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Il est aujourd'hui bien établi que notre système immunitaire adaptatif, et en particulier les 

lymphocytes T cytolytiques (CTL), est capable de reconnaître spécifiquement les cellules 

tumorales et de les détruire. Dans les années 1990 il a été montré que les cellules tumorales 

portent des antigènes spécifiques de tumeurs, que des CTL présents spontanément chez des 

patients cancéreux peuvent reconnaître. Ensuite, de nombreux groupes ont essayé, avec des 

succès divers, d'immuniser des patients cancéreux avec ces antigènes spécifiques de tumeurs, 

ou d'amplifier in vitro des CTL anti-tumoraux puis de les réinjecter aux patients. Puis la 

découverte de co-récepteurs inhibiteurs à la surface des lymphocytes T et la possibilité de 

bloquer ces inhibitions au moyen d'anticorps monoclonaux a mené à une approche 

d'immunostimulation globale, qui fut appliquée aux cancers 1. Les anticorps bloquant les voies 

CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte associated antigen 4) et PD-1 (Programmed cell death 

protein 1) ont rapidement généré des résultats inespérés, d'abord dans le mélanome puis le 

cancer du poumon non à petites cellules. En 2018, cette avancée médicale a valu le Prix Nobel 

de physiologie ou médecine à ses concepteurs, James Allison et Tasuku Honjo.  

 

Cependant, la majorité des patients cancéreux ne bénéficient pas de ces anticorps bloquants les 

voies CTLA-4 ou PD-1 car les cancers parmi les plus fréquents tels que ceux du sein, du colon 

et de la prostate n’y répondent pas ou très peu. Pourtant, dans le cancer du sein particulièrement, 

les TILs (tumor-infiltrating lymphocytes) sont un facteur pronostic et prédictif de la réponse à 

la chimiothérapie, ce qui laisse penser que ces tumeurs ne sont pas complètement ignorées du 

système immunitaire. Depuis plusieurs années nous étudions l’immunogénicité du cancer du 

sein, cherchant à mettre en évidence des réponses lymphocytaires T spontanées spécifiques des 

cellules tumorales du sein et de les caractériser. Ceci afin de comprendre quelle approche de 

l’immunothérapie pourrait être la plus efficace pour traiter ce type de cancer. 
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1.  Immunothérapie tumorale 

1.1.  Principes de base de l'immunité adaptative 

Pour des raisons surtout didactiques notre immunité est classiquement divisée en deux 

systèmes: inné et adaptatif. Le premier est le plus ancien dans l'évolution, utilise des cellules 

myéloïdes comme les neutrophiles, monocytes, macrophages et cellules dendritiques, les 

cellules NK, de très nombreux facteurs solubles, depuis le complément jusqu'aux défensines, 

et des mécanismes tels que la fièvre, l'inflammation ou les barrières physiques comme la peau 

ou le mucus. L'immunité innée suffit à défendre la majorité des êtres vivants sur terre et son 

rôle en immunologie tumorale n'est pas négligeable. Mais nous ne l'utiliserons quasi pas dans 

ce travail.  

Il y a environ 450 millions d'années, apparaissent conjointement les ancêtres des molécules 

d'histocompatibilité, des lymphocytes B et T avec les immunoglobulines et les récepteurs T 

avec leur diversité considérable, et le facteur de transcription AIRE dans le thymus 2. Depuis 

les chondrichtyens (requins, raies), vertébrés gnathostomes au squelette cartilagineux, nous 

disposons donc, en plus de l'immunité innée, d'une immunité dite adaptative et les deux 

systèmes vont évoluer de concert. La nouveauté majeure de l'immunité adaptative est 

l'apparition de récepteurs encodés par des séquences d'ADN qui sont produites par des 

recombinaisons au hasard entre des familles de segments de gènes, ce qui génère une énorme 

diversité, gage de trouver pour chaque intrus les récepteurs qui vont le reconnaître. Les cellules 

porteuses de ces récepteurs -chaque cellule porte une seule espèce de récepteur- vont proliférer 

suite à cette reconnaissance et leur répertoire variera donc d'un individu à l'autre en fonction 

des intrus rencontrés. Désormais l'immunité s'adapte chez chacun, une révolution. 

Pour les lymphocytes B, le récepteur est une immunoglobuline de surface qui pourra ensuite 

être sécrétée sous forme d'anticorps. Elle peut donc reconnaître des antigènes extracellulaires, 

solubles ou à la surface d'agents infectieux ou de cellules. Une particularité est que les 

séquences de parties variables d'immmunoglobulines pourront encore changer après le premier 

contact du lymphocytes B naïf avec son antigène: des mutations somatiques vont survenir dans 

ces régions codantes de l'ADN et certaines d'entre elles, non synonymes, pourront améliorer 

l'affinité de l'immunoglobuline pour l'antigène. Les lymphocytes B plus affins pour leur 

antigène prolifèreront plus que les autres et l'affinité moyenne des anticorps produits va donc 

augmenter au décours de la réponse immunitaire et des contacts répétés avec les mêmes 

antigènes. Ce processus de mutations somatiques menant à une maturation d'affinité n'existe 

pas pour les lymphocytes T. 
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Revenons à la génération des répertoires de lymphocytes B et T, en nous focalisant sur les T, 

objet de ce travail. Le récepteur des lymphocytes T (T cell receptor, TCR) est composé de deux 

chaînes, a et b, encodées par les gènes TRA et TRB.  Une catégorie de lymphocytes T porte des 

récepteurs formés de deux autres chaînes, g et ∂. Les chaînes a et b des TCR sont des 

glycoprotéines comportant une partie variable amino-terminale et une partie constante qui est 

ancrée dans la membrane plasmique. TRA et TRB comportent des familles de segments de 

gènes: V (Variable) et J (Joining) pour TRA, V, D (Diversity) et J pour TRB (Figure 1.1). Ces 

segments de gènes codent pour les parties variables des récepteurs. Ces familles sont suivies 

des séquences codant pour les parties constantes. Dans TRB la notion de 'famille' de segments 

D est particulière: il y a deux régions géniques comportant chacune 1 seul D, 6 ou 7 J suivis de 

C. 

Lors de la maturation des thymocytes, des recombinaisons somatiques vont survenir entre des 

segments D et J puis V et DJ pour TRB puis entre des segments V et J pour TRA. La diversité 

de TCR obtenue simplement par ces combinaisons entre membres de familles de segments de 

gènes, et par la combinaison d'une chaîne a et d'une chaîne b, est de (42 x 61) x (47 x 13) = 1 

565 382. Mais ces recombinaisons ne juxtaposent pas simplement les séquences germinales, 

les jonctions sont dites imprécises car elles s'accompagnent de la délétion puis de l'insertion 

TRA  (chromosome 14)

TRB (chromosome 7)

Vα1 Vα2 Vα42 Jα1 à Jα61 Cα

Vβ1 Vβ2 Vβ47 Dβ1

Dβ1

Jβ1.1 à 1.6

-Jβ4

Cβ1 Dβ2 Jβ2.1 à 2.7 Cβ2

Vβ1 Vβ2

Vβ1 Vβ2

Vβ47 Cβ1 Dβ2 Jβ2.1 à 2.7 Cβ2

Cβ1 Dβ2 Jβ2.1 à 2.7 Cβ2

CDR3

Figure 1.1. Organisation des segments de gènes dans TRA et TRB du TCR et réarrangement VDJ du TRB.
A. Configuration germinale de TRA et TRB.
B. Représentation d’un réarrangement DJ puis VDJ (Vb2-Db1-Jb4) dans TRB, et ARN messager correspondant. 
La région CDR3 est encadrée en rouge.

A

B
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d'un nombre variable de nucléotides quelconques entre D et J puis entre V et D pour TRB et 

entre V et J pour TRA. Il y a donc dans le produit recombiné final des nucléotides qui ne se 

trouvaient pas dans l'ADN germinal: les nucléotides N. Il peut y en avoir jusqu'à 20. Cela 

augmente considérablement la diversité des TCR produits. Théoriquement, cette diversité 

pourrait atteindre 1015. En pratique elle est estimée autour de 1010 3 et des échantillons de sang 

contiennent de 5 à 20 106 TCR différents 4. Parce qu'il y a deux recombinaisons pour générer 

une séquence TCRb et une seule pour TCRa, la diversité des chaînes b est plus grande que 

celle des chaînes a.  

 

Au contraire des lymphocytes B, les lymphocytes T reconnaissent des antigènes qui 

proviennent de l'intérieur des cellules. Ils sont très importants pour nos défenses contre les 

bactéries intracellulaires et les virus. Chaque lymphocyte T porte environ 105 TCR, tous 

identiques mais différents d'une cellule à l'autre. Une première catégorie de ces lymphocytes 

portent le corécepteur CD8 et ont des TCR qui reconnaissent des peptides de 8 à 11 acides 

aminés, le plus souvent 9. Ces peptides sont présentés par des molécules d'histocompatibilité 

de classe I, chez l'homme les molécules HLA-A, HLA-B et HLA-C. Les peptides sont en 

conformation étendue, liés de manière non covalente dans une fente présente à la surface de la 

molécule HLA 5. Chaque molécule HLA présente un seul peptide antigénique. Ces peptides 

proviennent en majorité de protéines cytosoliques encodées par du matériel génétique qui se 

trouve dans la cellule reconnue. Ce matériel génétique peut être propre à la cellule ou d'origine 

infectieuse. Ces protéines, le plus souvent parce qu'elles sont ubiquitinées ou parce qu'elles sont 

mal repliées pendant leur synthèse, sont digérées par le protéasome. Les peptides résultant -de 

20 à 40 acides aminés- sont activement transportés dans le réticulum endoplasmique par TAP 

(Transporter Associated with antigen Processing) puis sont encore raccourcis jusqu'à 9 acides 

aminés pour pouvoir se lier à une molécule HLA. Après liaison de la ß2-microglobuline, le 

trimère peptide/chaîne lourde HLA/ß2m migre vers la surface de la cellule et peut être reconnu 

par des TCR.  

N'importe quel peptide ne se lie pas à n'importe quelle molécule HLA. Les fentes de 

présentation peptidique des molécules HLA comportent dans leur plancher des poches de tailles 

et compositions différentes (hydrophobe, chargée positivement ou négativement) qui 

accueillent les chaînes latérales d'acides aminés du peptide. Le nombre, la position et la 

composition de ces poches déterminent quels peptides peuvent être présentés. Inversément, la 

présence d'un motif d'ancrage particulier, par exemple un petit acide aminé hydrophobe en 

position 2 et un résidu chargé positivement en position 9, détermine qu'un peptide peut être 
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présenté pas une molécule HLA donnée. Les motifs d'ancrage varient d'une molécule HLA à 

l'autre. Le polygénisme des molécules HLA (A, B et C) augmente donc notre capacité à 

présenter plus de peptides antigéniques différents, c'est-à-dire avec des motifs d'ancrage 

différents. C'est un avantage pour chaque individu. Le très grand polymorphisme des gènes 

HLA, de son côté, fait en sorte que nos capacités de présentation de peptides varient d'un 

individu à l'autre. Face aux antigènes d'origine infectieuse, c'est un avantage pour l'espèce. De 

ces règles de présentation antigénique résulte le fait que face à une séquence protéique chez un 

individu avec un typage HLA donné, soit le plus souvent 6 molécules HLA de classe I, on peut 

utiliser les motifs d'ancrage correspondants pour prédire quels peptides dérivés de cette protéine 

sont susceptibles d'être présentés aux lymphocytes T de cette personne. 

 

Une deuxième catégorie de lymphocytes T portent le corécepteur CD4 et reconnaissent des 

peptides plus longs, de 14 à 26 acides aminés, présentés par une molécule d'histocompatibilité 

de classe II: HLA-DP, HLA-DQ et HLA-DR. Dans ce cas les peptides proviennent de protéines 

extracellulaires ou membranaires empruntant la voie de l’endocytose.  

Les lymphocytes T CD8+ se différencient souvent en cellules cytolytiques, capables de lyser 

des cellules infectées ou tumorales. Quasi toutes les cellules nucléées de l'organisme, sauf les 

cellules germinales ou trophoblastiques, peuvent exprimer des molécules HLA de classe I, et 

donc être détruites par des lymphocytes T cytolytiques CD8+. C'est bien entendu crucial dans 

notre défense contre les pathogènes intracellulaires. 

Les lymphocytes T CD4+ ont des rôles plus variés que les CD8+: collaborer avec les 

lymphocytes B pour augmenter l'efficacité des réponses anticorps (augmentation d'affinité par 

mutations somatiques, commutation isotypique depuis IgM vers IgG ou IgA ou IgE, 

différenciation en lymphocytes B mémoires), avoir un rôle proinflammatoire via des cytokines 

comme l'IL-17 ou un rôle immunosuppresseur dans le cas des T régulateurs. L'activation des 

lymphocytes T CD4 dépend de cellules qui portent des molécules HLA de classe II, et en 

situation normale il ne s'agit que de cellules immunitaires comme les macrophages, les cellules 

dendritiques ou les lymphocytes B.  

L'activation des lymphocytes T CD4+ ou CD8+ dont les TCR reconnaissent leur antigène, c'est-

à-dire un complexe HLA/peptide particulier, le signal d’activation est transduit par le complexe 

CD3 associé au TCR. Plusieurs voies de signalisation mènent aux facteurs de transcription 

NFAT, NF-kB et AP-1 qui vont déclencher la réponse transcriptionnelle 6. Cette dernière peut 

inclure la prolifération cellulaire, la sécrétion de cytokines, l'expression à la surface cellulaire 

de molécules telles que CD25, CTLA-4 ou PD-1, ou l'activité cytolytique. NFAT devient actif 
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après démasquage d'un site de localisation nucléaire suite à une déphosphorylation médiée par 

la calcineurine, une sérine/thréonine phosphatase activée par la calmoduline en présence de 

calcium. NFAT se lie à la séquence consensus 5'-GGAAA. 

