaire, la
différenciation cellulaire, la migration, l'angiogenése et |'apoptose. La structure des
récepteurs FGFR est commune. lls comportent un domaine extracellulaire, constitué d’un
résidu hydrophobe amino-terminal et de trois domaines immunoglobine-like, un domaine
hydrophobe transmembranaire, et un domaine intracellulaire a activité tyrosine kinase (Figure
18). Les ligands (FGFs) se fixent aux domaines extracellulaires Ig-like Il et lll, entrainant ainsi
I'activation du récepteur par homo-dimérisation et trans phosphorylation de résidus tyrosine
intracellulaires puis I'activation de plusieurs voies de signalisation intracellulaires en aval
(Figure 18). Dans les CU, les mutations les plus fréquentes de FGFR3 sont celles qui ajoutent un

résidu cystéine dans le domaine extracellulaire (5249C, Y375C, R248C, G372C) créant ainsi des
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ponts disulfures intermoléculaires et la dimérisation du récepteur (Figure 19). Les mutations
de RAS et FGFR3 sont mutuellement exclusives. Quatre-vingt-deux pourcents des tumeurs Ta

de bas grade sont mutées pour I'un ou l'autre de ces deux genes.

Figure 19: FGFR3. Représentation schématique de la protéine et de la position des exons correspondants. Les codons
présentant des mutations ponctuelles activatrices et leur fréquence relative en pourcentage des mutations rapportées dans
la littérature sont indiqués. FGFR3 comporte les domaines suivants : signal peptide (SP); acid box (AB); immunoglobulin-like
domains Igl, Igll and Iglll; transmembrane (TM) region and tyrosine kinase (TK).Selon Knowles MA (Nature Reviews Cancer
2015).

(2) TP53
Un autre gene tres fréquemment muté est le gene TP53 qui code pour la protéine p53 ayant

un role central dans la régulation du cycle cellulaire. Elle inhibe la transition de la phase G1 a
la phase S, par activation de la transcription de p21. Les mutations inactivatrices de TP53
entrainent donc la perte de son role suppresseur de tumeur. Alors que la protéine p53
normale a une demi-vie courte de 30 minutes, qui prévient son accumulation dans le noyau,
la protéine p53 mutée est résistante a la dégradation par la voie ubiquitine et s’"accumule.
Cette accumulation est détectable par immunohistochimie. Plusieurs études rétrospectives
ont montré la valeur pronostique de la surexpression de p53 dans les carcinomes urothéliaux
[63], [64].
(3) Rb

La protéine Rb interagit avec des protéines impliquées dans la transition G1-S du cycle
cellulaire. A I'état déphosphorylée, elle séquestre le facteur de transcription E2F. Lorsque Rb
est phosphorylée (par des Kinases cycline dépendantes), E2F est libéré et induit la
transcription de genes nécessaires a la synthése de I’ADN. Des mutations inactivatrices de Rb,
entrainant une perte d’expression, sont décrites dans les CU et sont associées a un mauvais

pronostic [65].
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d) Sous types moléculaires/ classification moléculaire
(1) Parallele avec la classification moléculaire des cancers du sein
Concernant les tumeurs solides, les premiers travaux ayant utilisé des techniques de cDNA

microarray ou« genome mRNA expression profiling » ont été effectués en 2000 par I'équipe
de Perou dans les cancers mammaires [66]. lIs ont établi que les tumeurs mammaires
pouvaient étre divisées en sous-groupes moléculaires distincts (Claudin-low, basal, HER2+,
luminal A, et luminal B) sur la base de leur profil d’expression génique. Les biomarqueurs
associés a ces groupes intrinseéques sont communs avec les cellules épithéliales mammaires
normales a différents stades de différenciation. Les tumeurs de type basal expriment des
biomarqueurs que I'on retrouve normalement exprimés par la couche basale de I'épithélium
glandulaire normal alors que les tumeurs HER2+ et luminales expriment des biomarqueurs de

différenciation [67].

Cette publication des portraits moléculaires des cancers du sein a révolutionné I'approche de
la pathologie mammaire [66]. En classant les tumeurs en fonction de profils d’expression des
génes, les auteurs ont ouvert la voie a une approche compléetement nouvelle de la diversité
des cancers du sein. En 10 ans, cette classification moléculaire a été affinée et des tests
génomiques ont été développés pour prédire I'évolution métastatique des patientes ou la
réponse tumorale au traitement [68].Ces connaissances ont ensuite pu étre transposées au
matériel et aux outils utilisés quotidiennement par les pathologistes, c’est-a-dire aux tissus

FFPE et a I'analyse morphologique et immunohistochimique des tumeurs.

De méme, plus de dix ans apreés la pathologie mammaire, la pathologie vésicale bénéficie de

I"apport de ces différentes techniques moléculaires.

(2) Profiling moléculaire des cancers de vessie : Données
transcriptomiques

La classification transcriptomique repose sur I'analyse simultanée du niveau d’expression des
ARN messagers de milliers de genes dans une méme tumeur (Figure 20). Le regroupement des
différentes tumeurs se fait ensuite en fonction de leur profil d’expression génique [69].
Plusieurs équipes ont utilisé le « whole genome expression profiling » pour classer les tumeurs
urothéliales en sous-types moléculaires distincts (Figure 20 et Tableau 6) [12]—-[15], [70]. Elles
ont toutes montré des similitudes importantes avec les groupes décrits dans les cancers

mammaires [13].
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Figure 20: Principaux biomarqueurs associés aux sous types moléculaires luminal et basal. Données issues du RNASeq de
I'étude du TCGA. (MDA, MD Anderson Cancer Center; TCGA, The Cancer Genome Atlas; UNC, University of North Carolina).
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Tableau 6: Résumé des différentes classifications moléculaires décrites dans les carcinomes urothéliaux.

Lindgren et al, sont les premiers a avoir utilisé le regroupement hiérarchique du niveau
d’expression des genes dans la vessie et ont d’abord proposé deux sous-groupes intrinseques

de carcinome urothélial : le groupe MS1 et le groupe MS2 [71].

L’équipe de Volkmer et al a ensuite décrit de nouveaux sous types moléculaires de carcinomes
urothéliaux en utilisant, elle aussi, les données d’expression génique des tumeurs primitives.
Ces sous-types étaient basés sur les déterminants moléculaires de la différenciation tumorale
: basale, intermédiaire, ou différencié [72]. Dans leur étude, les CU de différenciation basale
(définis par une positivité de la CK14 et de la CK5, et une négativité de la CK20) avaient une
survie globale significativement diminuée en comparaison avec les sous-types de

différenciation intermédiaire ou différenciés [72].

Dans un article plus récent, utilisant du « whole genome mRNA expression profiling », I’équipe
de Choi et al, du MD Anderson [12] a décrit trois sous-types moléculaires de CU. Les auteurs
ont désigné ces sous-types : basal, luminal et p53-like. Méme si le sous-type basal avait une
signature moléculaire différente de celle décrite par Volkmer, les deux équipes ont montré
gue ce sous-type présentait une expression augmentée des cytokératines de haut poids
moléculaire (CK14 et CK5). De plus, le sous-type basal décrit par Choi partageait des

biomarqueurs communs avec le sous-type basal des cancers du sein et était caractérisé par
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une présentation plus agressive de la maladie. Ces tumeurs basales comportaient plus souvent
des aspects sarcomatoides ou malpighiens et se présentaient en général d’emblée a un stade
métastatique. Elles présentaient également un haut niveau d’expression de I'EGFR. Les
tumeurs du groupe luminal montraient les caractéristiques de I'activation de PPARy et du
récepteur aux cestrogenes. Elles étaient enrichies en mutations activatrices de FGFR3. Ce
sous-type montrait aussi une surexpression de CK20 et exprimait des marqueurs épithéliaux
comme [|'E-cadhérine. Le sous-type p53-like était, Iui, constamment résistant a la
chimiothérapie néoadjuvante a base de méthotrexate, vinblastine, doxorubicine et cisplatine
(MVAC). Ce groupe p53-like se distinguait du groupe luminal par une expression de genes
associés a la protéine p53 sauvage activée, sans expression de la protéine p53 sauvage. Par
ailleurs toutes les tumeurs chimio-résistantes adoptaient un phénotype p53-like aprés

traitement [12].

En 2012, I'équipe suédoise de Sjodahl et al [14], a quant a elle étudié les profils d’expression
génique de 308 tumeurs urothéliales. Ce travail leur a permis de définir cinq groupes
différents : les groupes « urobasal A et B », « génétiquement instable », « épidermoide-like »,
et «infiltré ». Le sous-type « urobasal A » était caractérisé par une expression de la CK5
proche de celle de la couche basale normale de I'urothélium, ainsi que par une fréquence
significativement plus élevée de mutations FGFR3 et PIK3CA. Ces caractéristiques étaient
proches de celles du groupe luminal décrit par I'équipe de Choi. En revanche, les tumeurs
« urobasal B » et « épidermoide-like » montraient une expression de CK5/6, CK14 et CK16
indiquant un phénotype malpighien ou squameux. Le profil d’expression des cytokératines par
les tumeurs « épidermoide-like » était comparable a celui du sous-type basal de Choi. Le
groupe « urobasal B » avait également une fréquence élevée de mutations TP53, rappelant le
groupe p53-like. Le groupe « génétiquement instable » était caractérisé par des mutations de
TP53 associées a de nombreux réarrangements génomiques. Enfin, le groupe hétérogeéne des
tumeurs dites « infiltrées », était lui caractérisé par la présence de nombreuses cellules
infiltrant la tumeur (lymphocytes T, myofibroblastes, cellules endothéliales). Cette étude a
aussi pu retrouver ces profils d’expression différents au niveau protéique en

immunohistochimie [14].

Enfin, en 2014, les efforts du groupe « The cancer genome Atlas network » (TCGA) [15] ont

conduits a l'identification de quatre groupes moléculaires dans les TVIM de haut grade (cluster
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I a V). Les tumeurs du cluster | avaient une morphologie papillaire et une augmentation de
I’expression de FGFR3, ou des mutations de FGFR3. Elles montraient également des aspects
similaires a ceux des tumeurs mammaires de type luminal A, avec notamment une expression
élevée de GATA3 et FOXAL. La surexpression d’ERBB2 ou du récepteur béta aux cestrogénes
par ces tumeurs suggere également qu’elles pourraient étre ciblées par des thérapies
hormonales. La signature d’expression du cluster lll (basal squamous like) était similaire a celle
des tumeurs mammaires de type basal étant caractérisée par une expression de la CK14, CK5,

CK6 et de I'EGFR [15].

Toutes ces nomenclatures différentes, et les différentes méthodes de classification utilisées,
ajoutent de la confusion a un sujet déja complexe. Les groupes moléculaires des TVIM sont
hétérogenes. Toutefois, il existe de nombreuses similitudes entre toutes ces classifications
(Figure 21). En mars 2015, une réunion de consensus a été organisée par le Spanish national
cancer Research Center (CNIO) afin de confronter les différentes classifications et d’atteindre
un consensus [73]. A Iissue de ce travail, un consensus a été obtenu au sujet de I'existence
d’un groupe basal ou « épidermoide-like » de CU. Ce groupe a été désigné « basal Squamous
like tumors » et est caractérisé par une expression élevée des cytokératines 5/6 et CK14 ainsi
gue par une absence d’expression des facteurs de transcription FOXA1 et GATA3. Un second
groupe de CU présentant des caractéristiques de différenciation urothéliale (luminal) a
également été reconnu, toutefois sa définition moléculaire reste a préciser. Concernant les
autres sous-groupes décrits, il a été conclu que d’autres études sont nécessaires afin de

préciser leur définition [73].

Au total, I'ensemble de ces données démontre I'existence de sous types moléculaires distincts
de CU ayant des signatures d’expression caractéristiques. Globalement, les marqueurs utilisés
pour classer les tumeurs urothéliales dans les deux principaux groupes (basal et luminal)
refletent les profils d’expression des couches basale ou intermédiaire/luminale de
I"'urothélium normal [12], [70]. Ces groupes ont un impact pronostique et pourraient guider

les approches thérapeutiques.
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Genom. Unst. = genomically unstable; Inf. Epi. = infiltrated epithelial; Inf. Mes. = infiltrated mesenchymal; MDA = MD Anderson Cancer Center; SCC =
squamous cell carcinoma; Sc/Ne = small cell/neuroendocrine; TCGA = The Cancer Genome Atlas; TFs = transcription factors; UNC = University of North
Carolina; UroA = urobasal A; UroB = urobasal B.

Figure 21 Représentation schématique et paralléle entre les différentes classifications moléculaires de CU publiées. Pour chaque classification, la distribution des sous-types est proportionnelle
aux résultats de la classification. Le paralléle entre les classifications a été fait approximativement en fonction des résultats de chaque étude. B : Génes dont I'expression est modifiée dans
chaque sous-types, rangé par catégorie (Facteurs de transcription ; marqueurs tumoraux, cible thérapeutique).D’apres Aine et al.
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E. Traitement et prise en charge thérapeutique

1. Prise en charge des TVNIM
Le traitement conventionnel des TVNIM comporte en premier lieu la résection chirurgicale

trans urétrale (RTV), plus ou moins associée a des instillations intra vésicales adjuvantes de
chimio- ou immuno-thérapie (mitomycine C ou BCG).
a) Stratification du risque

Les TVNIM sont associées a un risque de récidive a 5 ans de 50 a 70%, et a un risque de
progression de 10 a 30% [20]. Les facteurs de risque associés a la récidive et a la progression
comprennent le haut grade, les tumeurs de grande taille (>3cm), la multifocalité, le nombre
élevé de récidives précédentes et la présence de CIS associé.[74] Les autres facteurs de
mauvais pronostics sont la présence d’emboles vasculaires, la présence de certains variants
morphologiques ou le stade pT1lb. L'utilisation de ces criteres (Tableau 7), et des
nomogrammes de I'EORTC permet de classer les TVNIM en haut risque, risque intermédiaire
ou bas risque de récidive. Cette stratification du risque permet ensuite de guider la prise en

charge [74].

Tableau 7: Groupes en fonction du risque de progression et de récidive (d'aprés EAU 2016)

b) Résection trans urétrale
La RTV est I’étape initiale de la prise en charge des TVNIM. On recherche une résection la plus

compléte possible, avec une marge profonde suffisante devant intéresser le muscle propre.
Des biopsies additionnelles de la muqueuse vésicale sont également réalisées afin de

déterminer la présence de carcinome in situ associé.

Une nouvelle résection (Second look), 2 a 6 semaines aprés une premiére RTV, est
recommandée en cas de premiére résection incompléte ou quand le muscle propre n’a pas

été réséqué sur le premier spécimen d’une tumeur pTa de haut grade ou d’'une tumeur classée
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pT1l. Pour les tumeurs pT1l de haut grade, ces nouvelles résections conduisent a une
augmentation du stade et a un changement dans la prise en charge chez 24 a 49% des patients
[75].
c) Chimiothérapie et immunothérapie intravésicale

Pour les patients avec une TVNIM de bas risque, une seule instillation de chimiothérapie
intravésicale (mitomycin, epirubicin, ou gemcitabine) en post RTV immédiate est
recommandée [11]. Dans le cas des risques intermédiaires, un traitement d’entretien de un
an a montré un bénéfice sur la récidive mais pas sur la progression. Concernant les hauts

risques, 'immunothérapie intravésicale (BCG) a montré une meilleure efficacité [76]

2. Prise en charge des TVIM et des tumeurs métastatiques
a) Cystectomie radicale et curages lombo-aortiques
La cystectomie radicale, souvent précédée d’une chimiothérapie néoadjuvante a base de

cisplatine est le traitement gold-standard dans le cancer de la vessie infiltrant le muscle [77].

Pour déterminer |'opérabilité et la faisabilité de la construction d’'une néo-vessie, I'analyse
extemporanée des marges urétérales et I'analyse, en préopératoire, de biopsies de I'urétre

prostatique et du col vésical sont utiles [78].

La mortalité de la cystectomie radicale a 90 jours a été évaluée a 9 % [79]

b) Radiothérapie
Les patients non opérables, ou refusant la chirurgie radicale, peuvent étre candidats a un
traitement tri-modal associant une RTV compléte suivie d’'une radiothérapie associée a une
chimiothérapie radio sensibilisante. Les critéres de sélection des patients pouvant bénéficier
de cette prise en charge comprennent : une tumeur urothéliale de type conventionnel, sans
variant spécifique, une invasion minimale de type T2a, une résection trans urétrale complete
et I'absence d’hydronéphrose associée [80].

c) Radiothérapie adjuvante
La radiothérapie adjuvante peut étre bénéfique chez les patients avec un cancer vésical
localement avancé, chez qui le taux de récidive locale a 5 ans, apres cystectomie, atteint 20 a

45%.[81], [82] Toutefois cette pratique reste encore expérimentale [83].
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d) Traitements systémiques
Les recommandations francaises et européennes actuelles préconisent la réalisation d’une

chimiothérapie néoadjuvante a base de cisplatine avant cystectomie chez les patients atteints

d’une TVIM ayant un DFG > 60 ml/min [4], [10].

En effet, dans les TVIM, les données actuelles en faveur de la chimiothérapie néoadjuvante
(CNA) avant cystectomie radicale ou avant radiothérapie, sont plus robustes que celles

concernant la chimiothérapie adjuvante [84].

Deux essais randomisés [85], [86] et deux méta-analyses [8], [9] ont montré le bénéfice de
survie apporté par des chimiothérapies néoadjuvantes (CNA) a base de cisplatine de type
MVAC (méthotrexate, vinblastine, doxorubicine, et cisplatine) et CMV (cisplatine,
méthotrexate et vinblastine) en comparaison avec la chirurgie seule chez les patients avec une

TVIM.

Dans I’étude du SWOG [85] ,317 patients avec une maladie opérable de stade T2 a T4, NO MO
étaient randomisés dans les groupes chimiothérapie (3 cycles de MVAC suivie d’une
cystectomie) ou cystectomie seule. La survie globale des patients du groupe chimiothérapie
était plus longue que celle du groupe cystectomie seule (77 vs 46 mois). Le groupe CNA
obtenait une réponse compléte histologique significativement plus importante (38 vs 15 %,

p<0,001), ce qui était associé a une augmentation significative de la survie a cing ans (85 %).

Les deux principales méta-analyses réalisées [8], [9] ont toutes les deux montré un bénéfice
de survie significatif avec la CNA. La premiére [9], basée sur les données individuelles de 3005
patients de 11 essais cliniques différents, a mis en évidence un bénéfice de survie a 5 ans de

5% (passant de 45 a 50%), et une réduction de 14 % du risque de déces avec la chimiothérapie.

En 2000, I'association GC (cisplatine et gemcitabine) a quant a elle montré le méme bénéfice
avec moins de toxicités [87]. D’autres essais de phase 2 [88], [89] ont retrouvé un taux de
réponse histologique compléete (défini par un stade pT <pT1) de 38 a 49% avec une CNA par
MVAC accéléré ou MVAC dit renforcé ou « dose-dense » (ddMVAC).

En se basant sur 'ensemble de ces données, les chimiothérapies de type CMV, MVAC ou GC
peuvent étre prescrites en situation néoadjuvante. Malgré cela, la chimiothérapie
néoadjuvante demeure encore sous-prescrite du fait des toxicités engendrées chez les

nombreux patients agés. En 2014, aux Etats-Unis, la chimiothérapie néoadjuvante n’était
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réalisée que pour 16,9% des TVIM [90]. Par ailleurs, le bénéfice n’est pas toujours évident. La
chimiothérapie néoadjuvante engendre un gain de survie, mais il existe un nombre non
négligeable de patients résistants (51 a 58% de non répondeurs) a la chimiothérapie, qui
progressent pendant la CNA et n’en bénéficient pas, voire se voient récusés pour la chirurgie

[91].

Il apparait donc primordial de développer des stratégies pour mieux sélectionner les patients
susceptibles de répondre a un traitement par chimiothérapie néoadjuvante, ce qui
permettrait alors une meilleure prescription.
e) Biomarqueurs prédictifs de réponse a la chimiothérapie néoadjuvante
De multiples biomarqueurs ont été étudiés pour prédire la réponse a la chimiothérapie
néoadjuvante. Les études se sont notamment intéressées aux régulateurs du cycle cellulaire
et de 'apoptose, aux voies de la réparation de I’ADN, a des récepteurs tyrosine kinases, a des
signatures d’expression génique, ou encore a des molécules du micro environnement.
(1) Régulateurs de I'apoptose et du cycle cellulaire

Le gene suppresseur de tumeur p53 présente des altérations dans prés de 50 % des cancers
de vessie [92]. Ceci a été corrélé aux grades élevés et aux stades avancés [92]. La protéine p53
mutée est souvent surexprimée du fait d’'une stabilité augmentée. In vitro, la plupart des
mutations p53 conferent une sensibilité des lignées cellulaires de carcinome urothélial au
cisplatine et la doxorubicine [93]. Toutefois les données de la littérature sur le lien p53 et
chimio-sensibilité sont contradictoires. Dans un essai de phase I, Plimack et al ont recherché
les anomalies moléculaires présentes dans les tumeurs primitives et aucune corrélation entre
les mutations de p53 et la réponse a la chimiothérapie n’a pu étre démontrée [88]. D'autres
études, chez des patients recevant une chimiothérapie par MVAC, ont montré une corrélation
entre la surexpression de p53 en immunohistochimie et un mauvais pronostic [94]. A I'inverse,
Watanabe et al ont démontré par séquencage que p53 sauvage était associé a une mauvaise

réponse a la chimiothérapie dans leur série [95].

Bcl2 est une protéine anti-apoptotique, qui serait un marqueur prédictif de réponse a la
chimiothérapie ou a la radiothérapie[96]. Cooke et al ont randomisé 51 patients pour un
traitement par radiothérapie ou radiothérapie plus chimiothérapie par cisplatine [96]. Chez
les patients ayant recu du cisplatine, ceux qui présentaient une négativité de Bcl2 avaient une

survie a cing ans de 55%, tandis que celle des patients Bcl2 positifs était de 14 % (p<0,03).
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(2) Voies impliquées dans la réparation de I’ADN
Récemment, lyer et al ont présenté a I’ASCO leur étude sur les relations entre les altérations

des genes du systeme de réparation des dommages a I’ADN (genes DDR) et la réponse a la
CNA [97]. Dans cette étude de phase Il ayant inclus 46 patients recevant une CNA de type GC,
les génes DDR les plus fréquemment mutés étaient BRCA2 et ATR. Le nombre moyen
d’altérations des genes de réparation chez les répondeurs et non répondeurs était similaire,
mais 5 des 14 répondeurs présentaient des mutations déléteres du systéme de réparation de
I’ADN (DNA damage repair — DDR) alors qu’aucun des 10 non répondeurs n’en présentait (p =

0,053).

Dans une étude prospective, Plimack et al ont montré que les altérations génomiques du
systeme de réparation de ’ADN (génes ATM, RB et FANCC) prédit |la réponse a la CNA a base
de cisplatine [98].

(3) Classification moléculaire et réponse a la chimiothérapie/
Implications thérapeutiques

Les différentes classifications issues des études récentes sur les profils d’expression génique
ayant défini des sous types moléculaires intrinseques de cancers de vessie ont également
fournit des informations pronostiques et permettent d’identifier des sous-groupes de patients

avec une sensibilité accrue a la chimiothérapie.

En effet, dans I'étude Choi et al [12], en 'absence de traitement, les tumeurs infiltrant le
muscle de type basal étaient plus agressives et montraient une survie plus courte que les
tumeurs de type luminal. Par contre, ces cancers de type basal montraient une plus grande
sensibilité aux chimiothérapies a base de platine, avec un bénéfice plus important de Ia
chimiothérapie de premiere ligne en comparaison avec les tumeurs de sous-type luminal.
Dans cette méme étude [12],le sous-type luminal correspondant au cluster Il du TCGA, appelé
p53-like par Choi, apparaissait résistant aux chimiothérapies néo adjuvantes a base de

cisplatine.

Une identification de ces groupes avec un set minimal de biomarqueurs
immunohistochimiques serait donc particulierement utile pour mieux sélectionner, en

routine, les patients susceptibles de répondre a la chimiothérapie.

Dans cet esprit, en 2014, le SWOG (South West Oncolgy Group) a lancé un essai clinique

(NCT02177695 —inclusions en cours) comparant I’efficacité de 2 chimiothérapies de premiére
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ligne (GC versus MVAC) en situation néoadjuvante et évaluant la capacité d’un algorithme
basé sur les profils d’expression génique, appelé CoXEN, a prédire la réponse histologique
compléte [99].
3. Traitements émergeants

Grace aux travaux du TCGA, une meilleure connaissance des cibles thérapeutiques
potentielles dans le cancer de la vessie a permis de voir émerger plusieurs thérapeutiques
nouvelles dans les 5 derniéres années. Des thérapies ciblant FGFR3, EGFR, VEGF, mTOR, le
récepteur aux androgénes et CD24 ont toutes montrées une activité pré-clinique, et beaucoup

sont en cours d’essai clinique.

a) Thérapies ciblées : anticorps monoclonaux ciblant les RTK (Récepteurs
Tyrosine Kinase) ?
(1) FGFR3

Concernant le groupe luminal, il présente un fort taux de mutation de FGFR3 mais également

de ERBB2 et ERBB3, ce qui est en faveur d’une stratégie anti-FGFR.

Plusieurs stratégies thérapeutiques innovantes sont en cours de développement. Des petites
molécules pan-FGFR inhibitrices ont montré des résultats prometteurs dans les tumeurs
vésicales présentant une mutation activatrice ou une translocation de FGFR.

(2) EGFR
Les tumeurs du groupe basal sont également enrichies en EGFR et HIF1. Les données
précliniques montrent que ces dernieres seraient sensibles aux anti-EGFR et répondraient
mieux que les luminales au traitement par DD-MVAC (dose dense methotrexate, vinblastine,

doxorubicine, et cisplatine plus bevacizumab) qui inhibe le VEGF (cible de HIF1)

Parmi les récepteurs tyrosine kinases, les inhibiteurs de 'EGFR pourraient étre efficaces dans
les tumeurs de vessie avec surexpression de 'EGFR ou de ERBB2 (HER2) et non primo traitées
par chimiothérapie [100].
(3) HER2

Des résultats précliniques encourageants ont été obtenus avec le trastuzumab associé a un
agent cytotoxique dans les tumeurs HER2 positives [101]. Des essais d’inhibiteurs de HER2
dans le cancer de la vessie ont suggéré qu’une positivité HER2 en immunohistochimie ou en
FISH pourrait guider la thérapeutique. Mais a I'inverse des tumeurs mammaires, la plupart des

surexpression HER2 des carcinomes urothéliaux ne sont pas associées a une amplification du
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gene ERBB2. Un taux plus élevé de mutations ERBB2 et plus faible d’amplifications du gene

sont présents dans les cancers vésicaux [102].

Par ailleurs les inhibiteurs de la voie mTOR associés aux inhibiteurs de MEK et aux inhibiteurs
des régulateurs du cycle cellulaire PLK1 et CDK4 sont en cours d’étude en association avec les
chimiothérapies [103].

b) Axe PD1/PDL1 et Immunothérapies
L'immunothérapie est traditionnellement un élément central dans la prise en charge des
cancers génito-urinaires. Notamment dans le traitement des TVNIM ou l'utilisation des
instillations de BCG est ancienne. Les premiers auteurs ayant rapporté I'utilisation du BCG

dans la vessie sont Morales A et al en 1976 [104].

Dans les TVIM, plusieurs études ont montré une dysfonction immunitaire. En effet, le profil
immunologique des patients porteurs d’un CU montre une altération de la fonction
lymphocytaire avec une prédominance de la fonction T régulateur Helper et des cytokines Thl
inhibitrices dans le microenvironnement tumoral. De plus, le nombre de lymphocytes T CD8+
intra tumoraux est corrélé a la survie spécifique. Parmi les principaux médiateurs de la
réponse immune se trouve la famille B7 des protéines co-régulatrices (B7-H1 ou PD-L1, B7-H3,
PD-1). La surexpression de ces protéines co-régulatrices (CTLA4, PD1 et PDL1) par la tumeur
ou son microenvironnement est un des mécanismes par lequel le carcinome urothélial
échappe a la réponse immunitaire et aux effets cytotoxiques des traitements traditionnels
[105], [106]. La voie PD1/PDL-1 est donc une cible thérapeutique intéressante dans la vessie,

tout comme dans d’autres carcinomes (rénal, pulmonaire) ou le mélanome.

Des données sur l'atezolizumab, I'avelumab (inhibiteurs de PDL1), et le pembrolizumab
(inhibiteur de PD-1) sont disponibles et ont été présentées a I’ASCO en 2016 [107]—-[109]. Un
autre anti-PD-L1 est aujourd’hui en développement dans le cancer de la vessie : le durvalumab
[110]. Ces molécules ont montré des taux de réponses supérieurs a ceux obtenus
historiqguement avec les chimiothérapies cytotoxiques chez les patients métastatiques. Le taux
de réponse approche les 30% chez les patients montrant une surexpression de PD-L1 en
immunohistochimie [107]. De plus, ces thérapies semblent mieux tolérées que la

chimiothérapie.
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Les tumeurs basales sont enrichies en une signature immune (en particulier le sous-groupe
des tumeurs « claudin-low ») ce qui pourrait permettre de sélectionner les patients pour un
traitement inhibiteur de checkpoint immunitaire [111]. les tumeurs basales montrent le plus

fort taux de lymphocytes T PDL1 positifs [107].

Sila place de I'immunothérapie dans les cancers de vessie est assurée, il reste donc la question
de la sélection des patients bons répondeurs a I'immunothérapie (et du grand nombre de
biomarqueurs proposés par les différents laboratoires) ainsi que la question de savoir
comment et a quel moment l'introduire. En d’autres termes, a quel moment doit-on

remplacer la chimiothérapie conventionnelle par une immunothérapie ?
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F. Evaluation de la réponse aux traitements
Actuellement I'évaluation clinique de la réponse au traitement se base sur I'estimation de la

taille tumorale selon les critéres de I’OMS ou les critéres RECIST (Response Evaluation Criteria in
Solid Tumours) [112]. Les critéres OMS prennent en compte le plus grand diameétre tumoral et
le diameétre perpendiculaire. La réponse au traitement étant estimée par un pourcentage de
diminution du produit de ces deux diameétres. Les criteres RECIST ne prennent en compte que
le plus grand diameétre tumoral, et évaluent la réponse par le pourcentage de réduction de ce
diametre. Ces méthodes sont sujettes a des variations inter et intra observateurs, et sont
particulierement difficiles a appliquer a la vessie étant donné les images artéfactuelles

d’épaississement pariétal observées des suites de la RTV.

Alors que le nombre de cancers de vessie traités par chimiothérapie néoadjuvante augmente,
I'une des problématiques est désormais de mieux définir les éléments de la réponse au
traitement, ainsi que d’identifier des facteurs pronostiques sur les piéces chirurgicales de

cystectomie apres chimiothérapie.

L’examen anatomopathologique de la piece de cystectomie radicale est aujourd’hui considéré
comme le gold standard pour évaluer la réponse a la chimiothérapie. Dans toutes les études
publiées, la définition de la réponse a la CNA était basée sur le stade ypTNM. On retrouve une

régression du stade anatomopathologique (« Downstaging ») dans 50 a 60 % des cas [113].

Concernant la définition histopathologique précise de la réponse au traitement, le groupe
RISC (Retrospective International Study of Cancers of the Urothelial Tract) définit la réponse
histologique compléete (pCR) par un stade inférieur ou égal a pT1NO sur la piéce de cystectomie
(90, 118). Depuis, d’autres études ont également évalué I'efficacité de CNA en définissant la
réponse histologique de maniére similaire, par un stade pT strictement inférieur a pT2 sur la

cystectomie (13, 117).

La réponse ainsi définie a été associée a un gain de survie. Par exemple, en 2015, dans |'étude
de Gandhi et al , la survie spécifique a cing ans des patients répondeurs a la CNA était de 90,6

% versus 27,1 % pour les patients non répondeurs [113].

Il est donc établi que la survie des patients est fortement corrélée a la réponse histologique.

Toutefois, d’autres définitions de la réponse histopathologique peuvent étre proposées.
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Alors méme que des grades histologiques de régression tumorale (Tumor Regression Grade -
TRG), quantifiant la réponse histopathologique des tumeurs aprés chimiothérapie, ont montré
un meilleur impact pronostic que le stade ypTNM dans les cancers rectaux [115], les tumeurs
de I'cesophage [116] ou encore mammaires, seules deux études ont été réalisées dans la
vessie [117], [118]. Pourtant la définition d’un TRG pourrait permettre de mieux définir les
criteres de réponse a la chimiothérapie, de préciser le pronostic et d’aider a I'identification

des facteurs prédictifs de réponse.