 

1.2.  Antigènes tumoraux reconnus par des lymphocytes T 

Le rôle des lymphocytes T dans les phénomènes de rejet des tumeurs et de protection anti-

tumorale a été établi au début des années 1970 7. Mais il a fallu beaucoup de temps pour 

comprendre ce rôle en identifiant les antigènes reconnus, à une époque où la nature générale de 

ces antigènes, soit un peptide sur une molécule d'histocompatibilité, n'était pas encore connu. 

Les premiers résultats furent obtenus avec des tumeurs de souris en 1988 8 et 1989 9. Il fallut 

encore une dizaine d'années pour identifier les premiers antigènes tumoraux humains reconnus 

par des lymphocytes T 10. Cela fut possible grâce d'une part aux lignées tumorales qu'il est 

possible d'obtenir à partir de mélanomes, mais très rarement pour d'autres tumeurs, et d'autre 

part des clones de lymphocytes T cytolytiques dérivés de lymphocytes T du sang ou infiltrant 

la tumeur du patient dont provient la lignée. Il reste aujourd'hui peut-être un biais 'mélanome' 

dans nos connaissances des antigènes tumoraux humains.  

La notion de spécificité tumorale est cruciale quand on résume les résultats obtenus à propos 

d'antigènes tumoraux humains reconnus par des lymphocytes T, car beaucoup de ces 

lymphocytes ont une activité cytolytique et des toxicités majeures sont attendues si ces 

lymphocytes reconnaissent des cellules normales en plus des cellules tumorales. Il est 

intéressant de remarquer que la quasi-totalité des antigènes tumoraux identifiés comme 

mentionné ci-dessus, avec des T provenant de patients et reconnaissant la tumeur autologue, se 

sont avérés être spécifiques des tumeurs 10. La seule exception notoire est le cas particulier des 

antigènes de différenciation mélanocytaire.  

On peut catégoriser les antigènes tumoraux en fonction du mécanisme génétique qui préside à 

leur expression spécifique ou préférentielle sur les cellules tumorales par rapport aux cellules 

non tumorales.  

Trois types d'antigènes tumoraux ont une grande spécificité tumorale. Les premiers sont 

encodés par des gènes mutés dans les tumeurs 11,12 par rapport aux cellules normales. Ces 

mutations non synonymes sont le plus souvent des substitutions d'un seul nucléotide. L'acide 

aminé mutant résultant de la mutation est soit indispensable à l'ancrage du peptide antigénique 

à une molécule HLA, soit reconnu par le TCR du T anti-tumoral. Des indels (insertions, 



 16 

délétions) peuvent aussi générer des antigènes, en menant par exemple à l'utilisation d'un cadre 

de lecture alternatif ou en allongeant le cadre de lecture normal. Dans l'immense majorité des  

cas, ces mutations et donc ces antigènes sont propres à un seul patient, ce qui a longtemps limité 

leur intérêt parce qu'il n'était possible ni de les identifier pour chaque patient ni de produire des 

vaccins thérapeutiques individuels. 

 

  

Table 1.1. Expression de gènes cancer germline dans différentes tumeurs

Gènes Sein Mélanome 
(primaire)

Mélanome 
(metast.)

Poumon* Tête et cou Colon Prostate

MAGEA1 19 25 46 46 31 0 18
MAGEA2 9 52 70 44 38 13 18
MAGEA3 13 55 74 47 51 17 18
MAGEA4 6 18 25 51 53 11 0
MAGEA6 15 59 72 51 58 11 23
MAGEA10 4 24 47 45 30 0 10
MAGEA12 13 34 62 30 27 11 5
BAGE1 12 12 31 10 6 0 0
GAGE1 10 29 41 38 26 0 15
CTAG2 23 33 33 41 35 0 27
CTAG1A/B 23 17 35 27 24 0 27

Pourcentage de tumeurs exprimant les gènes de type MAGE  indiqués
*Poumon: adénocarcinomes et carcinomes épidermoïdes
CTAG2  initialement décrit sous le nom LAGE-1
CTAG1A/B  initialement décrit sous le nom de NY-ESO-1  (ou LAGE-2)
Table adaptée de Coulie et coll. Nat Rev Cancer 2014 et van der Bruggen et coll. Immunol Rev 2002
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Un deuxième groupe d'antigènes spécifiques des tumeurs dépend de gènes dits 'cancer-

germline' parce qu'exprimés chez l'adulte dans des tumeurs mais pas dans les tissus normaux à 

l'exception de cellules germinales mâles et de cellules trophoblastiques, qui ne portent pas de 

molécules HLA. Par conséquent les peptides antigéniques codés par ces gènes ne sont présentés 

sur des molécules HLA que sur des cellules tumorales. Les premiers gènes 'cancer-germline' 

ont été découverts dans des mélanomes et appelés MAGE pour Melanoma AntiGEn 13. Leur 

expression est due à une déméthylation de leur promoteur ce qui explique que régulièrement 

plusieurs gènes de type MAGE sont activés dans la même tumeur. Ce mécanisme est d’autant 

plus fréquent dans les stades avancés des cancers 14. Les antigènes de type MAGE sont partagés 

par différents types histologiques de cancer, ce qui a donné lieu au développement d’études 

cliniques de vaccination principalement dans le mélanome métastatique, avec des résultats 

intéressants mais dans seulement une petite proportion des patients vaccinés 15. La Table 1.1 

montre le pourcentage de tumeurs qui expriment des gènes cancer-germline pour différents 

cancers dont le cancer du sein 10. Certaines tumeurs primaires du sein expriment ces gènes, ce 

sont surtout des tumeurs de haut-grade n’exprimant pas les récepteurs hormonaux (sous-type 

triple négatif essentiellement) 16. 

La troisième catégorie d’antigènes tumoraux spécifiques sont des peptides antigéniques codés 

par des virus oncogéniques comme HPV ou EBV. Dans le cancer du sein seuls les rétrovirus 

endogènes, qui font régulièrement surface dans la littérature depuis la découverte de l'oncogène 

MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus) pourraient constituer des cibles antigéniques 

tumorales spécifiques, même si l'étiologie virale n'a jusqu'à présent pas de support scientifique 

solide 17. 

A côté de ces antigènes qui ont une grande spécificité tumorale, d'autres ont une spécificité 

tumorale bien moindre. On les qualifie souvent d'antigènes associés aux tumeurs. Ils sont aussi 

présents sur certaines cellules normales. Un premier groupe sont des antigènes de 

différenciation, exprimés par les cellules tumorales et uniquement les cellules normales du tissu 

d’origine. La présence spontanée de CTL reconnaissant ce type d’antigènes n'a été documentée 

quasiment que dans le mélanome, où les peptides antigéniques décrits proviennent de protéines 

telles que TYR, MLANA ou PMEL, impliquées dans la synthèse ou le transport de la mélanine 
10. Aucun antigène de différenciation crédible n'a été décrit pour les cancers du sein. Ensuite il 

y a des antigènes tumoraux codés par des gènes qui sont surexprimés dans les cellules tumorales 

par rapport aux cellules normales. Le meilleur exemple est ERBB2, surexprimé dans certains 

sous-types de carcinomes du sein, de l’ovaire et gastrique. Plusieurs peptides antigéniques ont 

été décrits et utilisés dans des études cliniques de vaccination 18. Malgré que HER2 soit 
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également exprimé par plusieurs tissus normaux, peu d’effets secondaires de type auto-immuns 

ont été rapportés. Il n'est pas exclu que ceci soit la conséquence d'immunisations plutôt faibles 

avec les vaccins utilisés, car l'unique utilisation de CAR-T anti-ERBB2 s'est soldée par une 

toxicité pulmonaire létale 19.   

 

 

  

melanocytes autres
cellules

normales

SurexpressionExpression
restreinte aux tumeurs

Expression
restreinte au tissu

pas de protéine

autres
cellules

normales

pas de protéine

pas de HLA

spermatocytes
spermatogonies

trophoblaste

MutationProcessus 
génétique:

Antigènes: Associés aux tumeurs

Cellules
tumorales

Cellules 
normales

démethylation

démethylation

Plusieurs tumeursToutes tumeurs Mélanome Certaines tumeurs

Spécifiques des tumeurs

CH3

Figure 1.2. Catégories d’antigènes tumoraux reconnus par des lymphocytes T.
Représentation des antigènes tumoraux et des mécanismes génétiques qui les génèrent. Ils sont regroupés 
selon leur degré de spécificité tumorale: spécifiques des tumeurs et associés aux tumeurs. Les antigènes 
spécifiques des tumeurs peuvent être générés par des mutations ponctuelles modifiant la séquence du peptide 
présenté par la molécule HLA ou permettant la liaison du peptide au HLA. Ils peuvent aussi être générés par 
l’expression restreinte à la tumeur de certains gènes (gènes de type MAGE) par déméthylation de ceux-ci. 
Seules les cellules germinales les expriment également mais étant dépourvues de molécules HLA, aucun 
peptide n’est présenté en surface. Les antigènes viraux (non représentés) sont des peptides provenant de 
l’expression de protéines de virus oncogéniques après intégration du génome viral dans le génome de la 
cellule hôte (ex: Le papillomavirus ‘HPV’ dans les cancers du col de l’utérus). Les antigènes associés aux 
tumeurs ne sont pas spécifiques des cellules tumorales. Les antigènes de différenciation ont une expression 
restreinte à un type cellulaire et aux cellules tumorales qui en dérivent. Ils sont essentiellement décrits dans le 
mélanome. Des antigènes proviennent de l’expression nettement plus importante d’un gène dans les cellules 
tumorales que dans les cellules normales. (adapté de P.G. Coulie, Nat Rev Cancer 2014).
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La Figure 1.2 résume les caractéristiques des différents types d’antigènes tumoraux que nous 

venons de décrire. Ce sont des antigènes pour lesquels une réponse lymphocytaire T spécifique 

et spontanée a été mise en évidence, ils sont donc immunogéniques. Remarquons d'emblée que 

malgré l'existence de ces antigènes et de réponses lymphocytaires T spontanées contre eux chez 

certains patients, le cancer poursuit son évolution, mettant en échec le système immunitaire. 

Deux types d'explications non mutuellement exclusives sont possibles: la pression de sélection 

par le système immunitaire favorise le développement de clones tumoraux résistants, ou la 

tumeur acquiert des mécanismes d’immunosuppression vis-à-vis des lymphocytes T. 

 

1.3.  Mécanismes d’immunosuppression 

Parmi les différents mécanismes décrits qui empêchent les CTL anti-tumoraux d’être 

parfaitement fonctionnels, nous n’en citerons que quelques-uns car ceci dépasse largement le 

cadre de notre travail. De manière didactique, nous pouvons différencier ceux-ci de deux 

façons : soit ce sont les cellules tumorales elles-mêmes qui expriment certains facteurs inhibant 

les CTL, soit c’est le micro-environnement tumoral qui serait enrichi en facteurs (ex : IL-10) 

ou en cellules immunitaires immunosuppressives telles que les Tregs (lymphocytes T 

régulateurs) ou les MDSC (Myeloid-derived suppressor cell). 

Parmi les facteurs exprimés par les cellules tumorales, il y a les ligands des co-récepteurs 

inhibiteurs physiologiques des lymphocytes T comme PD-L1. Les cellules tumorales peuvent 

l’exprimer soit de manière constitutive soit cette expression peut être induite par l’IFNg sécrété 

par les CTL ce qui est considéré par certains comme un marqueur d’une réponse lymphocytaire 

T locale 20,21.  

Les cellules tumorales peuvent aussi exprimer l’enzyme IDO1 qui dégrade le tryptophane, acide 

aminé essentiel pour la prolifération et les fonctions effectrices des lymphocytes T 22,23. Des 

études cliniques utilisant des inhibiteurs d’IDO en monothérapie ou associés à la chimiothérapie 

sont en cours dans le cancer du sein. 

Un autre mécanisme de résistance des cellules tumorales est la perte d’expression des molécules 

HLA permettant d’échapper à la reconnaissance par les CTL. 

Parmi les cellules immunitaires immunosuppressives qui peuvent infiltrer les tumeurs, nous 

nous sommes intéressés au Tregs. Leur développement dépend du facteur de transcription 

FOXP3 24. Ils résident normalement dans les organes lymphoïdes et les barrières tissulaires où 

ils jouent un rôle important dans l’homéostasie et la protection contre les réactions auto-

immunes, comme on peut le déduire des déficits héréditaires en FOXP3 aussi bien chez 
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l’homme que chez la souris 25-27. Ils peuvent se différencier dans le thymus (Tregs dits naturels, 

nTregs) ou en périphérie (Tregs induits, iTregs), avec le même phénotype et les mêmes 

capacités immunosuppressives. Leur identification phénotypique repose le plus souvent sur la 

co-expression de CD4, CD25 élevé, FOXP3 et CTLA-4, sans CD127. Chez l’homme FOXP3 

seul ne suffit pas car tous les T humains activés l’expriment. Les marqueurs d’activation sont 

souvent ICOS, GITR, GARP et HLA-DR. Les Tregs peuvent certainement jouer un rôle dans 

les cancers 28-30. Leur mécanisme immunosuppresseur principal est l’activation du TGFß. 

Démontrer leur fonction immunosuppressive requiert des tests de co-culture avec des 

lymphocytes T dont on mesure ensuite certaines fonctions effectrices, ce qui n’est pas facile à 

réaliser 31. 

 

2. Immunothérapies actuelles du cancer 

Actuellement, 6 anticorps immunostimulants sont approuvés en clinique dans différents cancers 

solides : le mélanome, le cancer du poumon non à petites cellules, le rein, la vessie, le foie, 

l’estomac, le carcinome de Merkel, les cancers avec instabilité des microsatellites (MSI+) dont 

le colon et plus récemment dans le cancer du sein triple négatif 32,33. Dans la grande majorité 

des cas, ils sont indiqués pour le traitement du stade métastatique et certains en adjuvant. 