En 2014, I'équipe suisse de Fleischmann a décrit un grade TRG pour le cancer urothélial de la
vessie et a évalué son impact pronostique sur la survie sans progression et la survie globale
[117]. Dans leur étude, le grade TRG a été évalué sur 56 cas de cystectomie post-CNA. Le TRG
était définit ainsi : le TRG1 correspondait a une régression tumorale compléte, le TRG2 a une
régression de plus de 50% de la surface tumorale et le TRG3 a une régression inférieure a 50%

de la surface tumorale [117].
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. OBJECTIFS

L’objectif de notre travail était de rechercher des biomarqueurs associés a la réponse a la
chimiothérapie, a l'aide de techniques accessibles en pratique courante telles que

I'immunohistochimie ou le séquencage d’un panel de génes ciblés (panel INCa) en NGS.

Sur notre série de patients traités par chimiothérapie néo-adjuvante avant cystectomie, nous
avons également évalué I'utilisation d’un score de régression tumorale (TRG) sur les piéeces de
cystectomie. |l s’agissait de déterminer si le grade TRG nous permettait de mieux définir la
réponse a la chimiothérapie et pouvait faciliter I'identification de biomarqueurs prédicifs de

la réponse au traitement.
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V.  MATERIEL ET METHODES
A. Cohorte

1. Sélection des patients
Cette étude rétrospective a concerné I'ensemble des patients opérés au CHU de Toulouse ou

a I'lUCT, par cystectomie, cystoprostatectomie ou exentération pelvienne antérieure, pour un

carcinome urothélial de la vessie, entre janvier 2010 et décembre 2015.

Les critéeres d’inclusion étaient :

Diagnostic de carcinome urothélial infiltrant le muscle.

Prescription d’une chimiothérapie néo adjuvante avant chirurgie a visée curative.

Réalisation d’une cystectomie, cystoprostatectomie ou exentération pelvienne

antérieure a visée curative entre janvier 2010 et décembre 2015.

Non opposition du patient a I'utilisation du matériel tumoral pour la recherche
Les critéres d’exclusion étaient :

- L'opposition du patient

La réalisation d’'une cystectomie de rattrapage apres radiothérapie et chimiothérapie

néoadjuvante concomitantes.

La réalisation d’une autre chimiothérapie dans les 6 mois précédant le diagnostic

La présence d’un deuxieme cancer synchrone

Les patients métastatiques

Les cystectomies a visée palliative.

2. Recueil des données cliniques
Les données cliniques, biologiques et I’évolution ont été recueillies a I'aide des logiciels

informatiques de traitement du dossier médical Orbis et DPI (Dossier Patient Informatisé) et

a I'aide du réseau Oncomip (réseau informatique de cancérologie de Midi-Pyrénées).

Pour tous les patients, I'dge, le sexe, la date du diagnostic et de la chirurgie, le type et le

nombre de cycles de chimiothérapie recus, et les données de I’évolution ont été recueillis.

B. Prise en charge des RTV

1. Evaluation morphologique des RTV
L’ensemble des lames et des blocs de la derniére RTV avant chimiothérapie a été désarchivé

ou récupéré aupreés des laboratoires extérieurs en possession de ce matériel. Tous les cas ont
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été relus par deux pathologistes (GD et MLQR) et ont été gradés selon 'OMS 2016. De méme
toutes les autres données histopathologiques de la derniere RTV avant chimiothérapie (la
présence de carcinome in situ associé, le stade pTNM et la présence d’un variant

morphologique) ont fait I'objet d’'une nouvelle évaluation (relecture GD et MLQR).

2. Tissu MicroArray
Les tissu microarrays (TMA) ont été réalisés a partir des blocs archivés de RTV provenant de la

derniere résection réalisée chez chacun des patients, avant tout traitement par

chimiothérapie. Les échantillons tumoraux étaient fixés en formol et inclus en paraffine.

L'ensemble des lames de ces RTV, colorées a I'hémalun éosine, a été revu par deux
pathologistes (GD et MLQR) et les zones, riches en cellules tumorales, les mieux préservées,
ont été identifiées. Ces zones ont ensuite été repérées sur les blocs de paraffine

correspondants.

Pour chague tumeur, deux zones tumorales représentatives étaient sélectionnées et deux
carottes de 2 mm de diametre étaient prélevées au punch puis incluses dans les TMA. Les TMA
ont été réalisés sur la plateforme d’histopathologie du centre de ressources biologiques (CRB
Cancer) du CHU de Toulouse, de facon semi-automatisée a I'aide du « Tissu arrayeur »

MiniCore® 3 (Figure 22) et du logiciel. Excilone® (Liste des blocs sélectionnés en annexe 1).

Figure 22: Tissu arrayeur MiniCore et bloc de TMA en paraffine.
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3. Immunohistochime
a) Anticorps utilisés
En se basant sur les profils d’expression génique publiés [14], [111] et sur les profils décrits

par 'OMS [5] et la conférence de consensus de 2016 [73], nous avons sélectionné un panel
d’anticorps afin d’étudier les profils immunohistochimiques des tumeurs urothéliales de notre
cohorte, en approchant les groupes moléculaires basal et luminal décrits dans la litérature

[111].

Les marqueurs luminaux choisis comprenaient la cytokératine 20 (CK20, clone Ks20.8,
prédilué, Dako) et le facteur de transcription GATA3 (clone HG3-31, dilution 1 :100, Santa-Cruz
Biotechnology Inc.). Les marqueurs de basalité sélectionnés étaient les cytokératines 5 et 6
(CK5/6, clone D5/16 B4, prédilué, Dako) et le CD44 (clone DF1485, dilution 1 :50, Dako). La
description des épitopes marqués par ces anticorps est jointe en annexe 4.
b) Protocole technique

Les marquages immunohistochimiques ont été réalisés sur des coupes de 3 um d’épaisseur a
partir des blocs de TMA préparés (avant utilisation pour I'extraction de ’ADN tumoral). Ces
immunomarquages ont été réalisés de maniére automatisée, sur les automates Dako®
autostainer, Dako® Omnis et / ou Ventana® Benchmark Ultra. Pour chacun des anticorps
utilisés, le protocole d'immunomarquage commencait par une étape de déparaffinage suivi
d’une étape de démasquage. L'anticorps primaire était révélé par le systeme Ultraview DAB
(Ventana Medical Systems, Inc.) ou Flex/HRP de Dako. Les lames étaient contre-colorées a
I’'hématoxyline de Mayer. Les conditions de marquage utilisées pour chaque anticorps sont

résumées dans le Tableau 8.

Tableau 8: Anticorps utilisés en immunohistochimie et conditions d'utilisation

Cible Référence Automate Dilution | Démasquage Dépot Ac primaire | Révélation
CK5/6 | Dako Clone | Dako OMNIS prédilué | 30 min 97°C| 12 :30 min —32°C | Flex/HRP
D5/16 B4 pH 9- Hight 20min
cD44 Dako clone | Dako 1:50 pH 6- Low 20 min —32°C Flex/HRP
DF1485 Autostainer 20min
CK20 Dako Clone | Dako OMNIS prédilué | 30 min  97°C | 20 min—32°C Flex/HRP
Ks20.8 pH 9-High 20min
GATA3 | (HG3-31) SC- | Dako 1:250 Flex TRS High 20 min Flex/HRP
268 Autostainer 20min
FGFR3 | SC-13121 Ventana 1:100 CC1-95°C 32 min Ultraview
Benchmark pH 8.6 DAB
Ultra
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c) Analyse des marquages immunohistochimiques
Les résultats des immunomarquages ont été interprétés par deux pathologistes (MLQR et GD),

en aveugle, au microscope optique.

L’évaluation des marquages a été réalisée comme suit : la proportion de cellules tumorales
présentant un marquage positif nucléaire pour GATA3, ou une positivité membranaire
compléte pour les autres marqueurs était évaluée. Pour les anticorps anti GATA3, CK5/6 et
CK20, le marquage était considéré positif lorsqu’au moins 20% des cellules tumorales étaient
marquées [50]. Pour I'anticorps anti-CD44, le seuil de positivité était de 10% de cellules
tumorales marquées comme précédemment publié [119]. Pour I'anticorps anti-FGFR3, le seuil

de positivité était de 1% de cellules marquées [120].

4. Biologie moléculaire
a) Extraction de ’ADN
(1) Extraction sur tissu fixé (FFPE)

A partir de 10 copeaux prélevés au microtome sur les blocs de tissu de RTV fixés au formol et
inclus en paraffine (FFPE), 'ADN tumoral a été extrait a I'aide du kit QlAamp DNA FFPE
(Qiagen®). Le dosage et la qualité de I’ADN extrait ont été vérifiés sur Xpose Trinean® et sur la
Tapestation de Agilent®.
(2) Extraction sur tissu congelé
Les cas pour lesquels nous disposions de matériel de RTV cryo-préservé en tumorothéque au
CRB (Centre de Ressources Biologiques), ont été extraits a partir de 10 copeaux réalisés a l'aide
d’un cryostat et du Kit QIAmp DNA minikit (Qiagen ®). Le dosage et la qualité de I’ADN extrait
ont été vérifiés sur Xpose Trinean® et sur la Tapestation de Agilent®.
b) Qualification de I'’ADN pour I'analyse en NGS

La premiere étape qui suit I'extraction de I'ADN, est une étape qui consiste a qualifier les ADN
extraits, c’est-a-dire a déterminer leur caractére amplifiable ou non. En effet, les différents
fixateurs utilisés (formol ou autres fixateurs), ou méme les conditions de stockage des blocs
de paraffine peuvent induire des modifications sur les bases de I’ADN ou des dégradations de
I’ADN et donc influer sur sa qualité [121]. Pour qualifier les ADN, une gqPCR (quantitative
Polymérase Chain Réaction) est réalisée avec des amorces ciblant une zone de 149 pb d’un
géne dit « de ménage » (géne TNIF). Ces amorces vont permettre I'amplification d’'une
séquence de 149 pb (paires de bases) de ce géne. Cette taille de 149 pb correspondant a la

taille des reads que I'on séquence en NGS (cf infra).
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c) Principes et étapes du flux du séquencage NGS lllumina
Le principe de la technologie du séquencage haut débit, dit NGS, est basé sur le séquencage

par syntheése. Une ADN polymérase catalyse I'incorporation de dNTP (déoxyribonucléotides
triphosphates) marqués par un fluorochrome, dans un brin d’ADN synthétisé. A chaque cycle,
le nucléotide incorporé est identifié grace a I’excitation du marqueur fluorescent présent sur
chaque dNTP. La principale différence du NGS avec la technique classique de séquencage
Sanger (gold standard) est qu’au lieu de séquencer un seul brin d’ADN, on peut séquencer des

millions de fragments en paralléle.

Nous utilisons au laboratoire la technologie Dual-strand amplification et le séquencage
d’lllumina®. Cette technologie est basée sur I'amplification de régions cibles, et cela a partir

des deux brins de I’ADN.

Le flux de la technique NGS Illumina comporte donc 5 étapes de base :

1- La préparation de la librairie
Avant I'étape du séquencage a proprement parler sur la machine MiSeqDx d’lllumina®, ’ADN
génomique de chaque échantillon doit étre préparé. Cette premiere étape de préparation est
appelée la préparation de la librairie. Le terme librairie désigne la collection de fragments

d’ADN représentative de I’ADN a séquencer.

Pour la préparation de la librairie, les régions d’intérét (genes ou parties de genes que I'on

veut séquencer) sont amplifiées, a I'aide d’un panel d’amorces choisi.

Le panel d’amorces utilisé au laboratoire est le panel « INCa ». Ce panel a été élaboré par notre
laboratoire (D. Grand, Ingénieur dans le service d’anatomopathologie) a partir des
recommandations de I'INCA (Institut National du Cancer) qui a déterminé une liste de génes

minimale a analyser dans le cadre d'un usage a visée diagnostique du NGS (Tableau 9).
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Tableau 9: Liste des génes analysés : Panel INCA.

Cette étape de préparation de la librairie commence par I’hybridation des amorces spécifiques
1 et 2 sur un brin de I’ADN cible (étape 1, Figure 23). On effectue ensuite une purification pour
retirer les amorces spécifiques non hybridées. Puis une phase d’extension-ligation a 37°C
pendant 45 minutes aboutit a la formation d’un premier produit d’amplification contenant les
régions cibles bornées par des séquences ou amorces de séquencage qui seront ensuite

nécessaires a I'amplification (Etape 2, Figure 23).

Les produits obtenus a I'étape 2 sont ensuite amplifiés a I'aide d’amorces comportant des
séquences index (index 1 et index 2, qui sont des séquences « codes barre » permettant
d’identifier ’ADN d’un patient) et des séquences adaptatrices (P5 et P7) permettant la fixation

de I’ADN sur la cellule de séquencage (ou flowcell) (Etape 3,Figure 23).

Pour chaque échantillon, deux librairies étaient générées avec deux panels d’oligonucléotides
indépendants contenant des amorces spécifiques des séquences d’intérét sur les brins sens et

antisens.

Au final, on obtenait des séquences cibles (16 génes cibles, avec 48 exons, Tableau 9) amplifiées
et bornées par des amorces de séquencage, des séquences index et des séquences

adaptatrices (Etape 4, Figure 23) (ce qui représente, avec notre panel, 150 amplicons).
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Figure 23: Etapes de préparation de la librairie (d’aprés illumina®).

2-  Etape de normalisation avant multiplexage
Avant de regrouper et mélanger les échantillons des différents patients (multiplexage) pour le

séquencage, on effectue une étape de normalisation qui permet de s’assurer une
représentation égale de chaque librairie dans le pool d’échantillons sur la flowcell. Ceci
permet d’obtenir une couverture et une profondeur de lecture équivalente pour tous les

échantillons présents sur la méme cellule de séquencage (Figure 24).
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Figure 24: Différence entre couverture et profondeur : La couverture correspond d la zone du génome couverte (% du
génome couvert) par un nombre suffisant de lecture (ou read). Et la profondeur au nombre de lecture de chaque base
(d’aprés illumina®).

Les produits de PCR sont donc purifiés (puces AMPure XP, Beckman Coulter, Brea, CA),
quantifiés, et normalisés a 4nM avant le séquencage sur le MiSeq Dx (lllumina).

3-  Génération des clusters
La librairie ainsi préparée et normalisée est ensuite chargée sur une puce de séquencage («
flowcell »). Sur cette puce, se trouvent des oligos dont la séquence est complémentaire a celle
des adaptateurs P5 et P7 utilisés au moment de la préparation de la librairie, permettant ainsi

a I’ADN de se fixer a la puce par hybridation (Figure 25).

Figure 25: Puce de séquengage (ou flowcell) lllumina, avec oligos complémentaires de P5 et P7 fixés a la surface (d’aprés
illumina®)
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Chaque fragment est ensuite amplifié pour former des clusters (Figure 26). Une fois les clusters

générés, le séquencage peut commencer.

Figure 26: Flowcell (= cellule de séquengage) et génération des clusters : La librairie est chargée sur la puce et les fragments
d’ADN s’hybrident a la surface de cette puce grdce a la présence de petites séquences d’ADN fixées dessus, qui sont
complémentaires des séquences P5 et P7. Chaque fragment d’ADN ainsi hybridé sera ensuite amplifié de fagon clonale pour
former un cluster (d’aprés illumina®).

4-  Séquencage
Enfin I’étape du séquengage Illumina® par synthese utilise une technologie de « terminateur

de chaine réversible » qui détecte chaque base lorsqu’elle est incorporée sur le brin d’ADN
synthétisé. A chaque cycle, les quatre types de dNTP associés a une molécule dite
« terminateur réversible » et a un fluorochrome spécique, sont injectés dans la flowcell. Ainsi,
lorsqu’un dNTP est intégré au brin synthétisé, la synthése se bloque (le terminateur bloque
I'intégration de la base suivante par la polymérase). La fluorescence associée a chacun des
dNTP est alors détectée (A : rouge, C : Bleu, T : Vert et C : Gris). Le terminateur étant réversible,
il est donc ensuite « débloqué » pour permettre a la base suivante d’étre ajoutée sur le brin
d’ADN, et ainsi de suite, I'opération se répéete a chaque cycle (pour chaque base ajoutée). Le
séquencage se fait donc base par base, en temps réel, ce qui réduit le taux d’erreur possible,
méme en cas de séquences répétées (Figure 27). Le séquencage est réalisé en « pair-end »,

c’est-a-dire dans un sens puis dans |'autre, et génére un fichier de données brutes appelé
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FastQ qui sera ensuite aligné a un génome de référence puis analysé a I'aide de différents

logiciels.