Plusieurs études sont en cours pour évaluer leur efficacité en situation néo-adjuvante, 

notamment dans le cancer du sein. Ces anticorps bloquent soit les co-récepteur inhibiteurs des 

lymphocytes T comme CTLA-4 (Ipilimumab) ou PD-1 (Nivolumab et Pembrolizumab), soit le 

ligand de PD-1 exprimé par les cellules tumorales, PD-L1 (Durvalumab, Atézolizumab et 

Avelumab). Ces traitements ont nettement amélioré le pronostic de patients avec des cancers 

métastatiques comme le mélanome ou le cancer du poumon avec comme caractéristique 

principale d’induire des réponses de longue durée 33. Cependant, le taux de réponse reste 

relativement faible. Il est de 31% sous Nivolumab en monothérapie pour des patients avec un 

mélanome métastatique en seconde ligne 34, et entre 40 et 45% quand il est donné en première 

ligne de traitement 35. La combinaison Nivolumab/Ipilimumab a amélioré ce taux de réponse 

mais au prix d’effets secondaires sévères plus importants. Il est donc crucial de disposer de 

biomarqueurs permettant de sélectionner les patients qui vont bénéficier de ces traitements. A 

l’heure actuelle le seul qui soit utilisé en pratique clinique, bien qu’il soit imparfait, est 

l’expression de PD-L1 par les cellules tumorales (Tumor proportion score, TPS) et/ou les 

cellules immunes (lymphocytes et macrophages) localisées dans le microenvironnement 

tumoral (Combined Positive score, CPS) mesurée par immunohistochimie. Globalement, les 
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tumeurs qualifiées de « PD-L1 positives » et ce dans plusieurs types de cancers, répondent 

mieux aux anti-PD-1/PD-L1 que les tumeurs dites négatives 36. Un autre biomarqueur 

intéressant ayant également montré une corrélation avec la réponse est le taux de mutations 

somatiques. En effet, parmi les mélanomes, ceux dont le nombre de mutations somatiques non 

synonymes étaient supérieur à 100 présentaient un bénéfice clinique plus important sous 

Ipilimumab ou anti-PD-1/PD-L1. Les cancers du colon MSI+ ont un taux de mutation 20 fois 

plus important que les non MSI+ (ou MSS) et un taux de réponse de 50% sous Pembrolizumab 

alors qu’il est de 0% pour les MSS 35. D’autres biomarqueurs comme la signature génique IFNg 

et la clonalité du répertoire TCR ont aussi été étudiés mais sont moins validés. En conclusion, 

aucun de ces biomarqueurs n’est suffisant à lui seul pour discriminer complètement les patients 

répondeurs des non répondeurs. Des études sont en cours sur des approches associant ces 

différents biomarqueurs en combinant des techniques d’immunohistochimie en multiplex et de 

séquençage à haut débit. 
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Figure 1.3. Caractéristiques principales des sous-types moléculaires de cancer du sein invasif.
Pour chaque sous-type, représentation de leur proportion (en %), du niveau d’expression des récepteurs aux 
oestrogènes (ER), à la progestérone (PR) et HER2, du taux de prolifération déterminée par le marqueur Ki67, 
du degré de différentiation histologique et du pronostic selon une échelle relative. Indication des traitements 
systémiques principaux correspondants, pour les stades non métastatiques. Deux sous-types moléculaires moins 
fréquents (Claudin-Low et Normal-like) ne sont pas représentés mais sont en général rattachés au sous-type 
basal-like dans la catégorie histologique des cancers du sein triples négatifs (n’exprimant aucun récepteur). 
Figure adaptée de N. Harbeck et al, Nat Rev, 2019.
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3. Le cancer du sein invasif 

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme, et ceci dans le monde entier. En 

Belgique, il touche environ une femme sur 8. En 2018, 10 905 nouveaux cas ont été 

diagnostiqués (données issues de ‘Cancer fact Sheets’, Registre du Cancer, année d’incidence 

2018, Bruxelles 2020). Les deux formes histologiques les plus fréquentes sont le carcinome 

canalaire infiltrant ou CCI (70-75%) et le carcinome lobulaire infiltrant ou CLI (12-15%), 

faisant référence à leur origine anatomique dans la glande mammaire 37. 

Cette classification histologique est complétée par l’identification en immunohistochimie 

(IHC) de facteurs pronostiques que sont le niveau d’expression des récepteurs hormonaux aux 

œstrogènes (ER) et à la progestérone (PR), de la protéine HER2 codée par ERBB2 ainsi que le 

taux de prolifération cellulaire (déterminé par le pourcentage de cellules tumorales positives 

pour le marqueur Ki67). Sur base de ces facteurs, on peut distinguer les cancers du sein 

hormonosensibles, ceux surexprimant HER2 ou les triples négatifs quand ils n’expriment aucun 

récepteur. D’un point de vue moléculaire le cancer du sein comprend 4 sous-types 

« intrinsèques » principaux ayant été déterminés sur base du profil d’expression de 496 gènes: 

Luminal A, Luminal B, HER2-enriched et basal-like. Il y a une corrélation entre la classification 

histologique par IHC et les sous-types moléculaires 38. Ces sous-types de cancers du sein 

diffèrent non seulement par leur biologie mais aussi par leur pronostic et leur réponse aux 

traitements systémiques 39. La Figure 1.3 résume les caractéristiques principales des différents 

sous-types moléculaires de cancer du sein 39. 
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3.1.  Implication du système immunitaire dans le cancer du sein 

La présence de cellules immunitaires dans le microenvironnement des carcinomes mammaires 

a été largement étudié. Parmi ces cellules, les lymphocytes T sont les plus fréquents et ont fait 

l’objet d’une attention particulière vu leur rôle potentiel dans un rejet tumoral ou une protection. 

Plusieurs arguments plaident en faveur d’une reconnaissance des cellules tumorales du sein par 

des lymphocytes T.  

 

3.1.1. « Tumor-infiltrating lymphocytes » ou TILs 

Le terme TILs décrit en réalité des cellules mononucléées qui infiltrent la tumeur et sont 

détectées en microscopie optique sur une coupe colorée par hématoxyline et éosine (HE). La 

majorité des TILs sont situés dans le stroma plutôt que dans le nid tumoral mais les proportions 

de TILs de ces deux compartiments sont corrélées 40. Ce sont les lymphocytes T qui en sont la 

composante cellulaire dominante avec une majorité de cellules CD4 dans les tissus tumoraux 

avant traitement par chimiothérapie 41,42. Parmi les différents sous-types tumoraux, les cancers 

du sein triple négatifs et HER2 positifs contiennent plus de TILs 43. Bien que la présence des 

TILs et leur association positive sur le pronostic dans le cancer du sein avaient été documentées 

dès 1922 44, ce n’est qu'en 2010 que Denkert et coll. ont démontré que les TILs étaient un 

facteur prédictif de réponse à la chimiothérapie néo-adjuvante 40. Ces résultats ont été confirmés 

de manière robuste par plusieurs autres études démontrant que, essentiellement dans les cancers 

du sein triple négatifs et HER2 positifs, le taux de réponse pathologique complète (pCR) après 

chimiothérapie néo-adjuvante augmentait avec le nombre de TILs. Cette association s’est 

révélée également positive pour des traitements néo-adjuvants associant la chimiothérapie et 

un traitement anti-HER2 pour les cancers du sein HER2 positifs. Bien qu’étudié sur moins de 

patientes, il semblerait que ce soit également le cas pour les cancers du sein hormonosensibles 
45,46. 

Les TILs, notamment les TILs CD8+, sont également un facteur de meilleur pronostic 47. Dans 

les cancers du sein triples négatifs et HER2 positifs, il y a une corrélation claire entre 

l’augmentation du nombre de TILs CD8+ et l’allongement de la survie sans récidive (RFS pour 

recurrence-free survival) 48. Par contre, pour les cancers ER positifs, les résultats sont 

contradictoires, apparemment selon le statut HER2: certains notent une corrélation inverse entre 

l’infiltration par des TILs et la survie pour les cancers du sein ER+HER2- 45, tandis que dans les 

cancers du sein ER+HER2+, la présence de TILs CD8+ diminue le risque relatif de mortalité 48. 
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3.1.2. Structures lymphoïdes tertiaires (TLS: tertiary lymphoid structure) 

Les TLS sont des agrégats organisés de cellules immunitaires observés dans des tissus non 

lymphoïdes lors de phénomènes inflammatoires ou réponses immunitaires chroniques 

(infections, maladie auto-immunes, rejets chroniques de greffe ou tumeur). Les TLS dits 

matures sont composés d’une zone riche en lymphocytes T (essentiellement des CD4: les T 

auxiliaires folliculaires (T follicular helper, TFH) au contact d’une zone de lymphocytes B 

formant un centre germinatif contenant également des cellules dendritiques folliculaires (FDC). 

On note également la présence de veinules post-capillaires à endothélium épais (High 

Endothelial Venules ou HEV) comme dans les organes lymphoïdes secondaires. Ces TLS 

représenteraient un site privilégié pour une présentation locale d’antigènes tumoraux par les 

cellules dendritiques (DC) aux lymphocytes T 49.  

Des TLS sont souvent observés dans les tumeurs du sein et leur fréquence varie selon différents 

facteurs. Ils sont plus fréquemment détectés dans les tumeurs de haut grade, les tumeurs ER et 

PR négatives et les tumeurs HER2 positives et en présence de lésions pré-tumorales de 

carcinomes canalaires in situ 50-54. A noter qu’il existe une corrélation entre taux d’infiltration 

par les TILs et présence de TLS aussi bien dans le site primaire que les métastases pulmonaires 

et hépatiques 50,51,54,55. 

Indépendamment de la densité de TILs, un impact positif de la densité en TLS sur la survie 

globale et la survie sans récidive a été démontré dans plusieurs cancers (mélanome, poumon et 

colon) dont le cancer du sein 49. Plus précisément, suite à la difficulté et à l’absence de 

consensus pour évaluer la présence de TLS histologiquement sur des coupes HE ou en IHC, 

leur présence est plus souvent évaluée par un marquage IHC des HEV (MECA79) ou de 

CXCL13, chémokine attirant les lymphocytes B et T et qui a un rôle clé dans la formation des 

TLS. 

Une signature transcriptomique de 8 gènes représentant les TFH, dont CXCL13 qui peut aussi 

être utilisé seul, est un facteur prédictif de réponse à la chimiothérapie et est associé à une 

meilleure survie sans récidive, surtout dans les sous-types HER2+ 42. Dans les cancers du sein 

triples négatifs, à la fois la densité en HEV et l’expression de CXCL13 sont associées à une 

meilleure pCR et un meilleur pronostic 51. Dans les cancers HER2+, la présence de TLS évaluée 

par des marquages IHC pour les B, T, FDC et HEV est corrélée à une meilleure survie sans 

récidive mais pas à une meilleure survie globale 52. Une étude plus récente, évaluant 

histologiquement la présence de TLS (à distance ou dans la zone tumorale) en HE et confirmée 

parfois par des marquages IHC, associe TLS plutôt avec un moins bon pronostic 53. Cependant, 
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les auteurs ont analysé les données de survie de tous les sous-types de cancer du sein confondus 

alors qu’ils montrent bien que ce sont les tumeurs HER2+ et triples négatives qui contiennent 

nettement plus de TLS. Dès lors ces données de survie sont probablement corrélées aux sous-

types moléculaires et pas particulièrement à la présence de TLS. 

Par contre, le fait de détecter de grandes quantités de Tregs FOXP3+ activés (ICOS+) au contact 

de DC matures (LAMP+) dans ces agrégats lymphoïdes situés au pourtour des foyers tumoraux 

est associé à une moins bonne survie 31. 

 

3.1.3. Lymphocytes T régulateurs (Tregs) 

Comme indiqué plus haut, parmi les TILs ce sont les lymphocytes T CD4 qui prédominent. 

Depuis plusieurs années, une sous-population de T CD4, les Tregs, a été observée dans les 

tumeurs du sein et un intérêt croissant pour cette population se manifeste par rapport à son 

possible rôle pro-tumoral par inhibition de la réponse T CD8 anti-tumorale. Des premières 

analyses sur le sang de patientes atteintes de cancer du sein ont montré une plus grande quantité 

de Tregs (T CD4+CD25+) par rapport au sang de donneurs sains 56. Cette différence est surtout 

significative pour les patientes atteintes d’un cancer HER2+. Étonnamment, le pourcentage de 

Tregs circulant parmi les T CD4 diminue après traitement par Trastuzumab et 

proportionnellement au taux de réponse 57. Dans les tumeurs primaires, les fréquences de Tregs 

varient fortement d’une patiente à l’autre: les Tregs (définis en cytométrie de flux comme étant 

des T CD4+CD25high ± FOXP3+CD127-) peuvent représenter 20 à 30% en moyenne des T CD4 

et sont plus nombreux que dans le tissu mammaire normal 28,31,56. 

Comme pour les TILs dans leur ensemble, il existe une corrélation entre une quantité importante 

de Tregs (majoritairement évalués en IHC par un marquage FOXP3) et le grade histologique, 

le statut HER2+ et l'absence d’expression de récepteurs hormonaux 31,57-62. Il existe une 

corrélation entre le nombre de TILS CD8+ et FOXP3+ 60. On retrouve une majoration du nombre 

de Tregs en association avec l’agressivité du phénotype tumoral, et ils seraient particulièrement 

prédominants dans les cancers du sein triples négatifs et/ou de grade III 28,62,63. A noter que des 

Tregs sont également détectés dans des lésions de carcinome canalaire in situ (CCIS) de 

manière plus importante que dans les tissus normaux mais moindre que dans les CCI 58,64. 

 

Une méta-analyse publiée en 2015, regroupant 14 études réalisées dans le cancer du sein, 

essentiellement depuis 2010 (au total 5183 tumeurs du sein) avec un suivi moyen de 10,5 ans, 

conclut qu’une haute densité en TILs FOXP3+ est significativement associée à une diminution 
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de la survie globale mais pas de la survie sans récidive ou sans progression 65. Il semblerait que 

ce soit surtout le cas pour les cancers du sein ER+ 31,58 alors que l’impact serait plutôt favorable 

pour les cancers du sein ER négatifs 66. Cependant, les auteurs mentionnent une grande 

hétérogénéité entre les études, attribuée aux différentes manières de quantifier les Tregs, à la 

durée du suivi ainsi qu’au fait d’analyser les sous-types moléculaires ensemble ou séparément. 

Une seconde méta-analyse réalisée en 2016 sur 8666 cas confirme ces résultats sur la survie 

globale ainsi que l’absence d’impact sur la survie sans récidive, sans faire de distinction entre 

les différents sous-types moléculaires 61.  