Figure 27: Séquengage par synthése. Lors du séquencage sur la flowcell, des nucléotides fluorescents sont incorporés au brin
synthétisé. A chaque incorporation de nucléotide, une image de la puce est générée et I’émission fluorescente est
enregistrée pour chaque clusters. La longueur d’onde et I'intensité émise permettent d’identifier la base. Ce cycle est répété
n fois pour obtenir un read de n paires de bases (d’apreés illumina®).

5- Analyse des données
Lors des étapes d’alignement et d’analyse des données, tous les reads (séquences lues) sont

alignées au génome humain de référence (GRCh37(hg19)) grace a deux logiciels d’analyse
différents. Les différences entre la séquence génomique de référence et les séquences lues

(variants) sont alors identifiées (Figure 28).

Figure 28: Alignement des séquences lues et analyse des données (d’apreés illumina®).

Les fichiers FastQ générés par le logiciel de séquencage MiSeq Reporter (lllumina®) sont
analysés a I'aide de deux logiciels (ou pipelines) différents : MiSeq reporter / Variant Studio

(Hlumina®) et NextGENE (Softgenetics®).
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Les cas étudiés étaient considérés comme mutés si un variant (une mutation) était retrouvé
sur les deux brins (2 librairies) et avec les deux logiciels d’analyse. Par ailleurs les variants

devaient avoir atteint une profondeur de lecture minimale de 300 X.

C. Prise en charge des pieces de cystectomie

1. Prise en charge initiale
Toutes les piéces de cystectomies ont été prises en charge au laboratoire d’anatomie

pathologique du CHU de Toulouse. Chaque piéce opératoire était fixée dans du formol 4%
tamponné, pendant 24 a 48 heures. Dans un premier temps, les caractéristiques
macroscopiques des pieces opératoires étaient décrites (présence de tumeur résiduelle,
localisation, taille, rapport avec les tissus en périphérie, ulcération, cicatrice) puis un
échantillonnage était réalisé pour I'examen histologique. En cas d’absence de tumeur
résiduelle visible macroscopiquement, la zone du lit tumoral faisait I'objet d’une inclusion en
totalité. Des prélevements systématiques étaient réalisés au niveau du trigone, du col vésical,
du dome, et des faces antérieure, postérieure, ainsi que des faces latérales droite et gauche.
Les limites chirurgicales au niveau des uretéres et de l'uréetre étaient également

systématiquement prélevées.

L’'ensemble des curages était inspecté et palpé a la recherche de ganglions lymphatiques et
tous les ganglions repérés macroscopiqguement étaient inclus. Dans les cas ol aucun ganglion
n’était repéré en macroscopie, le prélevement était inclus en totalité pour examen

histologique.

Une seule lame colorée a ’lhémalun éosine était réalisée pour chaque bloc, et aucun examen
immunohistochimique n’était réalisé de facon systématique. Lors de I'examen microscopique,
le stade TNM post-chimiothérapie (ypTNM) était déterminé sur toutes les tumeurs et les
ganglions selon la 7¢™e classification de I'lUCC 2009 [46].
2. Score de régression TRG.

Le score de régression a été réalisé comme décrit précédemment [117] en se basant sur une
évaluation microscopique de la taille des résidus tumoraux viables observés,
proportionnellement a la taille initiale du lit tumoral. Le lit tumoral était caractérisé par la

présence de zones de fibrose dans la paroi vésicale et au niveau des tissus mous péri-vésicaux.
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Les zones de régression montraient un lit tumoral fait d’une fibrose dense, sans cellule
tumorale résiduelle. Par place on notait de 'cedeme ou une accumulation de macrophages
plus ou moins associés a des cellules inflammatoires essentiellement lymphocytaires mais
aussi, plus rarement, des polynucléaires éosinophiles ou neutrophiles. Les plages de nécrose
tumorale étaient plus rares. Les ganglions lymphatiques montraient des signes de régression

tumorale comparables (Figure 33).

Le score de régression était défini comme suit (Tableau 10), en référence au score défini par
Fleischmann [117]. Les lésions papillaires superficielles ou les Iésions de carcinome in situ

observées n’étaient pas prises en compte pour I'évaluation de la régression tumorale.

Selon le méme principe, les ganglions ne présentant pas de zones évidentes de métastases
antérieures étaient considérés de grade TRG1a, alors que ceux présentant des zones de
fibrose indiquant la régression compléete d’une métastase étaient considérées de grade
TRG1b. L'ensemble des ganglions TRG1a et TRG1b, constituant le groupe de score TRG1 (Figure
33).

Le grading était déterminé séparément sur la piece de cystectomie et les ganglions
lymphatiques du curage. Pour chaque patient, le TRG « dominant » (TRG le plus haut) entre

celui de la tumeur primitive et celui des ganglions lymphatiques était déterminé.

Tableau 10: Score de régression tumorale selon Fleishmann.

TRG1 Réponse complete Absence de cellule tumorale résiduelle identifiable et fibrose
extensive du lit tumoral. (Figure 29, Figure 30)

TRG2 Réponse forte Lit tumoral avec prédominance de fibrose et cellules
tumorales résiduelles occupant moins de 50% de la surface
tumorale. (Figure 31)

TRG3 Absence de réponse ou Présence de cellules tumorales résiduelles sur plus de 50%
réponse faible de la surface tumorale ou absence de régression. (Figure 32)
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Figure 29: TRG1 : Aspect fibreux cicatriciel au niveau de la sous-muqueuse et du muscle détrusor (fleches) figurant le lit tumoral
initial. (Coloration H&E).

Figure 30: TRG1 : Fibrose dense et infiltrat inflammatoire lymphocytaire dispersé (H&E).

89



Figure 31: TRG2: Cellules tumorales résiduelles dans le tissu adipeux péri-vésical (ypT3) au sein d'un lit tumoral
essentiellement fibreux. A et B : Coloration H&E ; C et D : Immunomarquage anti-CK7.
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Figure 32: TRG3 : Tumeur résiduelle abondante, infiltrant le muscle, sans signe de régression. Coloration H&E.

Figure 33: TRG1b : Ganglions lymphatiques avec régression complete des métastases ganglionnaires. Zones fibreuses
nodulaires riches en macrophages. (H&E X10 a gauche ; X100 a droite)
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D. Analyses statistiques
Les caractéristiques de la population ont été décrites avec les statistiques usuelles Les

variables qualitatives sont décrites par le nombre et le pourcentage de chaque modalité de la
variable. Les données quantitatives sont décrites par la médiane, le minimum et le maximum.
Les comparaisons entre les groupes sont réalisées par le test du Chi-2 ou le test exact de Fisher

pour les variables qualitatives et par le test de Mann-Whitney pour les variables quantitatives.

Le coefficient de corrélation de Spearman a été calculé pour les associations entre les variables

quantitatives.

Pour les analyses de survie, la date de référence est la date de la chirurgie. La survie globale
est définie par le délai entre la date de référence et la date de décés ou la date de derniéeres
nouvelles (données censurées). La survie sans récidive est définie par le délai entre la date de
référence et la date du premier événement survenu (récidive locale, récidive haut appareil,
récidive métastatique ou déces). Les patients en vie a la date des derniéeres nouvelles sont
censurés a cette date. . Les données de survie sont estimées a I'aide de la méthode de Kaplan-
Meier et présentées avec leur intervalle de confiance a 95%. Les analyses univariées sont

réalisées a I'aide du test du logrank pour les variables qualitatives.

92



V.  RESULTATS

A. Description de la population
Au total, sur 159 patients opérés au CHU de Toulouse et a I'lUCT, par cystectomie,

cystoprostatectomie ou exentération pelvienne antérieure, pour un carcinome urothélial de
la vessie, entre janvier 2010 et décembre 2015, 66 ont recu de la chimiothérapie

néoadjuvante. Notre population d’étude comportait donc 66 patients.

Les caractéristiques clinico-pathologiques initiales de la population étudiée sont résumées
dans le Tableau 11. L’dge médian au moment de la chirurgie était de 63 ans. Le suivi médian
était de 32,2 mois (IC95 % [24—-35]). Le délai médian entre la derniere RTV et la cystectomie
radicale était de 150,5 jours (de 96 a275 jours). Tous présentaient un carcinome urothélial de
haut grade selon I’'OMS 2016. Le stade TNM déterminé sur RTV était au moins pT2 pour tous

les cas étudiés.

Tableau 11: Caractéristiques clinico-pathologiques initiales de la population.
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Concernant les régimes de chimiothérapie, l|’association de chimiothérapie la plus
fréquemment utilisée était le MVAC, recue par 37 patients (61,7 %). Une chimiothérapie de
type GC a été prescrite pour 18 patients (30 %), et 5 patients (8,3%) ont recu une autre

association a base de carboplatine (Tableau 12).

Tableau 12: Description des régimes de chimiothérapie néoadjuvante

B. Réponse a la chimiothérapie
Les données de I'examen anatomopathologique des pieces de cystectomie sont résumées

dans le Tableau 13. En définissant la réponse a la chimiothérapie par le stade ypTNM (avec
ypT <ypT2 et ypN=0) 39 patients (59,1 %) étaient considérés comme répondeurs a la CNA a la
date de la chirurgie. Le taux de réponse compléte était de 34,8% (soit 23 patients ne
présentant plus de tumeur résiduelle, stade ypT0). Cinquantes-deux patients (78,8%) ne

présentaient aucune métastase ganglionnaire.
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Tableau 13: Caractéristiques anatomo-pathologiques sur les piéces de cystectomie des 66 patients

C. Scores de régression tumorale TRG
L’analyse des scores de régression tumorale déterminés sur les piéces de cystectomie (Tableau

14), montre que le TRG est bien corrélé au stade ypT (p<0.0001).

On note que 29,6% des patients classés comme non répondeurs (par leur stade ypT > ypT2),

présentent une régression de plus de 50% de la surface tumorale (TRG2).

Tableau 14: Corrélation du TRG a la réponse a la CNA

Les scores de régression évalués sur les ganglions et les score TRG des tumeurs primitives

correspondantes sont résumés dans le Tableau 15. Dans 72% des cas, le TRG évalué sur la piece
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de cystectomie et sur les ganglions du curage ganglionnaire étaient identiques. Les TRG
discordants (n=18) montrent majoritairement une régression plus importante au niveau
ganglionnaire que sur la tumeur primitive. Pour 5 cas (7%), on observait une régression
tumorale moins importante sur les métastases ganglionnaires que sur la tumeur primitive. Le
score TRG le plus élevé (TRG dominant) était TRG1 pour 48,5% des cas (n=32/66) ; TRG2 pour
15,1% des cas (n=10/66) et TRG3 pour 36,4% (n=24/66).

Tableau 15: Scores TRG sur les tumeurs primitives et sur les curages ganglionnaires. (b) = nombre de cas avec régression
tumorale évidente dans les ganglions.

D. Corrélation de la réponse a la CNA avec la survie
Pour I'ensemble de la cohorte, le taux de survie globale a deux ans était de 83,2 % (95% IC

[69.9 — 90.9]) et la survie sans récidive de 65% (95% IC [51.0 - 76]). Il s’agissait de récidive

locale dans 3 % des cas et d’une récidive métastatique dans 30,3 % des cas.

Avec un suivi médian de 32,2 mois (IC95 % [24-36]), la survie globale a deux ans des patients
répondeurs a la CNA était de 87,2% (IC95 % [69,2-95]) tandis que celle des patients non
répondeurs était de 77,3% (IC95 % [53,3—90]) (p = 0,32). Concernant la survie sans récidive, la
différence était proche de la significativité avec un taux de survie sans récidive a deux ans de
73 % (IC 95% [54,5 —85]) pour les patients répondeurs a la CNA contre 53,7 % (IC 95 % [31,8—

71,4]) pour les non répondeurs (p = 0,08) (Figure 34).
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Figure 34: Survie globale et survie sans récidive en fonction de la réponse a la CNA (définie par ypT<pT2 et NO).
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E. Corrélation du TRG avec la survie
En analyse univariée, le score de régression TRG de la tumeur primitive était associé a la survie

(Figure 35 et Figure 36).

Pour la survie sans récidive (Figure 35), la différence était significative avec un taux de survie a
deux ans de 75,2% (IC 95% [58,7 —85.8]) pour les patients avec un TRG < 2 contre 41.7 % (IC
95 % [18.5-63.5]) pour ceux ayant un TRG = 3 (p = 0,008).

Concernant la survie globale (Figure 36), les courbes montrent la méme tendance, mais sans
différence significative. On observe un taux de survie globale a deux ans de 86,9% (IC 95%
[71.2 —94.4]) pour les patients avec un TRG < 2 contre 74% (IC 95 % [44.2—-89.5]) pour ceux
ayant un TRG =3 (p=0,11).
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Figure 35: Survie sans récidive en fonction du score TRG sur piece de cystectomie post-CNA.
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Figure 36: Survie globale en fonction du score TRG sur piece de cystectomie post-CNA
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F. Facteurs cliniques initiaux prédictifs de la réponse a la CNA
En analyse univariée (Tableau 16), aucun des facteurs cliniques étudiés n’était prédictif d’'une

réponse a la chimiothérapie néoadjuvante. On note toutefois que 83,8 % des patients
répondeurs a la CNA avaient eu une résection macroscopiquement complete lors de leur
derniére RTV contre 58.3 % des patients non répondeurs (p = 0,03). Cet élément constitue trés

probablement un facteur confondant.

Tableau 16: Analyse univariée des facteurs clinico-pathologiques associés la réponse a la CNA (réponse définie par ypT<pT2).

G. Facteurs cliniques initiaux prédictifs de la régression tumorale (TRG)
La définition du caractére répondeur a la CNA par un score TRG < 2 ne permet pas non plus

de mettre en évidence de facteurs cliniques prédictifs de la réponse a la thérapeutique

(Tableau 17).
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Tableau 17: Analyse univariée des facteurs clinico-pathologiques associés a la régression tumorale

H.  Variants morphologiques
Sur les 66 patients de notre cohorte, 33 avaient eu leur derniére RTV pré-chimiothérapie dans

un centre extérieur différent du CHU de Toulouse. Pour 14 de ces 33 cas, le matériel tumoral
(blocs FFPE et lames colorées) n’a pu étre récupéré pour I'étude. Les 19 autres cas extérieurs
nous ont été adressés. La relecture des lames colorées (H&E) a la recherche des variants
morphologiques sur la derniére RTV pré chimiothérapie a donc été effectuée sur un total de

52 cas.

Parmi les cas relus, 48,1 % (n = 25/52) présentaient un variant morphologique tel que défini
par I'OMS 2016 [5]. Cinquante-deux pourcent des patients présentant un variant
morphologique sur la derniere RTV étaient répondeurs a la chimiothérapie contre 63 % des
patients ne présentant pas de variants (p=0.42). On note donc une tendance non significative
en faveur d’une meilleure réponse a la CNA en cas de carcinome urothélial ne présentant
aucun variant morphologique (Tableau 18). Tous variants confondus, les tumeurs comportant
un variant morphologique étaient équitablement réparties en répondeurs ou non-répondeurs

(52% vs 48% respectivement).
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Tableau 18: Réponse a la CNA en fonction de la présence d'un variant morphologique sur la derniére RTV pré-CNA.

De méme, lorsque I'on analyse chaque variant morphologique séparément, on ne trouve pas
d’association significative avec la réponse a la CNA, que I'on définisse la réponse par le stade
ypT ou par le TRG (Tableau 19). Un variant épidermoide était présent dans 21,2 % des cas.
Lorsque la réponse a la CNA était définie par le stade ypT<pT2, la présence d’un variant
épidermoide était plus fréquente chez les patients non répondeurs. Trente-six virgule quatre
pourcent de ces cas variants épidermoides étaient répondeurs a la CNA contre 63,6 % de non
répondeurs (p =0,17). Lorsque la réponse était définie par un score TRG < 3, on observait une
distribution inverse des cas comportant un variant épidermoide (avec 63.6% d’entre eux

présentant une régression tumorale (TRG1/2) contre 36.4% ne montrant aucune régression).