Certains ont voulu déterminer si l’impact sur la survie dépendait de la localisation des Tregs 

par rapport aux cellules tumorales. Gobert et coll. ont étudié le nombre de cellules FOXP3+ sur 

des « tissues microarrays (TMA) » pour 191 patientes et montrent que quand les Tregs sont 

dans des infiltrats lymphoïdes autour des tumeurs cela augmente le risque de rechute et de 

mortalité (surtout dans les tumeurs ER+) alors que quand ils sont au sein du nid tumorale, il n’y 

pas de corrélation avec les données de survie 31. Liu et coll. ont réalisé la même analyse sur des 

coupes histologiques entières provenant de 1270 patientes et montrent que ce sont les Tregs 

FOXP3+ situés au sein de la tumeur (et non pas dans les infiltrats autour) qui péjorent le 

pronostic aussi bien pour les tumeurs ER+ que ER-. Par contre, un ratio CD8+/FOXP3+ élevé 

dans les infiltrats lymphoïdes péri-tumoraux est associé avec un meilleur pronostic 63.  

Gobert et coll. ont caractérisé de manière plus précise les Tregs infiltrant les tumeurs primaires 

et montré que seuls les Tregs au sein des agrégats lymphoïdes avaient un phénotype activé et 

prolifératif (ICOS+ et KI67+) 31. Dans la même idée, Plitas et coll. ont comparé des Tregs extraits 

de tumeurs primaires du sein avec ceux extraits de tissus mammaires normaux et ont montré 

qu’en plus d’être plus fréquents dans les tumeurs, les Tregs y affichent un phénotype activé et 

prolifératif 28. De plus, ils décrivent une expression spécifique de CCR8 par les Tregs activés 

(CD4+ CD25high CD127- CD45RO+) extraits de tumeurs primaires du sein par rapport aux Tregs 

du parenchyme mammaire normal ou du sang. A partir de données du TCGA (The Cancer 

Genome Atlas), ils ont également rapporté un impact négatif sur la survie globale et la survie 

sans récidive (tous sous-types de cancer du sein confondus) d’un ratio CCR8/FOXP3 élevé 28. 

Quant à l’effet de la chimiothérapie sur l’infiltration par des TILs FOXP3+, les auteurs 

s’accordent sur le fait que la chimiothérapie à base d’anthracyclines diminue significativement 

le nombre de TILs FOXP3+ alors qu'elle n’a pas d’effet sur le nombre de TILs globaux ou de 

TILs CD3+ ou CD8+ quand les données sont disponibles 59,67,68. Cet effet serait plus marqué sur 

les TILs FOXP3+ localisés dans les infiltrats autours de la tumeur que ceux au sein du lit 

tumoral, et ce essentiellement dans les sous-types surexprimant HER2 ou triples négatifs 69. 
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Une seule petite étude portant uniquement sur les tumeurs triples négatives montre un effet 

prédictif de la réponse à la chimiothérapie (meilleure pCR) d’une faible infiltration par des TILs 

FOXP3+ dans la biopsie diagnostic 68. Mais une autre étude montre que c’est la présence (versus 

l’absence) de TILs FOXP3+ (indépendamment des T CD8+) qui serait un facteur prédictif de la 

pCR 60. Par contre, plusieurs études montrent une association entre un faible taux de TILs 

FOXP3+ après chimiothérapie et meilleur taux de pCR 67 60,69,70. Les patientes présentant une 

pCR ont également une diminution de cette infiltration significativement plus marquée que 

celles qui ne répondent pas à la chimiothérapie 59. 

Les données ne sont pas claires quant à l’effet de la diminution du taux de Tregs sur la survie 

globale ou sans récidive. 

En résumé, une population de lymphocytes T régulateurs est observée parmi les TILs des 

tumeurs du sein, même très précoces. Leur fréquence y est plus importante que dans le sang des 

patientes ou le parenchyme mammaire normal. Il y a une corrélation claire entre la densité en 

Tregs et des facteurs de mauvais pronostic comme le grade histologique, l’absence d’expression 

des récepteurs hormonaux et un statut HER2 positif. Les Tregs sont également retrouvés en 

quantité plus élevée dans les tumeurs plus agressives triples négatives. La chimiothérapie à base 

d’anthracyclines diminue significativement leur nombre. Par contre, pour pouvoir conclure sur 

un potentiel effet pronostic ou prédictif de l’infiltration des tumeurs par les Tregs, il faudrait 

réaliser des études prospectives à plus grande échelle en utilisant les techniques actuelles de 

marquage en multiplex plus robustes qu’un simple marquage FOXP3 pour mieux les identifier 

parmi les TILs. De plus, tout comme pour les TILs il faudrait établir des recommandations sur 

la façon de les quantifier avec des critères de localisation par rapport aux cellules tumorales et 

valider ceux-ci. 
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3.2.  Immunogénicité faible 

Bien que les arguments évoqués dans les sections précédentes suggèrent que le cancer du sein 

n’est pas totalement ignoré par le système immunitaire, celui-ci semble peu immunogénique. 

D’une part, les résultats des études cliniques évaluant l’efficacité des anticorps bloquant la voie 

PD-1 sont plutôt modestes, et, d’autre part, rares sont les lymphocytes T CD8 spécifiques des 

cellules tumorales mis en évidence chez des patientes. 

 

3.2.1. Efficacité de l’immunothérapie 

Pour discuter de l’efficacité des traitements d’immunothérapie, principalement par anticorps 

bloquant la voie PD-1, nous nous focaliserons sur les études de phase III. 

Les résultats intermédiaires de la première d'entre elles, IMPassion130, ayant montré un 

bénéfice de l’immunothérapie dans les cancers du sein métastatiques triples négatifs (TN), ont 

été présentés au congrès ESMO à Munich en 2018 32. Ceux-ci ont montré une amélioration de 

la survie sans progression (PFS) lorsqu’on ajoute l’atezolizumab (anti-PD-L1) versus placebo, 

au nab-paclitaxel (chimiothérapie à base de taxanes). Ce bénéfice est de 1,7 mois dans la 

population générale et de 2,5 mois chez les patientes PD-L1 positives (expression PD-L1 ≥ 1% 

sur les cellules immunitaires). Les résultats définitifs publiés en 2019 71 ont confirmé les 

résultats concernant la PFS mais ont montré qu’il n’y avait pas d’amélioration de la survie 

globale (OS) (Figure 1.4). Dès lors, ce traitement a été approuvé, et est disponible en Belgique 

seulement en usage compassionnel pour le traitement en première ligne métastatique des 

patientes atteintes d’un cancer TN PD-L1+. Bien que l’étude soit considérée comme positive, 

le bénéfice reste relatif. Cependant, une donnée intéressante est le taux de réponses complètes 

observé dans la population PD-L1+: il est de 10,3% avec atezolizumab + nab-paclitaxel et 1,1% 

avec placebo+nab-paclitaxel. En sachant que de longues périodes sans rechute sont observées 

chez les patients répondant à l’immunothérapie, ces chiffres sont une lueur d’espoir pour des 

patientes dont le pronostic de départ est très mauvais. Mais actuellement, il reste impossible de 

prédire qui seront ces patientes. 

Une seconde étude, IMPassion131, est encore en cours et évalue, pour les mêmes patientes, 

l’association de l’atezolizumab avec le paclitaxel (taxane habituellement utilisé en Europe au 

lieu du nab-paclitaxel). Elle a montré des résultats intermédiaires peu prometteurs lors du 

congrès ESMO 2020. En effet, il n’y a aucune différence significative en termes de PFS et 

d'OS, même pour les patientes PD-L1+ 72. Plusieurs hypothèses sont possibles et en cours 

d’analyse pour expliquer ces résultats décevants mais nous ne les évoquerons pas ici. 
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Stratified HR 0.63 (95% CI 0.50-0.80);
p<0.0001

Stratified HR 0.80 (95% CI 0.69-0.92);
p=0.0021

Figure 1.4. Etude IMPassion130:  Survie globale (OS) et survie sans progression (PFS).
Etude de phase III sur l’ajout d’atezolizumab (versus placebo) au nab-paclitaxel en première ligne métastatique pour 
des patientes atteintes d’un cancer du sein triple négatif.
A. OS dans la population en intention de traiter (ITT). OS dans la population PD-L1 positive non montrée car statisti-
quement non analysable vu les résultats dans la population ITT.
B. PFS dans la population ITT.
C. PFS en fonction du status PD-L1 sur les cellules immunitaires (positif si ≥1%)
Figure adaptée de P.Schmid, The Lancet Oncology 2019.
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Plus récemment, une autre étude de phase III, KEYNOTE-355, évaluant l’efficacité de l’ajout 

du pembrolizumab (anti-PD-1), versus placebo, à la chimiothérapie (nab-paclitaxel ou 

paclitaxel ou carboplatine+gemcitabine) a montré une amélioration de la PFS de 4,1 mois dans 

le groupe de patientes avec un CPS ≥ 10 (Combined Positive Score PD-L1) mais pas dans le 

groupe CPS ≥ 1 ou la population générale (Figure 1.5). Le CPS est le rapport entre le nombre 

de cellules PD-L1 positives (cellules tumorales+immunitaires) et le nombre total de cellules 

tumorales, multiplié par 100. L’évaluation des données concernant la survie globale est en 

cours73. 

Concernant l’utilisation du pembrolizumab en monothérapie chez les patientes avec un cancer 

du sein TN métastatique déjà traitées par chimiothérapie, l’étude de phase III KEYNOTE-119 

n’a pas montré de supériorité de celui-ci par rapport au traitement standard 74. 

La conclusion générale est pour le moment que l’efficacité de l’immunothérapie par anticorps 

immunostimulants bloquant la voie PD-1, au stade métastatique, est limitée à une sous-

population de cancer TN enrichis en cellules exprimant PD-L1 et ce uniquement en première 

ligne thérapeutique. 
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Figure 1.5. Etude KEYNOTE-355:  Survie sans progression (PFS).
Etude de phase III sur l’ajout du pembrolizumab (versus placebo) à la chimiothérapie en première ligne métastatique 
pour des patientes atteintes d’un cancer du sein triple négatif. PFS dans le groupe de patientes avec un Combined 
Positive Score (CPS) ≥ 10 (A), CPS≥1 (B) et dans la population en intention de traiter (C).
CPS: rapport du nombre de cellules PD-L1+ (tumorales et immunitaires) sur le nombre de cellules tumorales, multiplié 
par 100.
NS: non significatif. Figure adaptée de J. Cortes, The Lancet 2020.

median PFS (p=0,0012)

median PFS (p=0,0014; NS)

median PFS (no p-value)



 33 

Un des axes de recherche actuels est de tester l’efficacité de ces traitements à un stade plus 

précoce de la maladie. Le rationnel est que le stade métastatique serait moins immunogénique, 

basé sur les observations qu’ils sont associés à une déplétion en cellules immunitaires 

effectrices par rapport aux stades précoces 75. 

Deux études de phase III, IMPassion031 et KYENOTE-522, testant des anticorps anti-PD-

1/PD-L1 (versus placebo) en association avec de la chimiothérapie néo-adjuvante (avant 

chirurgie) dans des tumeurs TN localement avancées, ont publié récemment leurs résultats 

préliminaires 76,77. La Table 1.2 compare les caractéristiques principales de ces deux études et 

montre les résultats de réponse pathologique complète (pCR).  

Bien que ces résultats préliminaires soient plus encourageants, indépendamment du statut PD-

L1, les données de survie sont encore immatures et ne concernent toujours qu’un seul sous-type 

de cancer du sein.  

 

  

Table 1.2. Etudes de phase III associant des anticorps anti-PD-1/PD-L1 à la chimiothérapie néo-adjuvante.

Nom Anticorps CT associée Séquence
pCR 
test 
(%)

pCR 
placebo 

(%)

gain 
(%)

p-value

KEYNOTE-522 Pembrolizumab Carbo-Pacli P(4)+CarboPacli-->P(4)+AC-->Chir-->P(9) 64,8 51,2 13,6 <0,001
(>PD-1) EC or DC (=AC)

IMPassion031 Atezolizumab Nab-pacli et DC At(6)+NabPacli-->At(4)+DC-->Chir-->At(11) 58 41 17 0,0044
(>PD-L1)

P: Pembrolizumab ; E: Epirubicine ; C: Cyclophosphamide ; D: Doxorubicine ; A: Antracyclines ; At: Atezolizumab
Carbo: Carboplatine ; Pacli: Paclitaxel ; Nab-pacli: Nab-paclitaxel ; Chir: Chirurgie ; CT: chimiothérapie
(chiffre): nombre de doses reçues
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Des études de phase II évaluant l’ajout d’un anticorps anti-PD-1/PD-L-1 à la chimiothérapie 

néo-adjuvante et incluant également d’autres sous-types (Luminal B/HER2 négatifs) sont 

actuellement en cours, dont une initiée en Belgique, l’étude B-IMMUNE. Des premiers 

résultats de l’étude I-SPY-2, associant le pembrolizumab au paclitaxel (suivi d’épirubicine + 

cyclophosphamide), sont plutôt prometteurs également pour les cancers Luminal B/HER2 

négatifs 78. Des études de phase III sont en cours. 

Concernant le sous-type HER2+, venant en 2ème position après le TN en termes 

d’immunogénicité sur base des TILs et du taux de mutations, plusieurs types 

d’immunothérapies sont actuellement étudiés, incluant différentes stratégies de vaccination. Par 

contre, peu d’études de phase III concernant les anticorps anti-PD-1/PD-L1 sont en cours aussi 

bien au stade métastatique qu’en situation néo-adjuvante ou adjuvante. Aucun résultat n’est 

encore disponible. Les résultats de phase II sont plutôt mitigés 79. 

Un des concepts quant à l’efficacité des anticorps immunostimulants bloquant la voie PD-1 est 

qu’ils réactivent des lymphocytes T CD8 déjà présents et spécifiques des cellules tumorales. 

En les associant à des chimiothérapies susceptibles d’induire une mort immunogénique par 

relargage de nouveaux antigènes potentiels, on induirait de nouveaux lymphocytes T CD8 anti-

tumoraux. Cependant, peu de travaux, dont ceux réalisés dans notre laboratoire, ont réussi à 

mettre en évidence dans le cancer du sein des réponses spontanées T anti-tumorales spécifiques, 

comparés à ceux publiés pour d’autres cancers comme le mélanome. 
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3.2.2. Lymphocytes T spécifiques des cellules tumorales de carcinomes du sein 

Des suggestions de réponses T anti-tumorales dans le cancer du sein ont été publiés début des 

années 90 par deux groupes. Schwartzentruder et coll. ont analysé l’activité cytolytique et la 

sécrétion de cytokines (GM-CSF, TNFa et IFN-g) de TILs extraits de 19 tumeurs primaires du 

sein et 9 ganglions lymphatiques, en co-culture avec une suspension de cellules tumorales 

autologues. Aucune culture de TILs n’a montré de capacité de lyse significative et spécifique 

envers les cellules tumorales autologues. Seuls les TILs de 3 parmi 11 patientes testées ont 

montré une sécrétion significative de cytokines spécifiquement en présence des cellules 

tumorales autologues et pas avec des cellules tumorales allogéniques ou les B-EBV autologues. 

Ces cultures de TILs contenaient majoritairement des CD4 (entre 56 et 98%). Pour l’une des 

trois, ils ont montré une inhibition de cette sécrétion par un anticorps anti-HLA-II 

préalablement incubé avec les cellules tumorales, validant une reconnaissance HLA-II 

restreinte 80,81. Mais pour conclure que ces TILs reconnaissent spécifiquement un antigène 

tumoral, il aurait fallu comparer avec une stimulation par une suspension de cellules provenant 

de tissu mammaire normal. Dans un 3ème papier où ils ont testé les T CD4+ et T CD8+ 

séparément, à nouveau, ils ne mettent en évidence une sécrétion de cytokines que pour des T 

CD4+ 82.  

Au même moment, Baxevanis et coll. ont analysé l’activité cytolytique de 12 cultures de TILs 

extraits de tumeurs primaires ou d’épanchements pleuraux et ont montré pour 5 d’entre elles, 

qui contenaient majoritairement des T CD8+, une lyse spécifique des cellules tumorales 

autologues et pas de cellules allogéniques. Cette lyse était inhibée lorsque les cellules tumorales 

étaient préalablement incubées avec un anticorps anti-CD3 ou anti-TCRab ou anti-HLA-I 83. 

A nouveau, il manque un contrôle de tissu normal pour conclure que cette reconnaissance était 

bien spécifique des cellules tumorales. 

Contrairement aux travaux réalisés à cette époque dans le mélanome et depuis lors, il semble 

difficile de mettre en évidence une réponse anti-tumorale spontanée T CD8 et d’identifier les 

antigènes tumoraux dans le cancer du sein. 

A notre connaissance, aucun clone CTL reconnaissant spontanément et spécifiquement un 

épitope provenant de la protéine HER2 ou d’un gène de type MAGE n’a été décrit parmi les 

TILs extraits de tumeurs du sein. 
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Précédemment, dans notre laboratoire, David Schröder a étudié en détails la spécificité de TILs 

CD8+ extraits de 6 carcinomes primaires invasifs du sein, non métastatiques et naïfs de tout 

traitement oncologique (données soumises pour publication). 

Brièvement, il a trié et cloné les TILs CD8+ par cytométrie de flux puis les a stimulés in vitro 

de manière aspécifique. Il a obtenu entre 71 et 203 clones stables par patiente. Parmi ces clones, 

il a testé la spécificité tumorale de 57 à 142 clonotypes par patiente. Pour cela, il les a cultivés 

avec des B-EBV autologues préalablement incubés avec des pools de peptides mutants 

déterminés à partir des données de séquençage d’exome et de RNAseq. Le séquençage de 

l’exome a permis de détecter les mutations somatiques non synonymes de la tumeur parmi 

lesquelles il s’est intéressé aux mutations faux sens et aux indels. Les données de RNAseq ont 

été utilisées afin de garder uniquement les mutations dans des gènes bien exprimés dans la 

tumeur. Ces données ont aussi permis d’analyser l’expression tumorale des gènes de type 

MAGE. Il a également testé la spécificité des clones T CD8+ contre les produits des gènes 

MAGE exprimés ainsi que contre HER2 pour les patientes surexprimant cette protéine. Pour 

ces deux derniers types d’antigènes, il a transduit les B-EBV autologues avec les gènes en 

question. La Table 1.3 reprend les caractéristiques générales des 6 tumeurs et les résultats des 

clones testés. Sur les 6 tumeurs analysées, il n’a pu mettre en évidence des T CD8+ spécifiques 

de peptides mutants que dans une seule. Mais dans cette tumeur près de 10% des clones CD8+ 

Table 1.3. Caractéristiques tumorales de 6 CCI et analyse de la spécificité des TILs CD8+ extraits

Patiente P142 P143 P154 P195 P223 LB5784
Age (années) 70 51 65 43 79 82
Tumeur

Statut ER, PR, HER2 ER+ PR+ HER2- ER+ PR+ HER2- ER+ PR- HER2+ ER+ PR+ HER2+ TN TN
Histologie Canalaire Canalaire Canalaire Canalaire Metapl. Canalaire
Grade Haut Interm. Haut Haut Haut Haut
Ki67 (%) 40 80 40 40 75 40
Stade IIIA IIA IIA IIB IIB IIB
Nb mutations non-syn faux sens 113 450 71 58 122 67

Lymphocytes T extraits
Cell. Stromales/g de tissu (x106) 0.4 11.3 1.3 0.3 2.2 2.1

% de TILs CD8+ 22 59 15 54 31 39
Nbre de clonotypes testés 100 57 61 142 82 100

Antigènes tumoraux testés
Mutations 29 106 29 23 49 36
Type MAGE MAGEA3, A6, 

A12
- MAGEA3, A6 - MAGEA3, A6 MAGEA4, A10, 

NY-ESO-1

ERBB2 - - ERBB2 ERBB2 - -
Nb clonotypes antitumoraux 0 6 0 0 0 0

TN: Triple négatif ; Metapl.: metaplastique ; interm. : intermédiaire
Table issue du travail de thèse de David Schröder (2016)
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testés, appartenant à 6 clonotypes différents, se sont avérés spécifiques de la tumeur, 

reconnaissant 4 peptides mutants. De plus, la tumeur luminal B/HER2- de cette patiente (P143), 

présentait un nombre de mutations nettement supérieur aux autres suite à une instabilité des 

microsatellites (MSI+), phénomène rare dans le cancer du sein (<2%) 84. Malgré les biais 

techniques de cette étude, en particulier le fait que tous les TILs CD8+ n'ont certainement pas 

été à l'origine d'un clone utilisable pour ces tests, et la limitation des antigènes tumoraux 

candidats à ceux qui sont codés par les gènes mutés dans la tumeur, et aux gènes ERBB2 ou de 

type MAGE, la conclusion fut que ces carcinomes primaires invasifs ne contenaient que 

rarement des lymphocytes T CD8+ anti-tumoraux, pour autant que l'on puisse conclure d'une 

petite série. Ceci suggère que simplement diminuer des phénomènes d'immunosuppression 

locale dans ces tumeurs n'aura que peu d 'impact clinique. 

Les carcinomes du sein sont donc clairement peu immunogéniques non seulement au stade 

métastatique mais également au stade précoce. L'explication la plus souvent évoquée est la 

faible antigénicité des carcinomes du sein. En effet, ces tumeurs ont un taux de mutations 

nettement plus faible que d’autres tumeurs pour lesquelles l’efficacité de l’immunothérapie 

anti-PD-1/PD-L1 a modifié drastiquement le pronostic (mélanome, poumon et tête et cou, 

principalement) 85. Mais le taux de mutations faible n’explique pas tout car même parmi le 

sous-type TN qui présente le plus de mutations 84, seulement une faible proportion répond aux 

anticorps immunostimulants. Le statut PD-L1 des tumeurs n’est pas non plus un bon 

biomarqueur. L’hypothèse que le cancer du sein peut être précocément contrôlé par le système 

immunitaire est soutenue par les résultats préliminaires prometteurs des études cliniques 

associant blocage de la voie PD-1 et chimiothérapie néo-adjuvante. Cependant, même à ce 

stade, peu de réponses T anti-tumorales spontanées sont détectées.  

Il serait intéressant d'aller voir encore plus tôt dans la maladie, au stade de carcinome canalaire 

in situ (CCIS). C’est une lésion pré-tumorale dont nous sommes incapables à l’heure actuelle 

de prédire lesquelles évolueront en carcinomes canalaires invasifs (CCI). Dans ce contexte, 

toutes les lésions de CCIS diagnostiquées sont traitées au minimum par de la chirurgie rendant 

accessible l’étude de leur microenvironnement immunitaire. Notre hypothèse est la suivante: la 

majorité des réponses lymphocytaires T CD8 seraient déjà présentes au stade in situ et la 

pression de sélection réalisée par le système immunitaire, soit éliminerait ces tumeurs 

débutantes soit ferait émerger des clones tumoraux résistants permettant la progression vers le 

stade invasif. 
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4. Le carcinome canalaire in situ du sein (CCIS) 

Le CCIS est une lésion tumorale du sein considérée comme un précurseur non obligatoire du 

carcinome canalaire invasif (CCI). Il est défini par une prolifération de cellules épithéliales 

devenues dysplasiques dans la lumière des canaux galactophores, sans rupture de la membrane 

basale ni envahissement des tissus voisins (Figure 1.6). Il est classé en trois grades sur base 

d’atypies nucléaires : I ou bas, II ou intermédiaire et III ou haut 86. Suite à la mise en place du 

dépistage systématique par mammographie, son incidence est passée de 1-2% à 20% des 

cancers du sein nouvellement diagnostiqués 87,88. Bien que la mortalité liée au CCIS soit très 

faible, 3,3% à 20 ans, celle-ci augmente nettement (x18) chez les patientes qui développent un 

CCI homolatéral après un CCIS 89. On estime à 50% le nombre de CCIS évoluant en CCI 90. Il 

a été démontré que certains facteurs de risque sont associés au développement d’un CCI mais 

aucun n’est suffisamment robuste pour prédire quelles lésions de CCIS vont progresser vers 

une forme invasive. La conséquence majeure est que tous les CCIS sont traités au minimum 

par un geste chirurgical qui peut aller jusqu’à la mastectomie. Certaines patientes reçoivent 

également de la radiothérapie et/ou de l’hormonothérapie 37. Il est donc fort probable qu’une 

proportion non négligeable de patientes soient traitées de manière excessive. Plusieurs axes de 

recherche sont actuellement explorés pour essayer de comprendre l’histoire naturelle de 

l’évolution du CCIS vers le CCI. Il est vraisemblable que, dans certains cas, sous la pression de 

sélection par le système immunitaire, un ou des clones tumoraux échappent à la lyse par les 

CTL anti-tumoraux et permettent le développement de tumeurs invasives. Une première étape 

pour valider cette hypothèse est de démontrer la présence de lymphocytes T CD8 anti-tumoraux 

dans des lésions de CCIS. Ensuite, il faut déterminer quels sont les facteurs permettant aux 

cellules tumorales d’échapper à la reconnaissance par ces cellules. Dans la section suivante, 

nous allons développer les facteurs évoqués dans l’histoire naturelle du CCIS ainsi que les 

arguments en faveur d’une implication du système immunitaire. 
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4.1.  Histoire naturelle du CCIS 

Bien que l’histoire naturelle du CCIS fasse l’objet d’intenses recherches depuis des années, rien 

ne permet de prédire son évolution. Plusieurs scénarios peuvent être envisagés et nous allons 

les documenter sur base d’éléments publiés. 

 

4.1.1. La régression spontanée 

On retrouve quelques cas décrits aussi bien pour les CCI que les CCIS mais la régression 

spontanée d’un CCIS confirmé microscopiquement est difficile à mettre en évidence car on ne 

peut pas exclure que la biopsie diagnostique ait enlevé toute la tumeur. Par contre, des 

caractéristiques histologiques dites de « guérison » (« healing phenomenon » ou « regressive 

changes ») sont apparemment décrites depuis longtemps 91. Ce phénomène concernerait 

essentiellement des foyers de CCIS plutôt que CCI, souvent de haut grade et de type 

comédocarcinome 92,93. Plusieurs phases sont décrites : au départ il y a une légère fibrose péri-

canalaire associée à une importante quantité de TILs, ensuite la fibrose se majore de manière 

concentrique avec une disparition progressive des cellules tumorales, une diminution de la 

quantité de TILs et l'apparition de cellules géantes et de macrophages avec des stigmates de 

phagocytose 91. Morita et coll. ont analysé 82 pièces chirurgicales de CCIS et décrit ce 

phénomène dans 2/3 des cas mais ils n’ont jamais mis en évidence de régression complète. 

Précédemment, Wasserman et coll. ont analysé 52 cas de CCIS de haut grade dans des pièces 

de biopsies et décrit des « changements régressifs » dans plus de 90% des cas 93. Les différentes 

phases sont souvent observées dans une même tumeur et associées à des facteurs de mauvais 

pronostic comme un grade élevé, un statut HER2+ et de la comédo-nécrose 91. A notre 

connaissance, aucun processus biologique expliquant ces observations n’a été démontré et il 

n'y a pas d'étude de corrélation avec une réponse clinique ou la survie. 

 

4.1.2. CCIS non traité et non évolutif 

Les principales données dont nous disposons proviennent d'une part d’études d’autopsies chez 

des patientes n’ayant aucune histoire de cancer du sein, et d'autre part d’études rétrospectives 

de cas de CCIS diagnostiqués mais non traités ou préalablement considérés comme des lésions 

bénignes et de facto non traités, sauf si la biopsie diagnostique y parvient. Deux revues 

systématiques ont analysé des séries d’autopsies réalisées chez des femmes n’ayant aucun 

antécédent de cancer du sein: Welch et coll. rapportent une prévalence médiane de CCIS de 
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8,9% (de 0 à 14,7% sur 13 séries d’autopsies) tandis que Thomas et coll. estiment la prévalence 

de lésions in situ à 8,9%. La prévalence est plus élevée chez les femmes entre 40 et 70 ans. A 

titre comparatif, la prévalence de cancer de la prostate découvert à l’autopsie chez les hommes 

de plus de 79 ans est de l’ordre de 60% 94,95. Bien qu’il y ait plusieurs biais liés à ces analyses 

(âges des sujets, nombre de lames étudiées, périodes analysées et mise en place du programme 

de dépistage), cela suggère qu’un certain nombre de lésions CCIS ne deviennent jamais 

cliniquement significatives. 