Les cas présentant un variant micropapillaire étaient plus fréquemment répondeurs (71,4 %
de répondeurs vs 28,6 % de non répondeurs ; p = 0.68). Concernant le variant glandulaire, on
observait une tendance en faveur de la réponse a la CNA. Les autres variants (plasmocytoide,
sarcomatoide, en nids, ou microkystique) étaient beaucoup moins fréquents, représentant

entre 1.9% et 3,8 % des cas (Figure 37).

Tableau 19: Réponse a la CNA en fonction de la morphologie tumorale. Comparaison des deux modes de définition de la
réponse (ypT<pT2 ou TRG1/2).
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Figure 37: Nombre de patients répondeurs a la CNA en fonction des variants morphologiques.

l. Etude immunohistochimique
La construction des blocs de TMA a permis d’y inclure les 52 cas pour lesquels nous disposions

de matériel tumoral FFPE issu des dernieres RTV pré-CNA. Toutefois, pour deux de ces cas, le
matériel tumoral était peu abondant et s’est épuisé, ce qui n’a pas permis d’analyser les

marquages. L’étude immunohistochimique a donc été réalisée sur un total de 50 cas.
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1. Phénotype immunohistochimique

Figure 38: Marquages immunohistochimiques CK5/6 et GATA3, pourcentage de cellules marquées. Les lignes rouges
représentent le seuil de positivité de 20%.

Nous n’avons pas observé de corrélation significative entre les marquages CK5/6 et GATA3
(Figure 38). Parmi les cas CK5/6 positifs, 57,9% étaient GATA 3 négatifs (n =11/19) ce qui
correspond a un phénotype immunohistochimique basal. De méme, 58% des cas CK5/6
négatifs, étaient fortement positifs pour GATA3 (n = 18/31) ce qui correspond a un phénotype
immunohistochimique luminal. Ces résultats montrent I'absence d’association significative

entre les deux marqueurs (p = 0.86, coefficient de corrélation de Spearman r = -0.024).

Les immunomarquages CK5/6 et GATA3 de trois tumeurs représentatives sont illustrés par les

Figure 39, Figure 40 et Figure 41.
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Figure 39: Exemple représentatif de cas "double positif" CK5/6 et GATA3 en IHC (Patient 185).

Figure 40: Exemple représentatif d'un profil CK5/6+ GATA3- en IHC (Patient 53).
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Figure 41: Exemple représentatif d'un profil CK5/6 - GATA3 + en IHC (Patient 108).

Il faut noter que pour chaque patient, deux zones tumorales représentatives et homogénes
ont été sélectionnées pour les TMA. La présence d’'un marquage positif (>20% de cellules
marguées) sur au moins une des deux zones tumorales étudiées faisait retenir le cas comme
positif. Nous avons observé une discordance de marquage entre les deux zones tumorales

sélectionnées (pour au moins un des quatre marqueurs étudiés) dans 45,8 % des cas.

2. Marqueurs IHC et réponse a la CNA
a) En fonction du stade TNM
La fréquence des différents marqueurs immunohistochimiques étudiés et leur association

avec la réponse a la chimiothérapie est résumée dans le Tableau 20.

Tableau 20: Distribution des marqueurs immunohistochimiques étudiés en fonction de la réponse a la CNA définie par le
stade ypT<pT2.
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Un marquage positif avec la cytokératine CK5/6 (marqueur basal) était présent dans 38% des
cas. Cette positivité de CK5/6 était significativement plus fréquente chez les patients non
répondeurs a la chimiothérapie. En effet, 63,2 % des cas CK5/6 positifs étaient non répondeurs
contre 36,8 % de répondeurs (p=0,04). A l'inverse, un marquage positif avec la CK20
(marqueur luminal) était significativement associé a une réponse a la chimiothérapie (p=0,03).
Concernant les autres marqueurs, aucune différence significative n’a été retrouvée. Le
pourcentage de patients avec une positivité de GATA3 était plus important parmi les
répondeurs (57,7 % vs 42,3 % ; p=0.8). Le nombre de patients avec une tumeur CD44 positive

était le méme dans les deux groupes (p=0.59).

On note que seuls deux cas présentaient une positivité avec I'anticorps anti FGFR3. Ces deux

cas étaient non répondeurs a la chimiothérapie.

Les profils immunohistochimiques avec le couple d’anticorps CK5/6 et GATA3 sont résumés

dans le Tableau 21.
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Tableau 21: Association des marquages IHC CK5/6 et GATA3 et corrélation avec la réponse a la CNA.

On note que 22% des cas (n=11/50) présentaient un profil de type basal (CK5/6 + / GATA3 -).
Les 78 % de cas restants étant de type luminal ou « non basal ». Ces derniers comprenaient

13 cas « double négatifs » (26 %) et 8 cas « double positifs » (16%).

Aucun de ces profils n’était significativement associé a la réponse a la CNA. On note toutefois
gue les tumeurs de profil basal étaient plus souvent dans le groupe des non répondeurs a la
CNA (63,6 % de non répondeurs vs 36,4 % de répondeurs ; p=0.19). A I'inverse le groupe des
tumeurs « non basales » présentait une tendance en faveur de la réponse a la CNA (61,5 % de

répondeurs vs 38,5 % de non répondeurs ; p=0,19).

La distribution de ces profils IHC et leur association a la réponse a la chimiothérapie est

résumée dans la Figure 42.
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Figure 42: Distribution des patients répondeurs et non répondeurs a la CNA en fonction de leur profil IHC CK5/6 et GATAS.

b) En fonction du TRG
La répartition des différents marqueurs immunohistochimiques étudiés en fonction du grade

TRG est résumée dans le Tableau 22

Tableau 22: Distribution des marqueurs immunohistochimiques étudiés en fonction de la réponse a la CNA définie par le
TRG.

Avec cette répartition des marqueurs immunohistochimiques en fonction du TRG on ne
retrouve plus d’association significative entre le marquage CK5/6 positif et la réponse a la
CNA. En effet, 42,1% des cas CK5/6 positifs étaient non répondeurs contre 57,9% de
répondeurs (p=0,16). Pour le marquage CK20 positif, 'association avec la réponse a la CNA
reste significative avec 88,9% des cas qui étaient répondeurs contre 11,1% de non répondeurs

(p=0,02). Concernant les autres marqueurs, aucune différence significative n’a été retrouvée.

Si I’'on observe la répartition des profils immunohistochimiques (CK5/6 et GATA3) en fonction
du TRG (Figure 43 et Figure 44), on ne retrouve pas d’association significative avec la régression
tumorale. Toutefois, on note que les cas de phénotype basal (CK5/6+ et GATA3-) apparaissent

répartis différemment entre les répondeurs et les non répondeurs. Parmi ces 11 cas, 6 (54,5%)
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présentaient une régression tumorale significative (TRG1 ou 2) et 5 (45,4%) ne présentaient

pas de régression significative (TRG3) (p = 0,28).

Figure 43: Distribution des profils IHC CK5/6 et GATA3 en fonction de la régression tumorale (TRG).

Figure 44: Distribution des profils IHC de type basal et "non basal" ou luminal en fonction du TRG.

3. Corrélation des profils IHC a la survie
Les courbes de survie sans récidive du groupe basal (CK5/6+ et GATA3-) et non basal (CK5/6 +

ou - et GATA3 +) sont montrées sur la Figure 45. On n’observe pas de différence entre les deux

courbes. Les taux de survie a deux ans étaient de 58,3% (IC 95% [23 —82]) pour les patients du
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groupe basal et de 65,5 % (IC 95 % [47,2—78,8]) pour ceux du groupe luminal ou non-basal (p
= 0,40).

Figure 45:Survie sans récidive en fonction du profil IHC CK5/6 et GATA3
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J. Résultats de biologie moléculaire

1. Extraction et qualification des ADN
Nous avons sélectionné un bloc tumoral représentatif pour chacune des tumeurs pour

lesquelles nous disposions de matériel FFPE (issu des RTV pré-chimiothérapie). Cela
représentait 50 cas. Dans 20% des cas (n = 10/50), I'extraction d’ADN n’a pas été contributive
du fait d’une quantité insuffisante. Sur les 40 cas (80%) ou I'extraction d’ADN a été possible,
seuls 14 (soit 35%) avaient un ADN de qualité suffisante pour étre amplifiés par gPCR et ont

été séquencés en NGS (Figure 46).

Pour 9 des cas non contributifs (n"ayant pu étre analysé en NGS a partir du matériel FFPE),
nous disposions de matériel tumoral cryo-préservé en tumorotheque. L'extraction de I’ADN
de ces tumeurs cryo-préservées, a été contributive dans 77,8% des cas (n = 7/9). Les 2 cas
cryo-préservés non contributifs étaient des cas dont I’extraction n’avait déja pas été possible
a partir du matériel FFPE. Tous les ADN extraits a partir des cas cryo-préservés (n = 7) étaient

amplifiables en qPCR et donc qualifiés pour une analyse en NGS.

Au total, seuls 21 cas ont pu étre séquencés et analysés en NGS sur le MiSeq Dx (lllumina) avec

le panel INCa (Figure 46).

Figure 46: Etapes de la sélection des cas pour le séquengage NGS.
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2. Séquencage NGS
Sur les 21 cas analysés, 43% (n=9/21) ne présentaient aucune mutation et 57% (n=12/21)

étaient porteurs d’au moins une mutation sur 'un des 16 genes ciblés par le panel INCa

(Tableau 23).

La description des cas mutés avec les données phénotypiques associées est résumée dans le

Tableau 23. Le détail des mutations est décrit en annexe 3.

Il s’agissait de mutations de génes impliqués dans la voie RTK/RAS/PI3K. Quatre cas étaient
mutés pour le géne FGFR3 et 4 cas pour le gene PI3KCA. Ce qui représente 33% des cas testés

porteurs de mutation sur I'un ou l'autre de ces deux oncogenes.

Parmi les quatre cas FGFR3 mutés, 2 présentaient un phénotype immunohistochimique de
type basal (CK5/6+ et GATA3-) et 2 présentaient un phénotype luminal (GATA3+ et CK5/6-).
Deux de ces cas FGFR3 mutés étaient des carcinomes urothéliaux avec un variant
morphologique de type épidermoide sur la derniere RTV. Aucun des cas FGFR3 mutés
n’étaient positif avec I'anticorps anti-FGFR3 en immunohistochimie. Concernant la réponse a

la chimiothérapie, un seul de ces 4 cas mutés FGFR3 était répondeur a la CNA.

Les mutations retrouvées pour les quatre cas de phénotype immunohistochimique basal

étaient 2 mutations du gene FGFR3, 2 mutations de PIK3CA et une mutation de HRAS.

Tous les autres cas séquencés étaient de phénotype luminal en immunohistochimie. Parmi
ceux-ci, 9 étaient non-mutés, 2 étaient mutés FGFR3, 2 étaient mutés PI3KCA, 1 était muté

HRAS, 1 était muté EGFR et 2 étaient mutés MET.
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Tableau 23: Description phénotypique des cas séquencés en NGS.

WT = Wild type
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K. Résumé des caractéristiques morphologiques,
immunohistochimiques et moléculaires

1. Résumé de I'ensemble des caractéristiques de la cohorte
L'ensemble des caractéristiques de la cohorte étudiée (caractéristiques initiales, données

morphologiques, immunohistochimiques, et résultats de biologie moléculaire ainsi que le

stade TNM et le TRG post CNA sont résumés dans le Tableau 24.
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Tableau 24: Résumé des caractéristiques de la cohorte.

(Mp : micropapillaire ; E : épidermoide ; Mk :microkystique ; S : sarcomatide ; Pl : plasmocytoide ; Gl : glandulaire ; NC : non
connu ; WT : wild type ; Ct : cycle seuil ; TRG : grade de régression tumorale).
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2. Données morphologiques, immunohistochimiques et moléculaires
La Figure 47 résume les données morphologiques, immunohistochimiques et moléculaires des

50 cas inclus dans les TMA. On note que les deux cas présentant un marquage positif avec
I"anticorps anti FGFR3 ne correspondent pas aux cas mutés FGFR3 en biologie moléculaire. On
observe également que tous les cas (sauf un) présentant un variant morphologique de type
épidermoide sont CK5/6 positifs en immunohistochimie. Quatre d’entre eux correspondent a
des cas « doubles positifs » avec CK5/6 et GATA3. Les autres correspondent a des cas de

phénotype basal (CK5/6+ et GATA3-).

On observe que sur les 18 cas CK20+, seuls 2 (soit 11%) présentent une positivité avec CK5/6.
Soixante et un pourcent de ces cas CK20 positifs sont de phénotype luminal (CK5/6 - et

GATA3+) et 27% sont « doubles négatifs ».

Parmi les cas positifs avec I'anticorps anti-CD44, 29% (n=4/14) sont « double négatifs »
(CK5/6- et GATA3-), 43% (n=6/14) sont « double positifs » (CK5/6+ et GATA3+), 14% (n=2/14)

sont de phénotype basal et 14% de phénotype luminal.
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Figure 47: Résumé des données morphologiques, immunohistochimiques et moléculaires disponibles (1 = présence et 0 =
absence).
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VI.  DISCUSSION

1. Réponse a la chimiothérapie
a) Réponse a la chimiothérapie : TNM vs TRG
Notre cohorte comportait 66 patients traités par CNA puis chirurgie pour un carcinome

urothélial de haut grade, infiltrant le muscle (stade pT2 minimum). L'examen
anatomopathologique des pieces de cystectomie a montré que 23 patients ont obtenu une
réponse compléete (pT0O) apres CNA, ce qui représente 34,8% des cas. Ce résultat est en accord
avec la littérature. En effet, selon une récente méta-analyse, 28,6% des patients obtiennent
un stade pTO aprés CNA [122]. Dans notre étude, le taux de réponse global a la CNA (<pT2)
était de 59,1 % (n = 39/66), concordant avec la littérature, ou les taux de réponses rapportés

varient entre 50% et 60 % [12], [113].

Toutes ces études ont défini la réponse a la chimiothérapie en se basant sur le stade ypTNM
déterminé sur la piéce de cystectomie. En effet, on considére classiqguement qu’un patient est
répondeur si le stade de la tumeur résiduelle est strictement inférieur a pT2 [12], [89], [113],

[123]. Mais d’autres approches sont possibles.

Dans notre travail, nous avons déterminé un score de régression tumorale (TRG) sur chacune
des pieces de cystectomie, en nous basant sur la définition de Fleischmann et al [117]. Nos
résultats montrent que 29,6% des patients classés comme non répondeurs (par leur stade ypT
> ypT2), présentent une régression de plus de 50% de la surface tumorale initiale (=TRG2).
Ceci signifie qu’en définissant la réponse a la CNA par un TRG < 3, pres de 30% des patients
sont requalifiés, et passent du statut de non répondeurs a celui de répondeurs. En définissant
la réponse a la CNA par un TRG < 3, on obtenait donc un taux de 71,2% de réponse a la CNA
(n=47/66).
b) Impact pronostique

Nous avons pu vérifier 'impact pronostique de la réponse histologique a la CNA (définie par
le stade ypT<pT2) en montrant une augmentation de la survie sans récidive a 2 ans, qui croit
de 53,7% chez les patients non répondeurs a 73% chez les répondeurs (p=0,08) (Figure 34). En
termes de survie globale, nos résultats montrent la méme tendance, avec une survie globale
a 2 ans de 77,3% dans le groupe des non répondeurs contre 87,2% chez les répondeurs
(p=0,32). Ces résultats ne sont pas significatifs, ce qui est probablement di au manque de
puissance statistique de notre étude. Gandhi et al observaient une survie spécifique a 5 ans

de 90,6 % chez les répondeurs versus 27,1 % chez les non répondeurs (p <0,01) [113]. De plus,
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ils montraient que les patients non répondeurs a la CNA avaient une survie spécifique
inférieure a leur groupe controle ne recevant pas de CNA. La valeur pronostique du
« downstaging » final (<pT2) sur piéce de cystectomie a aussi été montrée par d’autres

équipes comme Petrelli et al [122], [124].

Nous avons également montré I'impact pronostique du score de régression tumorale TRG.
L’analyse des courbes de survie montre méme une meilleure ségrégation des courbes avec le
TRG qu’avec le stade ypT (Figure 35 et Figure 36). Les patients dont le TRG était inférieur ou
égal a 2 (régression d’au moins 50% de la surface tumorale initiale) avaient un taux de survie
sans récidive a deux ans de 75.2% contre 41,7% pour ceux dont le TRG était égal a 3 (p =0.008).
En termes de survie globale, la tendance était identique, sans atteindre la significativité (taux
de survie globale de 86.9% vs 74% et p=0,11). Les courbes de survie des patients avec une
réponse intermédiaire (TRG 2) se situaient entre les deux extrémes (Figure 35 et Figure 36). Nos
résultats sont tout a fait comparables aux résultats de Fleischmann et al [117] et montrent

que l'utilisation du TRG a une valeur pronostique supérieure a celle du stade ypT.