Plusieurs groupes ont essayé de déterminer la proportion de CCIS évoluant vers un CCI en 

l’absence de traitement ainsi que les facteurs y prédisposant. Ce sont toutes des études 

rétrospectives dont 3 études de cohorte qui ont analysé des biopsies archivées de lésions 

mammaires considérées comme bénignes, à la recherche de CCIS de bas grade 96-99. Collins et 

coll. ont réalisé une étude cas-contrôles en établissant une sous-cohorte de patientes ayant eu 

une biopsie d’une lésion s’avérant bénigne, à partir de deux cohortes de patientes (1976 et 1989) 

participant à une étude épidémiologique sur la survenue de pathologies mammaires. Entre 1994 

et 1995, ils ont identifié les patientes ayant développé un CCI et ont revu les biopsies 

considérées comme bénignes afin de sélectionner celles où il y avait finalement du CCIS 

définissant « les cas » tandis que les contrôles étaient des patientes avec des lésions non 

prolifératives confirmées 100. Sagara et coll. ont mené une autre étude cas-contrôles en 

comparant des patientes présentant un CCIS non traité versus traité chirurgicalement à partir de 

la base de données SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results, Dana-Farber Women’s 

Cancer Center) 101. Plus récemment, Maxwell et coll. ont publié les résultats d’une étude de 

cohorte de CCIS non traités chirurgicalement sur base de données issues de registres du 

cancer90. 
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La Table 1.4 résume les caractéristiques et les données de ces études concernant la progression 

ou la survie (adaptée à partir de 3 revues de la littérature 102-104). Ces études sont difficilement 

comparables car elles diffèrent quant à leur protocole, leur période analysée, leur nombre de 

patientes, les critères de sélection des CCIS et le suivi. Il y a également pas mal de limites à ces 

études liées à leur nature rétrospective. Cependant certaines observations sont intéressantes à 

discuter. 

Le développement d’un CCI se fait toujours dans le même sein et majoritairement dans le même 

quadrant où la biopsie a été réalisée. C’est une des raisons pour laquelle le CCIS est défini 

comme une lésion précurseur (non-obligatoire) du CCI. Les CCIS de grade I peuvent aussi 

évoluer en CCI mais cela semble moins fréquent que pour les grades II et III. L’incidence 

cumulée de CCI est significativement plus importante pour les CCIS de grade III 90,100. Maxwell 

et coll. estiment qu’environ 50% des CCIS de haut grade développeront un CCI dans les 5 ans. 

Le risque de progression est probablement sous-estimé car certains CCIS ont pu être 

entièrement réséqués avec la biopsie, notamment pour les grades I souvent de plus petite taille 

au diagnostic. Quant aux données de survie, Sagara et coll., dont l’analyse porte sur le plus 

grand nombre de patientes, montrent que pour les CCIS de grade I, il n’y a pas de différence 

significative entre le groupe traité chirurgicalement et celui non traité. Par contre, il y a un 

bénéfice en termes de survie spécifiquement liée au cancer du sein (BCSS : breast-cancer 

specific survival) pour les grades II et III. A noter que la BCSS à 10 ans des patientes non 

traitées chirurgicalement est de 93,4% tous grades confondus 101. Il faut interpréter ces résultats 

avec précaution car étant rétrospective et malgré une analyse multivariée, cette étude présente 

des limites par rapport à la prise en compte de certaines co-variables pouvant influencer ceux-

ci (ex : âge plus jeune dans le groupe traité, pas d’information sur une éventuelle 

hormonothérapie donnée à la place de la chirurgie). De plus, le suivi est relativement court 

sachant que les CCIS de bas grade évoluent majoritairement dans les 15 premières années voire 

même plus tard 99.  

Mais ce que ces chiffres montrent, c’est qu’il y a bien un réservoir de lésions de CCIS (surtout 

parmi les grades I et II) qui restent indolents très longtemps et qu’aucun facteur ne permet de 

le prédire. Dans ce but, 4 études de phase III prospectives randomisées de non infériorité en 

termes de développement d’un CCI homolatéral sont en cours. Elles comparent la surveillance 

active à la chirurgie pour des CCIS de faible risque, avec un volet translationnel d’analyse des 

tissus collectés et des imageries réalisées à différents moments105-108. 
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4.1.3. CCIS évolutif 

Bien que le nombre de cas de CCIS diagnostiqués ait augmenté drastiquement depuis 

l’instauration du dépistage systématique, on n’a pas mis en évidence une diminution 

concomitante du nombre de cas de CCI 109. Donc le CCIS est un précurseur non obligatoire en 

considérant que certains cancers du sein seraient d’emblée invasifs. Mais cela souligne à 

nouveau le fait qu’une proportion de CCIS n’évolueraient pas en CCI. Sur bases des études 

décrites précédemment sur les CCIS non traités après la biopsie diagnostique, certains ont 

estimé le risque de progression vers un CCI entre 20 et 53% dans un intervalle moyen de 10 

ans 102,110. Si on s’intéresse au CCIS de haut grade, 50% des femmes vont développer un CCI 

dans les 5 ans alors que moins de 25% des femmes avec un CCIS de bas grade évolueront 90. 

Actuellement le risque de progression en CCI est évalué uniquement sur des paramètres clinico-

pathologiques: âge plus jeune, haut grade, présence de micro-calcifications à la mammographie 

(controversé) et ne pas être traité par hormonothérapie 90. Cependant aucun de ces facteurs seul 

ou même une combinaison particulière de facteurs n’est suffisant pour prédire quelle lésion in 

situ va progresser vers le stade invasif. 

    

4.1.4. Récidive après traitement 

Comme nous sommes incapables de prédire quelle lésion va évoluer en cancer invasif, tous les 

CCIS sont traités au minimum par de la chirurgie pouvant aller jusqu’à la mastectomie. En 

fonction de certains facteurs de risque de récidive, un traitement adjuvant par radiothérapie 

et/ou hormonothérapie est proposé. Sur base des premières études prospectives analysant le 

bénéfice des traitements adjuvants, le risque de récidive total (sous forme invasive et in situ) 

après chirurgie conservatrice seule varie de 26 à 36% avec un suivi de 13 à 20 ans 102. Ce risque 

a diminué au cours du temps, il est de 19,4% à 15 ans sous forme invasive 111. Cette diminution 

est attribuée à l’amélioration des techniques de radiologie et d’anatomo-pathologie analysant 

les pièces opératoires. Il serait de 15,6% à 10 ans en cas de CCIS de bas grade 112. A noter que 

ces derniers peuvent progresser en CCI jusqu’à 40 ans après le diagnostic 99. Mais seulement 

50% des récidives sont invasives 102. Les récidives sous forme in situ sont probablement des 

maladies résiduelles suite à une résection non optimale. 

Les facteurs de risque de récidive sous forme invasive sont: le jeune âge (2 à 3 fois plus de 

risque < 50 ans et encore plus quand < 40 ans), un CCIS symptomatique (versus détecté lors du 

dépistage), des antécédents familiaux de cancer du sein, la taille et la multifocalité, le grade, la 

présence de comédo-nécrose, et des marges chirurgicales positives (pas de consensus quant à 
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une largeur optimale) 86,113. D’autres facteurs moins utilisés en pratique clinique ont aussi été 

identifiés mais moins validés sur de multiples cohortes: statut ER-, statut HER2+ et le pattern 

d’expression p16+ COX2+ Ki67+ 86. Les CCIS de haut grade récidivent également dans un 

intervalle de temps plus court que les bas grades 99,103. Concernant le statut HER2, les CCIS 

HER2+ récidiveraient plutôt sous forme in situ alors que les HER2- le feraient sous forme 

invasive 103. 

Quant aux traitements adjuvants, la radiothérapie réalisée après chirurgie conservatrice diminue 

de 50% le taux de récidive homolatérale invasive ou in situ, tandis que l’hormonothérapie a 

surtout un effet sur le taux de récidive homolatéral in situ mais réduit également le taux de 

développement de CCI controlatéral. Par contre, aucun de ces traitements n’a d’impact sur la 

survie 86,89,102,109,114.  De plus, les études sur le bénéfice de ces traitements adjuvants n’ont pas 

réussi à mettre en évidence un groupe de patientes à bas risque pour lesquelles nous pourrions 

les éviter. 

En routine, nous utilisons l’index pronostique de Van Nuys qui se base uniquement sur la taille, 

les marges, le grade et l’âge pour déterminer un score de risque de récidive permettant de 

décider si nous réalisons de la radiothérapie après la chirurgie conservatrice, bien que cet index 

n’ait été validé que de manière rétrospective 115. Certains ont tenté d’affiner la prédiction du 

risque de récidive avec des profils transcriptomiques. Le score « OncotypeDX for DCIS » 

(DCIS : ductal carcinoma in situ) se base sur l’expression de 12 gènes et classe les patientes 

selon leur risque de récurrence en faible, moyen ou haut risque. Il est très peu utilisé en clinique 

car le taux de récidive du groupe considéré à faible risque est de 12% à 10 ans, ce qui reste 

élevé pour un grand nombre de cliniciens, et d’autre part, il n’a pas un meilleur rapport 

cout/efficacité que les facteurs clinico-pathologiques actuels 102,109,110. Probablement qu’en 

associant des facteurs clinico-pathologiques et des analyses moléculaires, nous parviendrons à 

établir des scores de prédiction plus robustes. Des études à ce sujet sont en cours. 

 

4.2.  Comparaison entre le CCIS et le CCI d’un point de vue moléculaire 

Pour comprendre les mécanismes de la progression des lésions in situ vers le stade invasif, il y 

a deux grandes hypothèses: accumulation d’altérations génétiques et épigénétiques ou micro-

environnement plus permissif. Plusieurs groupes ont comparé génétiquement les CCIS et CCI 

ou bien les composantes in situ et invasive dans des tumeurs mixtes afin de mettre en évidence 

l’accumulation d’altérations clés pouvant être responsables de la progression vers le stade 

invasif. En fait, CCIS et CCI sont très similaires pour leurs taux de mutations, profil 



 46 

d’expression de gènes, altération du nombre de copies de gènes et profil de méthylation 109. En 

se basant sur la traduction immunohistochimique des profils d’expression de gènes décrits par 

Perou et Sorlie, les CCIS peuvent être classés selon les mêmes 4 sous-types moléculaires 

principaux que les CCI 116,117. Là où cela diffère entre les deux stades, c’est au niveau des 

proportions de ces sous-types. En effet, parmi les CCIS, les triples négatifs sont plus rares tandis 

qu’on observe une plus grande proportion de tumeurs HER2+ 118,119. Contrairement au CCI, ces 

sous-types ont une valeur pronostique beaucoup plus limitée 118.  

Au niveau transcriptomique, un des premiers groupes à avoir comparé tissu mammaire normal, 

CCIS et CCI a mis en évidence que les principaux changements s’opéraient entre le tissu normal 

et CCIS sans claire différence entre CCIS et CCI ou métastase. La transition est marquée 

essentiellement par une diminution de l’expression de gènes impliqués dans la différenciation 

épithéliale 120. Ensuite, Ma et coll. ont confirmé, en associant transcriptomique à haut débit et 

microdissections laser, qu’il y avait une grande similarité entre les différents stades 

histologiques d’hyperplasie canalaire atypique, de CCIS et CCI présents dans le même tissu 

mammaire de 36 patientes 121. Par une analyse de clustering non supervisée, le groupe de Sorlie 

a comparé les profils d’expression de gènes de 31 CCIS purs, 42 mixtes CCIS-CCI et 36 CCI. 

Ils ont démontré que les clusters se formaient selon les sous-types moléculaires, 

indépendamment du stade 117. Plus récemment, le même groupe, par RNAseq sur 59 CCIS purs, 

16 mixtes et 85 CCI de petite taille, a montré que les gènes qui différencient CCIS et CCI 

varient d’un sous-type moléculaire à l’autre. Certaines voies dans lesquelles ces gènes sont 

impliqués sont spécifiques d’un sous-type, par exemple le sous-type basal-like est enrichi en 

gènes de réponse immunitaire T, et concernent le micro-environnement plutôt que la 

composante épithéliale 122. 

Concernant les altérations du nombre de copies de gènes (CNA : copy number alterations), que 

ce soit en comparant des CCIS purs aux CCI 122-124, ou la composante in situ à la composante 

invasive au sein d’une lésion mixte 125-127, ou CCIS purs versus mixtes 122,125,126, ou encore 

CCIS purs primaires et la récidive sous forme invasive 128, tous les auteurs s’accordent sur le 

fait que les CNA sont déjà présentes au stade in situ et ne se modifient plus lors de la progression 

vers le stade invasif. La concordance est plus importante entre la composante in situ et invasive 

d’une même lésion qu’entre les composantes in situ de différentes lésions 126,127. Ce sont les 

tumeurs de haut grade et de type basal-like qui ont le plus de CNA 122. Les oncogènes affichant 

le plus fréquemment un gain de copies sont ERBB2, MYC et FGFR1 tandis que les gènes 

suppresseurs de tumeurs affichant le plus fréquemment une perte sont TP53, BRCA1 et BRCA2 
125,127,128. 
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Concernant le taux de mutations somatiques, là non plus il n’y a pas de différence significative 

entre CCIS et CCI 124,126,128. Le partage des mutations est très élevé entre la composante in situ 

et invasive d’une même tumeur 125 mais plutôt faible entre patientes ou entre CCIS primaires 

et leurs récidives invasives 128. Les CCIS de grade III, ou de sous-types moléculaires TN et 

HER2+ ont plus de mutations somatiques non synonymes que ceux de grade II ou de sous-type 

luminal 125. De manière intéressante, sur base de la comparaison des mutations somatiques entre 

composante in situ et invasive d’une même tumeur, une évolution clonale n’est mise en 

évidence que dans 28% des cas 125. 