Dans leur étude, ayant inclus 56 patients, Fleischmann et al [117] ont défini le TRG en fonction
du pourcentage de cellules tumorales viables résiduelles par rapport a la surface tumorale
totale initiale (TRG1 : régression compléte, TRG2 : >50 % de régression, TRG3 : <50 % de
régression). Ce TRG était significativement corrélé a la survie globale et ressortait comme le
seul facteur pronostique indépendant en analyse multivariée [117]. Tout récemment (USCAP
2017), une équipe canadienne [118] a également présenté son évaluation du TRG sur une
cohorte de 121 patients traités par CNA puis cystectomie. Contrairement a Fleischmann, elle
n’a pas retrouvé de corrélation avec la survie globale ou la survie sans récidive. Dans leur série,
seuls le stade ganglionnaire supérieur a pNO et les marges chirurgicales positives avaient une
valeur pronostique significative en analyse multivariée. Ces résultats discordants au sujet de
la valeur pronostique du TRG peuvent s’expliquer par des différences dans les populations
étudiées. La cohorte de Fleischmann a essentiellement intéressé des patients de stade avancé
(30% de stades pT3/4 et 70% de cas métastatiques). Une autre explication possible est
I’absence de standardisation dans la prise en charge macroscopique des piéeces de cystectomie
et dans I’évaluation microscopique de la régression tumorale. Or on sait que la réponse
histopathologique est corrélée a la survie [122], [124]. Ce critere prend de plus en plus

d’importance dans les essais thérapeutiques et est méme souvent choisi comme critére de
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jugement principal. L'utilisation du score TRG (a la place du stade ypTNM) nécessitera donc
de faire au préalable un effort de standardisation. Cet effort a été fait en sénopathologie, ou
les pathologistes ont établi des recommandations précises sur la facon de prendre en charge
les pieces de mastectomie post-CNA et d’évaluer la régression tumorale [125]. Ces
recommandations précisent notamment la nécessité de disposer des renseignements utiles
au moment de la prise en charge macroscopique (notion de traitement néoadjuvant,

localisation de la tumeur...) et I'importance d’un échantillonnage exhaustif du lit tumoral

2. Facteurs cliniques prédictifs de la réponse a la CNA
Quelle que soit la définition de la réponse a la CNA utilisée, nous n’avons pas retrouvé de

facteur clinique prédictif de la réponse a la CNA. Il n’y avait pas de différence pour I'age, le
sexe, le type de chimiothérapie, la multifocalité, la présence d’'une hydronéphrose, la
présence de CIS associé sur la RTV ou les antécédents d’instillations endo-vésicales. Le seul
parameétre montrant une différence significative entre les répondeurs et les non répondeurs
était la réalisation d’une RTV compléte avant la CNA. En effet, les patients ayant eu une RTV
compléte étaient significativement plus nombreux chez les répondeurs que chez les non
répondeurs (83,8% vs 58,3% ; p = 0,02). Ceci ne peut pas étre considéré comme un réel facteur

prédictif de la chimiosensibilité et a pu constituer un facteur de confusion.

L’équipe du MDA de Culp et al [126] a récemment établi un score clinique pour la stratification
des patients avant CNA. Il s’agissait d’évaluer la valeur prédictive de différents criteres
cliniques, scanographiques et anatomopathologiques. Ce score classe en « haut risque » les
patients ayant un stade clinique T3b-T4a, une hydronéphrose, des invasions lympho-
vasculaires, ou un variant histologique péjoratif (micro-papillaire ou neuroendocrine). Les
patients n’ayant aucun de ces criteres sont classés en « bas risque ». Leurs résultats montrent
que les patients classés en « bas risque » avant la CNA et la chirurgie ont un meilleur pronostic
que les « hauts risques », et ce méme s’ils se voient surclassés en haut risque apres la
chirurgie. Leur pronostic reste également meilleur que les patients passant de la classe « haut
risque » avant chirurgie a la classe « bas risque » aprés chirurgie. Cette stratégie de
stratification du risque avant chimiothérapie pourrait permettre d’épargner la CNA, et les
toxicités qui y sont associées, aux patients de bas risque moins susceptibles d’en bénéficier.
Dans une publication de janvier 2017 [127], Von Rundstedt a confirmé les résultats de Culp et

al [126] en évaluant ce score clinique sur une cohorte rétrospective de 166 patients. La
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validation d’une telle stratégie en prospectif nécessiterait de pouvoir comparer des patients
traités et non traités par chimiothérapie, ce qui semble aujourd’hui difficile a envisager étant
donné que l'utilisation de la CNA est désormais bien intégrée dans la prise en charge des
patients, et est recommandée par toutes les guidelines. Par ailleurs cette stratégie ne prend
pas du tout en compte toutes les données plus récentes sur les profils moléculaires
intrinseques des carcinomes urothéliaux.
a) Le downstaging est-il une conséquence de la CNA ou de la RTV ?

Dans un travail de thése précédent [128], nous avions comparé cette méme cohorte de
patients traités par cystectomie et CNA (CR + CNA) avec un groupe de patients traités par
cystectomie radicale seule (CR). Nous avions montré une augmentation significative du taux
de réponse compléete dans le groupe ayant recu la CNA (34,8% vs 12,9%; p= 0,001). La
proportion de patients ayant présenté un « downstaging » (<pT2) était également
significativement plus élevée dans le groupe CNA + CR (59,1% vs 20,4% ; p<0,001). Ces
résultats sont similaires a ceux de I'’étude du SWOG [85] qui a retrouvé un taux de réponse

compléte de 38% apres CNA par MVAC contre 15% dans le groupe contréle (p<0,001).

La présence de patients avec un stade pTO dans le groupe n’ayant pas recu de CNA, pose la
qguestion du role de la RTV pré-CNA, et notamment de son caractére complet ou non. En effet,
au début des années 2000, Nielsen et al [129] avaient montré (dans une cohorte sans CNA)
une amélioration significative de la survie sans récidive chez les patients ayant pu bénéficier

d’une RTV complete, comparés a ceux dont la RTV n’avait pas permis de downstaging.

De méme, dans notre série, nous avons noté que les patients ayant eu une RTV complete
étaient significativement plus nombreux chez les répondeurs que chez les non répondeurs
(83,8% vs 58,3% ; p = 0,02). Ceci a pu constituer un facteur de confusion dans la recherche de
facteurs prédictifs de la réponse a la CNA. |l en résulte donc une question : Parmi les patients
en réponse complete, combien le sont uniquement grace a la RTV ? Brant A et al [130] ont
tenté de répondre a cette question et ont estimé que parmi les patients ayant recu une CNA,
la proportion de ceux dont le « downstaging » est di a la RTV est de 38% (IC95% 27 — 55%)
[130].

Pour ces patients en réponse grace a la RTV, la CNA a-t-elle alors une réelle utilité ? L'étude
de Rosenblatt et al [123] apporte une réponse a cette question en montrant que lorsque I'on

compare les patients en réponse compléete (pTO) ayant recu de la CNA, a ceux (également pT0)
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n’en ayant pas recu, on observe une diminution de 31,1% du risque de déces a 5 ans. On peut

donc raisonnablement conclure que la CNA apporte un bénéfice supplémentaire aux patients,

méme si la RTV a déja permis une exérése compléte de la tumeur primitive. Ce bénéfice peut

notamment s’expliquer par I'action de la chimiothérapie sur la maladie micro-métastatique.
b) Modifications histologiques : CNA vs RTV

Il demeure que pour identifier plus facilement des marqueurs prédictifs de réponse a la CNA,

il serait utile de pouvoir discerner les patients qui ont répondu a la chimiothérapie de ceux qui

sont en réponse uniqguement grace a la RTV.

Dans des proliférations malignes non urothéliales telles que les sarcomes, les
adénocarcinomes cesogastriques ou les carcinomes ovariens, la réponse a la chimiothérapie
néoadjuvante est évaluée par la surface de tumeur viable restante comparée a la surface
tumorale totale initiale estimée [131]—[134]. Les patients chez lesquels il n’existe plus ou peu
de tumeur résiduelle, sont considérés comme répondeurs. Mais la vessie constitue un site
particulier et unique car le traitement chirurgical par cystectomie radicale est précédé d’une
résection trans-urétrale (RTV) rendant plus difficile I'évaluation de la réponse spécifique a la
chimiothérapie. Pour affirmer la réponse histologique a la chimiothérapie néoadjuvante il
faudrait alors pouvoir prendre en compte (et soustraire) les effets de la RTV. Le travail de Hui
Jun Wang [135] sur les modifications histologiques associées a la CNA ou a la RTV a mis en
évidence un chevauchement important des aspects observés sur des piéces de cystectomie
de patients en réponse aprées une RTV seule ou une CNA. Les modifications histologiques
étudiées (fibrose, réaction myofibroblastique, inflammation, calcifications, nécrose ou
présence de macrophages spumeux) se sont avérées non spécifiques de la RTV ou de la CNA.
Dans leur étude, les seules différences significatives étaient la hyalinisation de la paroi vésicale
et les modifications des ganglions lymphatiques, qui étaient retrouvées uniquement dans le
groupe des patients répondeurs a la CNA. Toutefois, ces aspects n’étaient présents que dans

67% des cas de réponse a la CNA [135].

De méme, dans notre travail, nous avons tenté de différencier les remaniements tissulaires
granulomateux, d’allure cicatricielle, des remaniements fibreux plutét attribuables a la
chimiothérapie. Les premiers étaient observés dans 63% des cas et les seconds dans 54% des
cas. Nos résultats montrent que, lorsque I'on définit la réponse a la CNA par un TRG < 3, Ia

fibrose post-chimiothérapie et les remaniements cicatriciels attribuables a la chirurgie sont
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plus fréquemment observés chez les patients répondeurs que chez les non répondeurs (70,8%
vs 31,6% ; p = 0,01 et 79,2% vs 42,1% ; p = 0,01 respectivement). Cette différence n’était pas

significative lorsque la réponse était définie par un stade ypT<pT2.

Pour évaluer avec certitude la part respective de la régression post chimiothérapie et post-

chirurgie, la comparaison avec une population n’ayant pas recu de CNA sera nécessaire.

3. Variants morphologiques
a) Morphologie mixte, tous variants confondus
Dans notre cohorte, 48,1% (n=25/52) des cas comportaient un variant morphologique avant

traitement par CNA et 51,9% étaient de morphologie urothéliale pure. Le taux de tumeurs
présentant un variant morphologique était plus élevé que les taux rapportés dans la littérature
qui sont situés autour de 20% des cas [136]. Quel que soit le critére utilisé pour définir la
réponse histologique a la chimiothérapie (pT<2 ou TRG< 3), nous avons noté une tendance en
faveur d’une meilleure réponse a la CNA chez les patients présentant un carcinome urothélial
pur sans aucun variant morphologique. En effet, 63% d’entre eux (n=17/27) étaient
répondeurs contre 37% (n=10/27) de non répondeurs, tandis que dans le groupe des patients
avec un variant morphologique, 48% (n=12/25) étaient répondeurs contre 52% (n=13/25) de
non répondeurs a la CNA. Ces données n’étaient pas significatives (p=0,42). Ces résultats sont
concordants avec les données de la littérature qui ont montré une meilleure chimiosensibilité
des carcinome urothéliaux purs comparés aux cas de morphologie mixte présentant un variant
morphologique [49], [137], [138]. A I'inverse, le groupe du SWOG (Scosyrev et al) a montré
que la présence d’un variant épidermoide ou glandulaire n’était pas corrélée a la
chimiorésistance et pouvait méme constituer un argument en faveur de la prescription d’'une
CNA [136].
b) Variants épidermoides

Dans notre étude, 21,2% des cas (n=11/52) présentaient un contingent tumoral de
morphologie épidermoide (ou malpighienne). Parmi ceux-ci, 36,4% (n=4/11) étaient
répondeurs a la CNA (ypT<pT2) et 63,6% (n=7/11) étaient non répondeurs (p=0,17). Mais si
'on compare ces résultats avec ceux obtenus lorsque I'on définit la réponse a la
chimiothérapie par un TRG< 3, on ne retrouve pas la méme tendance. En effet, avec cette
définition, on retrouve 63,6% de répondeurs (TRG < 3) et 36,4% de non répondeurs (TRG3).
Cette opposition est a mettre en perspective avec les données contradictoires publiées a ce

sujet. En effet, certaines équipes ont montré qu’une différenciation malpighienne était
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associée a une moins bonne réponse a la CNA [47], [49]. D’un autre c6té, on sait que les
tumeurs de type basal sont enrichies en variant de type épidermoide ou sarcomatoide [12]—
[14]. Or, plusieurs groupes ont affirmé que ces tumeurs de type basal étaient plus
chimiosensibles [13]. Dans I'étude de Choi, la moitié des cas du groupe luminal et du groupe
basal étaient répondeurs a la CNA [111]. L'impact pronostique du variant épidermoide n’est

donc pas clairement établi.

4, Immunohistochimie

a) Application pratique des groupes moléculaires : choix des marquages IHC
étudiés et définition des seuils de positiviteé.
Comme en sénopathologie, et dans le but de pouvoir appliquer la découverte des groupes

moléculaires en routine, la recherche d’un panel de biomarqueurs immunohistochimiques
(utilisable sur un matériel FFPE), permettant une classification simple dans les groupes luminal
et basal est en cours d’étude. En effet, les sous types moléculaires intrinséques se distinguent
par une expression variable des marqueurs de différenciation urothéliale. Le groupe basal est
caractérisé par une expression élevée des kératines de haut poids moléculaire que sont CK14,
CK5, CK6 et CD44, exprimées par les cellules basales de I'urothélium normal. En revanche, le
groupe luminal présente une forte expression des uroplakines ainsi que des cytokératines de
bas poids moléculaire comme la CK20, ce qui est caractéristique des cellules les plus

superficielles de I'urothélium normal comme les cellules ombrelles [139].

Cependant, la revue de la littérature, a la recherche des anticorps et des seuils de positivité
précédemment utilisés, montre qu’il n’existe pas de consensus sur la facon d’évaluer les
différents marquages. Les seuils de positivité utilisés, varient de 5% a 30% de cellules
marquées pour GATA3 et de 5% a 20% pour la CK20 [55], [56]. De méme pour I'évaluation du
marquage par la CK5/6, les seuils de positivité varient de 5% a 70% de cellules marquées [55],

[140].

De plus, concernant les anticorps discriminants, les différentes équipes ayant travaillé sur ce
sujet n’ont pas toutes retenu les mémes marqueurs. L'équipe de Choij et al [12] montrait qu’un
marquage positif par les anticorps anti-CK20, CK5/6, CD44 et EGFR caractérisait les tumeurs
basales. L'équipe de Sjédahl et al [14] retenait un panel comportant les anticorps anti CK14,
CK5, EGFR, CK20, P-cadherine et HER2, ainsi que des marqueurs du cycle tels que CCNB1,
CCND1 et Ki67. Dans une mise au point publiée dans les annales de pathologie, Compérat et

al ne retenaient que les marqueurs CK5/6, CK20 et GATA3 [141]. Enfin, la conférence de
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consensus de Madrid [73] concluait qu’un marquage positif par les anticorps anti-CK5/6 ou
CK14, associé a une absence de marquage par les anticorps anti-FOXA1 ou GATA3 permettait

de caractériser le groupe basal/épidermoide-like.

Le travail de I'équipe du MDA [50] réalisé a I'aide de TMA sur une série de 76 tumeurs (a partir
de pieces de cystectomie FFPE) a identifié un nombre Ilimité de marqueurs
immunohistochimiques utiles. Des marquages immunohistochimiques ont été réalisés en
sélectionnant un panel de 15 anticorps choisis a partir des profils d’expression génique
précédemment décrits. Leur sélection comprenait six marqueurs luminaux (GATA3, CK18,
CK20, uroplakine I, cycline D1 et HER2), trois marqueurs basaux (CK5/6, CK14 et p63) et six
marqueurs pour le groupe « p53-like » (p16, Bcl2, SMA, myosine, calponine et desmine). Il est
apparu que les marqueurs sélectionnés pour le sous-type « p53-like » ne marquent que les
cellules du stroma, et que cette signature est donc probablement a mettre en lien avec la
présence de nombreuses cellules stromales. Le groupe appelé « p53-like » par Choi ne

constituerait donc pas un véritable sous-type intrinséque de carcinome urothélial.