Si on s’intéresse aux mutations fréquemment observées dans les gènes « drivers » du cancer du 

sein, on retrouve le même profil au stade in situ qu’invasif. TP53 et PIK3CA sont les plus 

fréquemment mutés mais un peu moins dans les CCIS purs que ceux synchrones avec du CCI 
122,124-128. Certains les retrouvent même dans le tissu normal adjacent, suggérant que ces 

évènements sont très précoces dans l’oncogenèse 128. Comme pour les CCI, on retrouve les 

mêmes associations entre ces mutations et les sous-types moléculaires: mutations TP53 surtout 

dans les HER2+ et TN , mutations PIK3CA surtout dans les ER+ 123-125,127. 

Récemment, Casasent et coll. ont utilisé une nouvelle technique associant l’analyse de CNA à 

l’échelle de la cellule unique à des données spatiales sur coupe histologique (TSCS : 

Topographic single cell sequencing). Ils ont analysé 10 lésions mixtes CCIS-CCI de haut grade 

et y ont associé des données de séquençage d’exome (mutations et CNA) après microdissection 

de chaque composante. Ils ont à nouveau démontré une haute concordance en termes 

d’anomalies génomiques entres les deux composantes (in situ et invasive) avec un 

enrichissement de certaines anomalies spécifiques à chaque patiente au sein même des lésions 

in situ puis au niveau invasif. Leurs résultats suggèrent un modèle de progression polyclonale 

où la majorité des anomalies apparaissent au sein du canal avant d’envahir le tissu stromal 129. 

Enfin, d’un point de vue épigénétique, certaines anomalies de méthylation sont déjà observées 

au stade in situ également 124. A nouveau, le profil de méthylation change entre tissu mammaire 

normal et CCIS pur mais il est homogène dans les lésions mixtes CCIS-CCI comme dans les 

cancers invasifs 86. 

En résumé, la majorité des anomalies génétiques et épigénétiques dans les cellules épithéliales 

sont déjà acquises au stade in situ et actuellement aucune différence significative n’a été mise 

en évidence par rapport au stade invasif. Ceci supporte l’hypothèse que le CCIS est une lésion 

précurseur non-obligatoire du CCI. De plus, l’ensemble de ces données suggèrent que 

l’oncogenèse du cancer du sein ne suit pas un modèle linéaire mais que l’histoire naturelle de 

progression du stade in situ vers le stade invasif est propre à chaque sous-type moléculaire avec 
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une évolution qui n’est pas systématiquement liée à un clone tumoral résistant ou ayant acquis 

des capacités invasives, ce qui ouvre la porte aux influences du micro-environnement. 

 

4.3.  Rôle du micro-environnement 

Ce micro-environnement comprend les cellules myéloépithéliales, les fibroblastes du stroma, 

les cellules endothéliales du système vasculaire et les cellules immunitaires. Nous allons 

évoquer brièvement le rôle possible de chaque population et développerons dans la section 

suivante l’implication du système immunitaire au stade précoce du cancer du sein. 

 

4.3.1. Les cellules myoépithéliales 

Dans la glande mammaire normale, les cellules myoépithéliales forment une couche qui sépare 

les cellules luminales épithéliales de la membrane basale. Elles contribuent à la différenciation, 

la prolifération et la polarisation des cellules luminales ainsi qu’à la production de la membrane 

basale. Par leur activité contractile elles jouent également un rôle important dans le 

développement des canaux galactophores et dans la lactation 130,131. La perte des cellules 

myoépithéliales et la rupture de la membrane basale caractérisent la progression d’une lésion 

in situ en invasive. Pour aider à déterminer la nature invasive d’une lésion de CCIS douteuse, 

des marqueurs myoépithéliaux sont utilisés en routine clinique (ex : p63, SMA pour alpha 

smooth muscle actine et calponine-1) 131-133. Les cellules myoépithéliales auraient aussi des 

propriétés anti-invasives, essentiellement décrites in vitro, comme barrière physique mais aussi 

en sécrétant des molécules anti-angiogéniques, comme la maspine ou la thrombospondine-1, et 

anti-invasives en sécrétant par exemple des inhibiteurs de protéases de la matrice extracellulaire 

produites par les cellules tumorales 134-136. Des analyses transcriptomiques ont mis en évidence 

la perte d’expression de certaines de ces molécules entre le tissu mammaire normal et les CCIS 

ou entre les CCIS de bas grade et de haut grade ou entre CCIS purs et mixtes 134-136.  Mais 

globalement, cela reste peu validé dans les échantillons humains 130. 

D’autres études ont mis en évidence de potentielles propriétés qui favoriseraient la progression 

vers le stade invasif. Cependant, les mécanismes suggérés comme la sécrétion de chémokines 
137 ou de TGFß favorisant l’EMT (epithelial-mesenchymal transition) 138,139 ou l’expression de 

l’intégrine avß6 140 sont décrits uniquement in vitro avec quelques données d’expression dans 

des échantillons humains 130. 
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Les différences d’expression de ces marqueurs pro ou anti-tumoraux sont essentiellement 

observées entre cellules myoépithéliales normales et associées au CCIS mais aucune différence 

n’a été mise en évidence avec la situation invasive 131. 

 

4.3.2. Les fibroblastes 

Les fibroblastes jouent un rôle mécanique et structurel important pour le développement de la 

glande mammaire notamment par la production de molécules de la matrice extra-cellulaire 

(collagène et fibronectine) et des métalloprotéinases participant au remodelage de cette matrice 
130. Les CAFs (Cancer-associated fibroblasts) seraient liés à la progression du cancer du sein 

par plusieurs mécanismes incluant la production de métalloprotéinases, chémokines, cytokines 

comme TGF-ß, IL-6 et CXCL1, facteurs de croissance comme EGF et HGF et facteurs 

angiogéniques comme VEGFa et PDGF, et aussi par un réarrangement des fibres de collagène 

de la matrice extra-cellulaire 141 130. Le TGF-ß jouerait un rôle important dans le recrutement, 

la prolifération et la capacité d’invasion des CAFs 141. Les CAFs pourraient également jouer un 

rôle indirect dans la progression via les cytokines qu’ils sécrètent et qui pourraient altérer la 

fonction des cellules immunitaires ou créer une barrière physique en remodelant la matrice 

extra-cellulaire. De plus, les CAFs expriment PD-L1 et PD-L2 et peuvent donc inhiber 

directement les lymphocytes T effecteurs. Ces différents rôles sont suggérés par des modèles 

in vitro ou in vivo dans la souris 141. On leur attribue également un rôle dans la résistance au 

traitement. Dans le cancer du sein une signature d’expression de gènes associée au stroma est 

corrélée à une résistance à la chimiothérapie et est un facteur prédictif de réponse à la 

chimiothérapie néo-adjuvante 142. Récemment, à partir de CCI primaires Costa et coll. ont 

identifié, sur base de 6 marqueurs en cytométrie de flux, 4 sous-populations de CAFs enrichies 

de manière différente selon les sous-types moléculaires 143. Les sous-populations CAF-S1 et 

CAF-S4 sont présentes surtout dans les TN. Les tumeurs TN enrichies en CAF-S1 ont moins 

de TILs CD8+ et plus de TILs FOXP3+ que les tumeurs enrichies en CAF-S4. Ils ont réalisé des 

tests fonctionnels in vitro montrant que les CFA-S1 augmentent plus que ne le font les CAF-

S4 les capacités de migration des T CD4+CD25+ et anti-prolifératives des T 

CD25highCD127lowCD45RAlow provenant de cellules mononuclées du sang de donneurs sains. 

Ces résultats soulignent l’hétérogénéité des CAFs et leurs interactions différentes avec le 

système immunitaire. Certaines populations de CAFs pourraient donc avoir un rôle dans la 

progression du cancer du sein par un effet immunosuppresseur. Dans le même ordre d’idée, Lee 

et coll. ont mis en évidence dans des CCIS que l’expression de plusieurs protéines considérées 
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comme des marqueurs de CAFs au niveau des cellules du stroma varient selon les sous-types 

moléculaires et le pattern du stroma (normal versus desmoplastique/fibrotique versus 

inflammatoire). Cette expression est plus importante dans les tumeurs HER2+ et TN 144. Les 

autres études du rôle des CAFs dans les tumeurs in situ sur des échantillons humains sont moins 

relevantes car elles n’évaluent qu’un marqueur à la fois. A notre connaissance, aucun 

mécanisme impliqué dans la progression des lésions CCIS n’a été formellement établi jusqu’à 

présent. 

 

4.3.3. L’angiogenèse 

La néo-angiogenèse est ce phénomène par lequel la tumeur lorsqu’elle atteint une certaine taille 

et un certain niveau d’hypoxie, va stimuler la formation de nouveaux vaisseaux en sécrétant 

des facteurs de croissance. C’est une étape clé dans la progression tumorale et la capacité à 

métastaser 145. 

Sur base d’études transcriptomiques, le micro-environnement vasculaire des CCIS serait altéré 

par rapport à celui du tissu mammaire normal 109. Depuis plusieurs années, deux patterns de 

vascularisation ont été décrits dans les lésions de CCIS mais pas observés dans le tissu normal: 

l'infiltration diffuse de petits vaisseaux au sein du stroma ou la formation d'un anneau autour 

des canaux tumoraux 146. Bien que le pattern diffus soit associé à des facteurs de mauvais 

pronostic, aucun lien avec la progression ou la récidive sous forme invasive n’a été démontré 
109. Peu d’études récentes se sont intéressées à l’angiogenèse dans les stades précoces du cancer 

du sein comparé à ce qui est décrit dans les stades avancés. Il semblerait que ce phénomène 

survienne très précocement, bien avant le stade de CCIS. Une majoration de la densité en micro-

vaisseaux, évaluée par des marquages CD31 et CD105, s’observe déjà au stade d’hyperplasie 

canalaire et augmente progressivement avec l’évolution des lésions jusqu’aux différents grades 

du stade in situ 147. Cette densité en micro-vaisseaux, étudiée cette fois par l’expression du 

marqueur CD34, est plus importante dans les lésions de CCIS qui récidivent par la suite 148.  De 

plus, les cellules tumorales de CCIS peuvent exprimer des facteurs de croissance favorisant 

l’angiogenèse comme le VEGF 149. Cependant, aucune étude n’a pu démontrer une différence 

significative avec les lésions invasives ni de valeur prédictive ou pronostique d’un quelconque 

pattern de vascularisation.  

 

Bien que plusieurs pistes intéressantes impliquant ces différentes populations cellulaires du 

micro-environnement tumoral aient été avancées, elles nécessitent d’être validées sur des 
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échantillons humains et de déterminer leur impact sur des données de survie, de réponse au 

traitement et de récurrence. Certaines sont également à l’étude comme cibles thérapeutiques. 

Par contre, il existe de plus en plus de données concernant l’implication du système immunitaire 

dans le processus de progression des lésions de CCIS. 
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Figure 1.7.  Proportions de TILs dans le stroma des CCIS en fonction du sous-type moléculaire.
Box-plot de la distribution des TILs au sein de tumeurs de chaque sous-type moléculaire. La ligne 
horizontale au centre du cadre représente la médiane de la population (Luminal A : <1%, 
Luminal B/Her2neg: <1%, Luminal B/Her2pos: 6%, Her2 positifs: 25%, Triple négatif: 8%). 
Les extrémités inférieures et supérieures du cadre représentent les percentiles 25 et 75. Les lignes 
horizontales supérieures et inférieures marquent les limites de la population, les points représentent 
les cas extrèmes (outliers). Figure adaptée de G. Pruneri et coll, Annals of Oncology 2017.
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4.4.  Implication du système immunitaire 

Le rôle du système immunitaire tant inné qu’adaptatif dans la progression des cancers du sein 

in situ fait l’objet d’intenses recherches. Nous nous sommes focalisés sur les données 

concernant les lymphocytes T CD8 vu leur rôle effecteur de la réponse immunitaire anti-

tumorale, et les Tregs pour leur capacité à inhiber cette réponse. 

 

4.4.1. Les TILs 

Tout d’abord, bien que ce soit en très petit nombre, il est intéressant de noter que des 

lymphocytes infiltrent déjà le tissu mammaire normal et essentiellement les lobules plutôt que 

le stroma adjacent 150. 

Comme dans les CCI, les TILs dans le stroma des CCIS sont associés à des facteurs de mauvais 

pronostic comme la comédo-nécrose, le haut grade, la taille, le statut ER- et HER2+ 151-158. La 

Figure 1.7 issue de Puneri et Coll. 2017, montre les différences de proportions de TILs en 

fonction des sous-types moléculaires. Ce sont d'abord les sous-types surexprimant HER2 puis 

les TN qui contiennent le plus de TILs 153,156. Les CCIS associés à une composante invasive, 

même micro-invasive c’est-à-dire de <1mm, ont plus de TILs dans le stroma que les CCIS purs 
152,155,158 et ces TILs sont souvent localisés aux endroits de micro-invasion 86,152. Certains 

auteurs montrent également une association entre la présence d’une mutation TP53 et la densité 

en TILs 154,158. 

Concernant la valeur pronostic des TILs dans les CCIS, contrairement à ce qui est démontré 

pour les CCI, les données sont conflictuelles: certains ne leur attribuent pas de valeur prédictive 

de la récurrence tumorale 151,153-156,159, alors que d’autres montrent qu’ils ont cette valeur 157,158. 