La suite de leur étude conclut qu’avec seulement deux anticorps (GATA3 et CK5/6) et un seuil
de positivité a 20 % de cellules marquées, on peut classer correctement les tumeurs
urothéliales en tumeurs basales ou luminales avec une spécificité de 91% [50]. Les tumeurs
basales étant de phénotype CK5/6 positif et GATA3 négatif, et les tumeurs de type luminal
étant de phénotype GATA3 positif et CK5/6 négatif (Tableau 25).

Ces résultats ont justifié le choix du seuil de positivité et des anticorps que nous avons retenus

pour I’étude notre cohorte.

Tableau 25: Profil immunohistochimique des tumeurs urothéliales basales et luminales (selon Dadhania et al- 2016)
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b) Phénotypes IHC
Dans notre série, I'étude immunohistochimique a pu étre menée sur 50 cas.
Dans notre cohorte, 38% des cas étaient positifs avec I'anticorps anti-CK5/6 (n=19/50), 52%
des cas étaient GATA3 positifs (n=26/50), 36% étaient CK20 positifs, et 28% étaient CD44
positifs. Ces taux de positivité correspondent aux taux précédemment décrits par les autres
équipes. En effet, dans la littérature, GATA3 est positif dans 50 a 90% des CU [55], CK20 est
positif dans 25 a 67% des tumeurs et CK5/6 dans 35 a 60% des cas [51].

Par ailleurs, le marquage par I'anticorps FGFR3 n’a été retrouvé positif que dans 4% des cas
(n=2/50) ce qui est nettement inférieur aux 40% de cas marqués décrits par Tomlinson dans
les stades pT2 et plus [120], ou les 45% de Rodriguez [142]. Cette discordance peut étre en

rapport avec l'intensité du marquage et le seuil de positivité.

Figure 48: Exemple d'immunomarquages FGFR3+. A: d'apres Rodriguez [142]; B: Notre IHC FGFR3+

c) Valeur prédictive des profils IHC
(1) Marqueurs analysés individuellement en univarié
En analyse univariée, et en définissant la réponse a la CNA par le stade ypT<pT2, la positivité

de I'anticorps anti-CK5/6 était significativement corrélée a la réponse a la CNA. Avec une
proportion de non répondeurs significativement plus élevée (63,2% vs 36,8% ; p=0,04). Mais
en définissant la réponse par le TRG< 3, la tendance était inverse, avec 57,9% de répondeurs

et 42,1% de non répondeurs (p=0,16).

A linverse, parmi les 18 cas CK20 positifs, la proportion de répondeurs restait
significativement plus élevée que celle des non répondeurs quel que soit le critére utilisé pour
définir la réponse a la CNA (Avec pT<pT2 : 77,8% vs 22,2% ; p=0,02 et avec TRG< 3 : 88,9% vs
11,1% ; p=0,02).

CK5/6 étant un marqueur basal, et CK20 un marqueur luminal, nos résultats suggérent que les

tumeurs luminales seraient plus chimiosensibles que les basales. Ceci va dans le sens des
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données du SWOG [136] et souligne a nouveau les contradictions publiées a ce sujet [12] [13],
[14].
(2) Analyse des associations de marquages

L’analyse des marquages par le couple CK5/6 et GATA3 (Figure 38) montre tout d’abord que
contrairement aux résultats attendus, nous n’observons pas de corrélation entre les
marquages CK5/6 et GATA3 (p = 0.86, coefficient de corrélation de Spearman r = - 0,024).
Parmi les cas CK5/6 positifs, 57,9% étaient GATA 3 négatifs (n=11/19) ce qui correspond a un
phénotype basal. Cinquante-huit pourcent des cas CK5/6 négatifs, étaient fortement positifs
pour GATA3 (n=18/31) ceci correspondant a un phénotype luminal. Si on déplace le seuil de
positivité de GATA3 et de CK5/6 a 70% de cellules marquées, comme rapporté par I'équipe de
Tregnago AC et al (abstract n°1060 USCAP 2017, [140]) cela ne permet pas d’obtenir de

meilleure corrélation (r=-0.07 et p= 0.60).

En analysant les associations de marquages, nous avons retrouvé 11 cas (22%) de phénotype
basal (CK5/6 + et GATA3 -). Selon Dadhania et al [50], les 39 cas restants (78%) sont a
considérer comme appartenant au groupe luminal. Cette répartition correspond a celle
retrouvée dans les précédentes études. En effet, le taux de cas classés dans le groupe basal

varie entre 13% a 44% [12], [14], [15], [50].

Lorsque la réponse a la CNA est définie par le stade ypT<pT2 (Tableau 21 et Figure 42), les 11
cas de phénotype basal se répartissent en 4 cas (36,4%) répondeurs a la CNA, et 7 cas (63,6%)
non répondeurs (p=0,19). L’analyse en fonction du TRG montre une modification de cette
répartion (Figure 43 et Figure 44), avec 6 cas (54,5%) répondeurs et 5 (45,4%) non répondeurs

(p=0,28).

La répartition des cas de phénotype luminal était inverse, avec une proportion de répondeurs
qui restait supérieure a celle des non répondeurs quel que soit le critére utilisé pour définir la
réponse a la CNA. En effet, dans ce groupe de phénotype luminal, on retrouvait 61,5% de
répondeurs et 38,5% de non répondeurs en définissant la réponse par le stade pT (p=0,19), et

73,7% de répondeurs contre 26,3% de non répondeurs en la définissant par le TRG (p=0,28).

Comme le suggérait I'analyse en univarié, la tendance observée est donc en faveur d’une
meilleure chimiosensibilité du groupe luminal et d’une relative chimiorésistance du groupe de

phénotype basal.
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Dans leur abstract, Tregnago et al rapportent des résultats comparables aux nétre avec deux
fois plus de cas de phénotype basal (CK5/6+ et GATA3-) parmi les non répondeurs a la CNA
[140].

Du fait des faibles effectifs analysés, ces résultats n’atteignent pas le seuil de significativité et
ne nous permettent pas de conclure quant a la chimosensibilité des groupes basal et luminal.
Par ailleurs, nous n’avons pas fait de comparaison avec des patients n’ayant pas recu de
chimiothérapie néoadjuvante, ce qui nous empéche de conclure quant au caractere prédictif

ou pronostique de ces phénotypes immunohistochimiques.

5. Biologie moléculaire

a) Mutations mises en évidence en NGS
Les données du TCGA (The Cancer Genome Atlas ; Figure 17), obtenues a partir du séquencage

de 131 tumeurs invasives, montraient une moyenne de 302 mutations exoniques différentes,
204 erreurs du nombre de copies et 22 réarrangements chromosomiques par tumeur. Ces
mutations comprenaient des mutations récurrentes dans 32 genes drivers connus. Les
carcinomes urothéliaux montrent donc un taux de mutations trés élevé, surpassé uniquement
par les tumeurs pulmonaires [15]. En pratique, les tumeurs vésicales montrent une grande
hétérogénéité mutationnelle, mais la charge mutationnelle des sous types luminal et basal est
comparable [15]. Cependant, certaines mutations sont plus fréquemment retrouvées dans un
sous-type moléculaire que dans 'autre. Les mutations de FGFR3 sont plus fréquentes dans le
sous-type luminal alors que les mutations de TP53 et RB1 sont associées aux tumeurs basales

[12], [15].

Afin de voir si nous retrouvions cette association entre les mutations de FGFR3 et le groupe
luminal, nous les avons recherchées par séquencage NGS, avec le panel INCa disponible au

laboratoire (incluant les 3 exons d’intéréts du géne FGFR3).

Dans notre travail, seuls 21 cas (31,8 %) ont pu étre séquencés en NGS. Parmi eux, 12
présentaient au moins une mutation sur I'un des 16 genes que comprend le panel INCa. Le
faible nombre de cas testés, et la variété des mutations retrouvées ne nous permet pas de les

corréler a la survie ou a la réponse a la chimiothérapie.

Nous avons identifié 19% de cas FGFR3 mutés (n=4/21), ce qui correspond aux fréquences

rapportées par Knowles MA et al avec entre 5 et 20% de mutations somatiques du gene FGFR3
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dans les TVIM [61]. Dans leur série de RTV de stade 2 pT2, Pouessel et al retrouvaient 30%
(n=8/27) de cas mutés FGFR3 [143]. On note que sur les 4 mutations de FGFR3 identifiées,
deux étaient dans des tumeurs de phénotypes immunohistochimique basal et deux dans des

tumeurs luminales. FGFR3 ne semble donc pas synonyme de tumeur de type luminal.

Notre technique de séquencage NGS permet de mettre en évidence toutes les mutations
ponctuelles du gene FGFR3. Dans pres de 40% des TVIM [61], ce géne FGFR3 présente d’autres
altérations, comme des amplifications ou des translocations, ne pouvant pas étre mises en
évidence par notre technique. Ceci peut étre une des raisons pour lesquelles, dans les cas de
phénotype luminal, le taux d’altérations du géne FGFR3 retrouvé est plus faible que dans la
littérature [12], [15]. Les cas de type luminal que nous avons identifiés comme wild type
pourraient peut-étre correspondre a des cas de translocation ou d’amplification du gene
FGFR3.
b) Qualité de I’ADN et nécessité de cryopréservation

Nos résultats montrent les difficultés rencontrées pour extraire un ADN en quantité et de
qualité suffisante pour les analyses de biologie moléculaire. Dans notre étude, le rendement
final de I'extraction d’ADN a partir du matériel FFPE n’était que de 28% (n=14/50), tandis que

le rendement obtenu a partir des tumeurs cryopréservées était de 78% (n=7/9).

Nous ne disposions que de 9 échantillons congelés en tumorothéque. Parmi ces cas cryo-
préservés, les 2 cas non contributifs étaient également non contributifs sur le matériel FFPE.
Dans les deux cas, c’est la quantité insuffisante de matériel tumoral qui n’a pas permis

I’extraction.

Ces données permettent de souligner toute I'importance de la prise en charge pré analytique
des prélévements et de leurs conditions de stockage [144]. En effet, des tissus FFPE peuvent
tout a fait étre utilisés pour des analyses NGS [121]. Mais on sait que la qualité de I’ADN est
altérée par la fixation et est méme inversement corrélée au temps de stockage des blocs FFPE
[121], [145]. Dans leur étude sur la qualité des acides nucléiques extraits a partir de matériel
FFPE, Hedegaard et al ont effectué du séquencage NGS. Leur taux de succés pour la
préparation des librairies a partir de I’ADN génomique était de 29.5% [121]. Ce taux est proche
des 28% que nous avons obtenu a partir de nos échantillons FFPE. Les auteurs de cette étude
ont aussi noté que la préparation d’une librairie a partir de 'ADN génomique était

paradoxalement plus difficile qu’a partir de I’ARN. En effet, la fixation par le formol peut non
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seulement induire une fragmentation de I’ADN mais aussi une modification des bases
nucléiques (transition de la cytosine en thymine et de la guanine en adénine). Ces
modifications génent ensuite I'amplification de I’ADN par la polymérase. Or, la préparation

d’une librairie pour le séquencage NGS comporte une étape d’amplification.

Le meilleur rendement obtenu a partir des échantillons congelés doit nous inciter, a chaque
fois que cela est possible, a prélever et cryo-préserver un échantillon des RTV suspectes d’étre
des TVIM. En effet, les avancées de la recherche ne pourront s’appliquer en pratique courante

que si le matériel tumoral disponible permet ces analyses.

6. Hétérogénéité tumorale
Nous avons réalisé notre travail d’évaluation immunohistochimique de I’expression de

marqueurs basaux (CK5/6 et CD44) et luminaux (GATA3 et CK20) en nous aidant de la
réalisation préalable de TMA. Ces TMA ont été préparés a partir des blocs FFPE issus des RTV
pré-CNA. Deux zones tumorales homogenes et représentatives de chacun des cas ont été
sélectionnées. Pour chaque marqueur immunohistochimique évalué, la positivité était
retenue dés que le pourcentage de cellules marquées dépassait le seuil de positivité dans un
des deux échantillons du TMA. Cette technique a également été utilisée par Choi [12] ou par
Dadhania [50] pour déterminer les marqueurs et les seuils discriminants dans la classification
des CU. Cette méthode induit un biais non négligeable en masquant en partie 'hétérogénéité

tumorale.

Nous avons noté une discordance de marquage entre les deux zones tumorales sélectionnées,
pour au moins un des anticorps étudiés, dans 45,8% des cas. Aucun lien entre cette
discordance et la morphologie n’a pu étre établi. De méme, I’évaluation semi quantitative des
artéfacts d’électrocoagulation n’a pas permis de corréler ces discordances a la qualité du
matériel examiné. Ceci montre bien I’hétérogénéité tumorale et la variabilité que I'on peut

observer en fonction des zones tumorales choisies au sein d’'une méme tumeur.

L'hétérogénéité intra tumorale est une notion familiere au pathologiste. Les cellules
cancéreuses au sein d’une méme tumeur montrent une diversité morphologique et une
expression variable de marqueurs moléculaires. Il existe donc un certain degré de mosaicisme
tumoral. Un article publié dans le New England Journal of Medicine, en 2012 [146] est venu
enrichir notre compréhension des mécanismes oncogéniques et de [|’hétérogénéité

tumorale. L'objectif de I'équipe de Charles Swanton était de tester si une seule biopsie était
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suffisante pour identifier les altérations génétiques caractérisant une tumeur. En travaillant
sur des cancers du rein, ils ont notamment pu montrer que la signature transcriptionnelle des
échantillons prélevés chez un méme patient difféere en fonction de la localisation de ces
derniers. Les conclusions de cette étude sont sans ambiguité. Premierement, le prélevement
d’une seule biopsie ne permet d’identifier qu’une fraction des mutations mises en évidence
par I'analyse de I'’ensemble de la tumeur. Dans les CU, il a notamment été montré qu’on ne
retrouve pas les méme mutations de FGFR3 entre les contingents superficiel et invasif d’une
méme tumeur [143]. Deuxiémement, une classification pronostique basée sur le profil
transcriptionnel défini a partir d’un seul échantillon peut étre biaisée et conduire a des

prédictions erronées.

7. Définition des groupes moléculaires
Les équipes ayant travaillé sur la description des groupes moléculaires dans la vessie ont décrit

des groupes différents [12]—[15]. Les travaux publiés a ce sujet sont résumés dans le Tableau
26. L’équipe de Choi a identifié trois groupes intrinséques dans les TVIM : un basal, un luminal
et un « p53-like » [12]. Le TCGA a quant a lui utilisé une technique de RNAseq et identifié
quatre groupes distincts (clusters | a IV avec un cluster Ill enrichi en marqueurs basaux et des
clusters | et Il en marqueurs luminaux)[15]. Un troisieme groupe, de 'université de North
Carolina (UNC), a analysé de larges métadonnées publiques [13] et a conclu a I'existence de

deux groupes intrinséques majeurs I'un basal et I'autre luminal.
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Tableau 26: Résumé des travaux publiés sur les classifications moléculaires dans les carcinomes urothéliaux

La validation de ces groupes moléculaires en tant que marqueurs pronostiques et/ou
prédictifs de la réponse a la chimiothérapie, a travers de larges essais cliniques prospectifs

nécessite avant tout I'obtention d’un vrai consensus sur leur définition.

Dans un travail de synthése, publié fin 2016, et reprenant les principales cohortes
précédemment étudiées par Choi [12], Sjodahl [14] ou le TCGA [15], comprenant au total 937
échantillons de tumeurs vésicales (tissu frais cryo-préservé mais également sur des
échantillons FFPE), Dadhania et al [50] ont permis de simplifier les choses en ne retenant que

deux groupes : luminal et basal.

Dans leur étude, la signature p53 était retrouvée a la fois au sein du groupe des tumeurs
basales et des tumeurs luminales. Par ailleurs, ils ne retrouvaient pas, pour ce groupe, I'impact

pronostique péjoratif décrit par Choi [12].
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Les analyses de survie effectuées dans cette étude confirmaient aussi que les tumeurs de
types luminal et basal ont une évolution clinique différente. Les tumeurs basales sont plus

agressives et sont associées a une survie plus courte que les tumeurs luminales.

L'identification de la signature « p53-like » présente néanmoins un intérét. En effet, ce
groupe, correspondant au cluster Il du TCGA ou au sous-type « infiltré » de Sjodahl, a été
décrit comme étant chimio-résistant. De surcroit, les données d’un récent essai clinique de
phase 2 montrent que, dans ce groupe, on obtient un meilleur bénéfice clinique avec
I"anticorps anti-PDL1 atezolizumab. |l serait alors utile de pouvoir distinguer ces patients au
moment de les sélectionner pour une chimiothérapie néoadjuvante ou une autre thérapie
adjuvante comme l'immunothérapie. Malheureusement, a |'heure actuelle, nous ne

disposons pas de marqueur immunohistochimique spécifique nous permettant de l'isoler.

Une faible fraction (4 a 16 %) de tumeurs dites « double-négatives » caractérisées par un faible
niveau d’expression des marqueurs luminaux et basaux a également été identifiée. Ces cas

apparaissent similaires au groupe des tumeurs « Claudin-Low » dans le sein [147].

a) Variation dans la définition des groupes et signatures moléculaires : Analyse
supervisée ou non-supervisée

Toutes ces études réalisées a partir de puces micro-array, ont utilisé un mode d’analyse dit
« non supervisé » (aussi appelé découverte de classes). Le principe de ces analyses non
supervisées est d’utiliser exclusivement les données d’expression génique pour catégoriser les
tumeurs. Les tumeurs sont ainsi regroupées en groupes homogeénes en termes d’expression.
Or, lorsque I'on utilise une analyse non supervisée, le choix de I'algorithme utilisé pour la
classification hiérarchique est arbitraire, ainsi que le choix du nombre de classes découvertes
[148]. Les méthodologistes considerent donc que le réle de I’'analyse non supervisée est limité
et qu’une stratégie dite supervisée, basée sur I'évolution des patients, est plus pertinente
[149], [150]. Mais ce mode d’analyse supervisée n’est pas sans poser quelques probléemes. On
observe en effet une instabilité des signatures trouvées. L'inclusion d’'un nouveau patient dans
la cohorte dite « découverte » (utilisée pour décrire les groupes) étant susceptible de modifier

la classification.

A titre de comparaison, dans le cancer du sein, 7 signatures pronostiques différentes ont été

identifiées en utilisant une stratégie supervisée [151]. Il a été montré que la liste des genes
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découverte par cette méthode est tres instable [148]. La signature moléculaire n’est donc pas
unique et dépend tres fortement des patients sélectionnés dans la cohorte utilisée pour la
découvrir. Chaque cohorte de patients aboutit a une liste de génes différente et donc a une
signature différente. On sait également que, toujours dans le cancer du sein, les différentes
signatures disponibles peuvent conduire a des prédictions discordantes [68]. Fan et al ont
comparé, sur une méme base de données, les résultats de cing signatures publiées dans le
cancer du sein. lls aboutissent a une discordance de 50 %. [68]. Ceci conduit a une situation
absurde dans laquelle choisir un test pronostique plutét qu’un autre est équivalent a jeter une

piece « a pile ou face ».

L’ensemble de ces données critiques concernant les signatures moléculaires et les méthodes
d’analyse statistique ayant conduit a leur description, ainsi que le recul dont nous disposons
dans le domaine du cancer du sein montre bien la difficulté de prédire I'évolution du cancer
ou la réponse au traitement. La pathologie cancéreuse, et particulierement les cancers
urothéliaux, représentent une maladie tres hétérogéne. Les conclusions de ces essais basés
sur les technologies micro-array, a la recherche de signatures moléculaires pronostiques ou
prédictives de réponse au traitement sont probablement trop optimistes et le concept d’une
signature unique pose question. L'objectif devrait plutét étre d’intégrer I'ensemble des
données cliniques, anatomopathologiques et moléculaires sans chercher a les opposer ou a

privilégier un unique facteur.

8. Perspectives : autres biomarqueurs
Dernierement, les défauts du systéme de réparation des dommages a 'ADN (DNA damage

repair - DDR) ont été identifiés comme représentant un mécanisme important de sensibilité a
la chimiothérapie cytotoxique [98]. Le cisplatine en particulier, qui est a la base de toutes les
CNA prescrites dans le CU, est un agent alkylant qui provoque notamment la fragmentation
de I'ADN. Plusieurs études évoquent des génes du systéme de réparation de ’ADN comme
BRCA1 en tant que biomarqueurs de la chimiosensibilité [98], [152]. Ces études ont montré
une meilleure réponse a la chimiothérapie lorsque les tumeurs présentaient un plus grand
nombre d’altérations dans les génes du systeme de réparation de I’ADN, ce qui est
probablement lié a 'accumulation de dommages a I’ADN induits par la chimiothérapie. Selon
ces données, les mutations des genes du DDR pourraient donc servir de marqueurs prédictifs

de réponse a la chimiothérapie par cisplatine. Ces biomarqueurs ne peuvent toutefois pas
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encore étre utilisés pour sélectionner les patients, en effet les études ayant testé le réle de
ces génes comportent de nombreuses limitations (un faible nombre de patients et des
protocoles de chimiothérapie hétérogénes). Ces biomarqueurs candidats requiérent donc de
plus larges études prospectives comparant des patients traités et non traités par
chimiothérapie afin de définir s’ils ont un réel réle prédictif. Plusieurs essais cliniques sont

actuellement en cours (Biomarker Identification for Bladder Cancer Patients NCT02053662).

D’autre part, des mutations de récepteurs tyrosine kinases, de voies de signalisation
intracellulaires comme la voie PI3K/AKT/mTOR, de régulateurs du cycle cellulaire, ou de
marqueurs immuns ont un réle significatif dans la progression du cancer de la vessie [153].

Des thérapies ciblant ces altérations sont en cours de développement [153].

Parmi les molécules ciblant les récepteurs tyrosine kinases, les inhibiteurs pan-FGFR ont
donné des résultats encourageants chez les patients porteurs de mutations activatrices de

FGFR [154].

Chez Les patients montrant une surexpression de HER2, les résultats pré-cliniques avec le

trastuzumab conjugué avec DM1 sont également prometteurs [101].
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VII.  CONCLUSION

Notre cohorte comportait 66 patients traités par chimiothérapie néo-adjuvante avant
cystectomie pour un carcinome urothélial de haut grade, infiltrant le muscle (stade pT2
minimum). L’examen anatomopathologique des pieces de cystectomie a montré que notre
taux de réponse global a la CNA (<pT2) était de 59,1 % (n = 39/66). En utilisant un score de
régression tumorale (TRG) et en définissant la réponse a la CNA par un TRG < 3, on obtenait
un taux de réponse de 71,2% (n=47/66). De plus, I'analyse des courbes de survie montrait une
meilleure ségrégation des courbes avec le TRG qu’avec le stade ypT. Par ailleurs, si on
définissait la réponse a la CNA par un TRG < 3, la fibrose post-chimiothérapie et les
remaniements cicatriciels attribuables aux RTV antérieures (qui font partie intégrante de la
prise en charge des patients suivis pour TVIM), étaient plus fréquemment observés chez les
patients répondeurs que chez les non répondeurs. Elément non significatif quand la réponse

était définie par un stade ypT<pT2.

Le carcinome urothélial pur, sans aucun variant morphologique, avait une meilleure réponse

ala CNA, qu’elle soit définie par un pT< 2 ou un TRG< 3.

Dans la littérature, les tumeurs basales sont décrites plutot de phénotype CK5/6 positif et
GATA3 négatif et sont enrichies en variant de type épidermoide. Notre série comportait 11
cas (22%) de phénotype basal (CK5/6 + et GATA3 -). Lorsque la réponse a la CNA était définie
par le stade ypT<pT2, ces cas de phénotype basal comportaient 63,6% de non répondeurs
(p=0,19), alors qu’avec le score TRG, le taux de non répondeurs était de 45.4 % (p=0,28). De
méme, pour nos patients avec un variant de type épidermoide, le pourcentage de non
répondeurs a la CNA, évalués par ypT2pT2, était de 63,6%, contrairement a I’évaluation par le

TRG, qui retrouvait 63,6% de ... répondeurs (TRG < 3).

En revanche, la répartition des cas de phénotype luminal montrait une proportion de
répondeurs qui restait supérieure a celle des non répondeurs, quel que soit le critére choisi

pour définir la réponse a la CNA.

Dans notre travail, seuls 21/66 cas (31,8 %) ont pu étre séquencés en NGS. Nous avons
identifié 19% de cas FGFR3 mutés (n=4/21). Deux étaient des tumeurs de phénotype
immunohistochimique basal et deux des tumeurs luminales. FGFR3 muté ne semble donc pas

synonyme de tumeur de type luminal. Le rendement final de I'extraction d’ADN a partir du
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matériel FFPE n’était que de 28%, tandis que le rendement obtenu a partir des tumeurs

cryopréservées était de 78%.

Le score de régression tumorale TRG permet donc de mieux identifier la réponse
thérapeutique post CNA microscopique chez les patients présentant un carcinome urothélial

infiltrant le muscle. Son utilisation a méme une valeur pronostique supérieure a celle du stade

ypT.

L'absence de variant morphologique et le phénotype luminal sont associés a une réponse
favorable a la chimiothérapie. De plus, les données contradictoires concernant la réponse au
traitement du variant épidermoide et des tumeurs de type basal sont représentatives des

données publiées a ce sujet, et montrent I'absence de valeur prédictive clairement établie.

Pour les études en biologie moléculaire, le meilleur rendement obtenu a partir des
échantillons congelés doit nous inciter a toujours prélever et cryo-préserver une partie du

matériel tumoral issu des RTV.

Enfin, I'immunohistochimie, avec un double marquage CK5/6 et GATA3 réalisé sur les RTV
avant CNA, s’avéere pertinente pour appréhender les patients susceptibles de mieux répondre

a la thérapeutique.
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IX.  ANNEXES

Annexe 1: blocs de RTV tumoraux sélectionnés pour la réalisation des TMA.

149



Annexe 2: N°Diamic des cas et blocs choisis pour I'extraction de I'ADN (cas FFPE et cas Cryopréservés en tumorothéque).
Quantité d'ADN extrait en ng et Ct obtenu en gPCR.

Lieux de stockage des blocs FFPE : 1 : Réserve CHU Rangueil ; 2 : Archives Logidos ; 3 : Archives IUCT ; 4 : Cas extérieurs.

Chaque ADN est qualifié en gPCR et une valeur de Ct est déterminée, elle doit étre inférieure a un Ct
seuil (préalablement déterminé avec un ADN standard (ADN commercial dont on connait la qualité).

Au-dela de ce seuil, I'’échantillon ne peut étre séquencé en NGS sur le panel INCA.
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Annexe 3: Description des mutations et variants retrouvés en séquencage NGS avec le panel INCA.
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Annexe 4: Anticorps utilisés, description des épitopes

Samicorps | Deserption

Marqueurs basaux

CKSIG Les cytokératines sont des ’polyp‘eptides fibreux de 7 a 1‘1r3m de diamétre. Il s'agit de compo‘sants du
cytosquelette des cellules épithéliales. Elles sont considérées comme des marqueurs de différenciation
épithéliale. 20 types distincts ont été identifiés. La CK5 est un type basique de cytokératine de poids
moléculaire élevé, exprimé dans les couches de cellules basales, intermédiaires et superficielles des
épithéliums stratifiés ainsi que des épithéliums transitionnels, des épithéliums complexes, des cellules
mésothéliales et des mésothéliomes. La CK5 n’est pas présente dans les épithéliums simples et dans les
cellules non épithéliales. La CK6 est également un type basique de cytokératine de poids moléculaire élevé,
exprimée dans I'épithélium squameux proliférant.

CD44 Les molécules d"a_dhés_'lon CD44 ’sont un groupe de glyco;_)rotéines transmeTbranaires ubiquitai_res retrouvées
sur les cellules épithéliales et mésenchymateuses. Il s’agit d’une glycoprotéine transmembranaire ayant un
réle de récepteur de surface pour I'acide hyaluronique. Ces récepteurs ont un réle dans 'adhérence cellulaire,
les interactions cellules-substrat et la migration cellulaire.

En pathologie vésicale, les différents variants de CD44 semblent jouer un rdle important dans la
cancérogeneése et dans le processus métastatique des tumeurs. Dans I'urothélium normal, 'expression de
CD44 est observée seulement au niveau des cellules basales, alors que dans les atypies réactionnelles il est
souvent hyper exprimé avec un marquage de toutes les cellules dans 60% des cas. Pour les tumeurs
superficielles, I'expression de CD44 serait corrélée a un stade avancé et au grade(100).

Marqueurs luminaux

CKzo Margqueur épithélial de 46 kDa. Il s’agit d’une protéine des filaments intermédiaires du cytosquelette ayant
d’abord été mise en évidence dans I'épithélium gastrique, intestinal, urothélial et dans les cellules de Merkel.

GATA3 GATA3 est un facteur de transcription membre de la famille des protéines GATA caractérisées par un domaine
conservé de type « zinc-finger », d’adhésion a I'’ADN. Ces protéines nucléaires reconnaissent des séquences
ADN consensus dans les promoteurs de leur génes cibles et activent ou répriment leur transcription.

FGFR3 Le récepteur des facteurs de croissance des fibroblastes FGFR3 est une glycoprotéine composée de 3
domaines : un domaine extra membranaire de type immunoglobuline, un domaine trans membranaire et un
domaine de type tyrosine kinase dépendant. L’anticorps FGFR3-B9 (SC- 13121) utilisé est de type anticorps
monoclonal de souris reconnaissant la partie extracellulaire du récepteur (acides aminés 25 a 124) humain.
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Etude des caractéristiques morphologiques, immunohistochimiques
et moléculaires de carcinomes urothéliaux infiltrant le muscle, traités
par chimiothérapie néoadjuvante.

RESUME :

Obijectifs : Le traitement de référence des tumeurs urothéliales infiltrant le muscle combine actuellement
une chimiothérapie néo adjuvante (CNA) a base de cisplatine suivie d’'une cystectomie radicale. Seul
un tiers des patients obtient une réponse compléte aprés CNA et aucun biomarqueur prédictif fiable ne
permet de sélectionner ces patients avant traitement.

Notre objectif était d’identifier des facteurs prédictifs de réponse a la chimiothérapie a I'aide d’outils
disponibles en routine, ainsi que d’évaluer l'utilisation d’'un score de régression tumorale (TRG) sur les
piéces de cystectomie.

Matériels et méthodes : Une cohorte de patients traités par chimiothérapie néoadjuvante avant
cystectomie pour un carcinome urothélial de haut grade, infiltrant le muscle a été analysée. Une
recherche de variants morphologiques, des marquages immunohistochimiques avec les anticorps anti-
CK5/6 et GATAS, ainsi qu'un séquengage ciblé en NGS avec le panel INCa ont été réalisés sur le
matériel tumoral issu des RTV pré-CNA. La réponse thérapeutique a été évaluée a la fois par le stade
ypTNM et par un score de régression tumorale TRG, sur les piéces de cystectomie post-CNA.
Résultats : Notre cohorte comportait 66 patients. Le taux de réponse global a la CNA (avec stade ypT
< pT2) était de 59,1 % (n = 39/66) et de 71,2% (n = 47/66) si on définissait la réponse par un TRG < 3.
Onze cas (22%) étaient de phénotype basal (CK5/6 + et GATAS -), dont 63,6% étaient non répondeurs
si la réponse a la CNA était définie par un stade ypT < pT2 (p=0,19), contre 45.4 % si elle était définie
par un TRG < 3 (p=0,28). Les cas de variant épidermoide, comportaient 63,6% de stade ypT = pT2,
contre 36,4% de TRG 3 (ou non répondeurs avec I'évaluation par le TRG). La répartition des cas de
phénotype luminal [(CK5/6 + ou — et GATA3+) ou (CK5/6- et GATAS3-)] était de 61,5% de stade ypT <
pT2 (p=0,19) contre 73,7% de TRG < 3 (p=0,28).

Conclusion : Le score de régression tumorale TRG évalué sur piece de cystectomie permet de mieux
identifier la réponse thérapeutique post CNA. Il a une valeur pronostique supérieure a celle du stade
ypT. L’absence de variant morphologique et le phénotype luminal sont associés a une réponse favorable
a la chimiothérapie. Le double marquage immunohistochimique CK5/6 et GATAS sur les RTV avant
CNA s’avere pertinent pour appréhender les patients susceptibles de mieux répondre a la
chimiothérapie.
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