Ceci pourrait être dû au fait que les méthodes d’évaluation varient fortement d’une étude à 

l’autre malgré que des recommandations aient été publiées 160, ou aux tailles des cohortes 

étudiées et à la période de suivi. Selon nous, les données les plus convaincantes sont celles 

issues de l’étude de Pruneri en 2017. Il s’agit de la plus grande cohorte de patientes (1488), 

avec un suivi médian de 8,2 ans. Ils ont quantifié les TILs selon les recommandations du 

International Immuno-Oncology Biomarker Working Group et analysé l’association entre 

densité de TILs (en variable continue et stratifiée) et survenue d’un événement dans le même 

sein (in situ ou invasif). Ils n’ont trouvé aucun impact sur le risque de récidive à 10 ans même 

après une analyse multivariée et de sous-groupe 153. Cependant, il serait intéressant d’avoir un 

suivi plus long sachant que certains CCIS peuvent récidiver jusqu’à 40 ans plus tard. 
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Cela dépend peut-être aussi des sous-populations de TILs. En effet, plusieurs auteurs suggèrent 

que les CCIS avec un ratio en faveur des TILs CD4+ ou FOXP3+ par rapport aux CD8+ ont une 

moins bonne survie sans récidive 151,157,161,162.  

Concernant les CCIS purs, des données suggèrent que l’on peut les séparer en deux sous-

groupes sur base de leur proportion de TILs et que ceux qui en ont une densité élevée sont 

similaires à des CCIS avec micro-invasion en termes de paramètres clinico-pathologiques 155. 

Plus précisément, parmi les CCIS considérés à haut risque (grade III et taille  >15 mm), deux 

sous-groupes avec des risques de récurrence différents se distinguent sur base de la densité en 

TILs et d’un marquage PD-L1+ des cellules du stroma 158. 

 

4.4.2. Les TILs ou T CD8+ 

Les lymphocytes T CD8+ sont présents dans le tissu mammaire normal, au sein même de 

l’épithélium et de manière prédominante par rapport aux TILs CD4+. De plus, ils sont associés 

à la présence de cellules dendritiques (CD11c+) également présentes au contact des cellules 

épithéliales, ce qui suggère qu’il existe une immunosurveillance de la glande mammaire 

normale 150. 

Par contre, tout comme dans les lésions de CCI, dans les CCIS les TILs CD4+ sont majoritaires 

par rapport aux TILs CD8+, bien que la quantité de TILs CD8+ augmente dès les premières 

anomalies prolifératives, donc avant même le stade de CCIS 152,156,163,164. 

Les TILs CD8+ semblent associés aussi aux grades élévés, au statut ER-, HER2+, et parfois à la 

comédo-nécrose 151,162. Cette densité en TILs CD8+ est plus importante en cas de micro-

invasion ou de lésions mixtes 155,158,162. 

Il y a aussi une forte association entre la proportion de TILs CD8+ et la présence du « healing 

phenomenon » décrit plus haut 91. 

Pour les CCIS purs, bien qu’il ne semble pas y avoir de différence entre les sous-types 

moléculaires, on en observe une plus grande densité dans les CCIS ER+HER2+ que dans les 

TN156. 
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4.4.3. Les Tregs  

On observe une majoration de l’infiltration par les lymphocytes T FOXP3+ quand on passe du 

tissu mammaire normal au CCIS puis au CCI 158,165. La densité en TILs FOXP3+ semble 

également associée à des facteurs de mauvais pronostic comme le grade III, la taille de la 

composante invasive, le statut HER2+, le statut ER- et la comédo-nécrose 151,158,162,165. La 

proportion de TILs FOXP3+ serait plus importante dans les lésions mixtes CCIS-CCI, même si 

ce n'est qu'une micro-invasion, que dans les CCIS purs. Elle aurait tendance à être même plus 

importante dans la composante invasive que la composante in situ 162.  Certains auteurs 

suggèrent qu’une forte infiltration en TILs FOXP3+ dans les CCIS purs serait corrélée au risque 

de récidive 158,162. 

 

L’ensemble de ces résultats caractérisant les TILs ou les sous-populations de TILs (CD8+, 

CD4+, Tregs/FOXP3+), souvent contradictoires, ne permettent pas de mettre en évidence des 

différences claires entre CCIS purs et mixtes ni entre CCIS et CCI. Quant aux données sur le 

risque de récidive ou de progression, elles aussi sont peu robustes. Nous pensons qu’il faut des 

analyses plus détaillées sur le phénotype de ces TILs en utilisant des techniques plus poussées 

comme l’imagerie multispectrale associée à des algorithmes de quantification automatisée et 

de localisation ainsi que la cytométrie de flux. Il serait également intéressant d’y associer des 

données transcriptomiques de ces TILs. 

 

4.4.4. Signatures d’expression de gènes 

Gil del Alcazar et coll. ont réalisé des analyses transcriptomiques sur des populations de cellules 

CD45+CD3+ triées à partir de tissus mammaires normaux, de CCIS et de CCI (HER2+ et TN)  
152. Une analyse de clustering hiérarchique non supervisé sépare les T des tissus normaux, des 

CCIS, des CCI TN et des CCI HER2+, avec un micro-environnement plus immunosuppresseur 

dans les CCI que dans les CCIS. Les CCIS sont enrichis en CTL et les CCI en Tregs. Ils ont 

confirmé en immunofluorescence qu’il y avait plus de T CD8+ GZMB+ Ki67+ IFN-g+ dans les 

CCIS que dans les CCI. Ils observent cette même tendance quand ils comparent la lésion de 

CCIS primaire avec la récidive sous forme invasive. 

Dans le même ordre d’idée, Abba et coll. ont analysé les RNAseq de 29 CCIS purs de haut 

grade 124. L'analyse non supervisée distingue deux groupes: DCIS-1 avec essentiellement des 

lésions ER- ou HER2+ très prolifératives et DCIS-2 avec uniquement des lésions luminales peu 

prolifératives. Le groupe DCIS-1 est enrichi en signatures immunitaire et inflammatoire  
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corrélées avec une infiltration en TILs plus importante. Le point intéressant est qu’ils ont 

également identifié une signature de Treg activés dans 80% des échantillons de ce groupe. 

Le groupe de Sorlie et Perou, ayant identifié les différents sous-types moléculaires de cancer 

du sein, ont intégré des données transcriptomiques et génomiques afin de déterminer des voies 

préférentiellement altérées et de les corréler au prognostic. Parmi ces voies, on retrouve celles 

liées à l’immunité T et à la signalisation de certaines interleukines. C’est le ratio des signatures 

Th1/Th2 qui prédit le mieux la survie entre ces différents groupes, soulignant l’importance de 

la nature de l’infiltrat lymphocytaire dans le pronostic. Ces signatures ne sont pas présentes 

dans le tissu mammaire normal mais bien au stade in situ. La signature Th2 est de moins bon 

pronostic dans les CCI, n’est pas visualisée dans les CCIS purs mais bien dans les mixtes 166.  

Parmi ces différentes études, aucune corrélation n’a été réalisée entre les signatures observées 

dans les lésions in situ et le risque de récidive ou de progression sous forme invasive. 

 

L’ensemble de ces données suggère que la nature de l’infiltrat lymphocytaire des lésions in situ 

évolue en parallèle de la progression des CCIS purs vers les mixtes puis CCI, avec un contexte 

de plus en plus immunosuppresseur. Cette évolution semble différente selon les sous-types 

moléculaires. Cela pourrait expliquer la faible immunogénicité globale des cancers du sein 

invasifs et qu’elle serait potentiellement plus importante au stade in situ. 

 

4.4.5. Objectif du travail et stratégie 

Le principal objectif de notre travail sur l’étude de l’immunogénicité des cancers du sein 

précoces est de montrer que celle-ci est plus importante au stade in situ qu’invasif. Pour cela, il 

faut démontrer la présence dans les CCIS de lymphocytes T qui reconnaissent spécifiquement 

les cellules tumorales. Nous avons suivi la stratégie utilisée par D. Schröder pour son analyse 

de 6 CCI, avec deux modifications notoires : d'une part éviter de dériver des clones stables de 

lymphocytes T à partir des TILs, d'autre part s'intéresser aussi aux Tregs (Figure 1.8).  

A partir d’échantillons frais de CCIS purs et mixtes et de tissus mammaires normaux nous 

avons extraits les lymphocytes T que nous avons analysés par cytométrie de flux puis triés à 1 

cellule par puits pour réaliser du RNAseq sur cellules individuelles. Les séquences TCR sont 

extraites de ces données et celles qui sont enrichies dans le tissu tumoral sont clonées dans un 

vecteur lentiviral pour transduire des cellules reportrices JURKAT NFAT-GFP. Nous avons 

testé la spécificité de ces TCR d’intérêt contre des antigènes tumoraux candidats prédits à partir 

du séquençage d’exome et d'ARN tumoral.  
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RESULTATS
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      Patientes enrôlées (n=37) 
- ≥ 18 ans
- Consentement informé signé
- CCIS haut grade
-  Avec ou sans CCI
- Traitement par mastectomie
- HIV(-), HCV(-), HBV(-)
- Pas de traitement immunosuppresseur
- Pas de transplantation 

Patientes exclues (n=20) 
 

Patientes incluses (n=17)

Groupe A
CCIS pur
(n=7)

Groupe B
CCIS > CCI

(n=5)

Groupe C
CCI > CCIS

(n=5)

Prélèvements:
- un fragment tumoral :1/2 en OCT, 1/2 frais pour dissociation
- le fragment voisin: FFPE pour «lame en miroir»
- un fragment extra-tumoral (à distance): 1/2 OCT, 1/2 disso
- le fragment voisin: FFPE pour «lame en miroir»
- 40 ml sang 

Validation histologique:
présence de cellules tumorales dans la lame en miroir du prélèvement 

tumoral frais et absence dans le prélèvement extra-tumoral

Age moyen (années)
Taille moyenne du CCIS (mm)

Sous-types moléculaires

Luminal A

Luminal B HER2 neg
Luminal B HER2 +

Triple négatif
NA

49 57 71
40 52 diffus

2

2
2
1

0

HER2 +

1

2 ; 2

1 ; 2
2 ; 4
0 ; 0

0 ; 0
0 ; 0 2 ; 0

1 ; 3

1 ; 2
1 ; 2
0 ; 0
0 ; 0

Foyer(s) CCIS ; Foyer(s) CCI Foyer(s) CCIS ; Foyer(s) CCI

Figure 2.1. Algorithme de sélection des patientes et sous-types moléculaires des tumeurs.
Participation à l’étude de 37 patientes présentant une lésion de CCIS de haut grade traitées par mastectomie. Pour chaque 
patiente, collecte de 40 ml de sang et d’échantillons tumoral et extra-tumoral frais dont les moitiés sont congelées en 
OCT. Une lame FFPE dite «en miroir» des échantillons tissulaires frais est examinée pour confirmer la présence de 
cellules tumorales dans l’échantillon tumoral et leur absence dans l’échantillon extra-tumoral. Après cette validation 
histologique, 17 patientes ont été incluses et réparties en 3 groupes sur base de la proportion de la composante in situ de 
leur carcinome mammaire (A: CCIS pur, B: mixte à prédominance in situ, C: mixte à prédominance invasive).
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1. Critères de sélection des patientes et description des prélèvements effectués 

Pour cette étude nous avons recruté 37 patientes présentant un CCIS de haut grade pouvant être 

associé à du CCI et nécessitant un traitement par une chirurgie première de type mastectomie. 

Les critères d’inclusion et d’exclusion sont repris dans la Figure 2.1. Pour chaque patiente, en 

post-opératoire immédiat et avant toute fixation de la pièce opératoire au formol, nous avons 

collecté les échantillons suivants :  

1) Un fragment tumoral frais dont la moitié est enrobé en OCT et congelé afin d’en extraire 

l’ADNg et l’ARN tumoral, l’autre moitié fraiche est utilisée pour en extraire les 

lymphocytes T.  

2) Un fragment adjacent au premier est fixé et enrobé en paraffine (FFPE) afin de pouvoir 

réaliser une « lame en miroir » à partir de laquelle l’anatomopathologiste vérifie la présence 

de cellules tumorales. Cette validation histologique est cruciale car les lésions de CCIS sont 

difficilement repérables macroscopiquement. Ce fragment FFPE est également utilisé pour 

réaliser des marquages en immunohistochimie afin de déterminer le sous-type moléculaire 

de la lésion de CCIS et d’en caractériser l’infiltrat inflammatoire.  

3) Un fragment extra-tumoral que nous définissons comme étant un fragment prélevé à distance 

de la tumeur et considéré comme normal, dont la moitié est enrobé et congelé en OCT, et 

l’autre moitié fraiche est utilisée pour en extraire les lymphocytes T.  

4) Un fragment adjacent au précédent est fixé et enrobé en paraffine pour réaliser également 

une « lame en miroir » permettant de vérifier l’absence de cellules tumorales.  

5) Quarante millilitres de sang sont collectés pour en extraire les PBMCs afin de comparer le 

phénotype des lymphocytes T sanguins et tissulaires ainsi que créer la lignée B-EBV 

autologue servant de cellules présentatrices de l’antigène dans nos tests de criblage. 

 

2. Caractérisation des échantillons 

Après validation histologique, nous avons inclus 17 patientes pour la suite des analyses. Nous 

avons réparti celles-ci en 3 groupes sur base de la proportion de la composante in situ de leur 

carcinome mammaire selon un continuum biologique : le groupe A comprend les patientes 

présentant un CCIS pur, le groupe B une lésion mixte dont la composante in situ est 

prédominante et le groupe C comprenant essentiellement du CCI. Comme groupe contrôle 

qualifié de tissu mammaire normal (confirmé en histologie), nous avons inclus 7 patientes ayant 

bénéficié d’une réduction mammaire à visée esthétique ou prophylactique (patientes porteuses 
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des mutations BRCA1/2) pour lesquelles nous avons collecté exactement les mêmes 

prélèvements (frais, OCT et FFPE) et ce pour les deux seins.  

Un tableau comparatif des données clinico-pathologiques des patientes présentant une lésion 

de CCIS classées en fonction des 3 groupes décrits ci-dessus est repris dans la Figure 2.1. 

Premièrement, concernant l’âge moyen des patientes, il est intéressant de noter des différences 

de 10 ans entre le groupe A et B ainsi qu’entre le groupe B et C. Ceci peut être expliqué par 

l’augmentation des diagnostiques de CCIS liée au dépistage systématique ciblant la population 

des femmes entre 50 et 69 ans.  

Deuxièmement, concernant la répartition des différents foyers de CCIS et CCI selon les sous-

types moléculaires, nous constatons l’absence de triple négatif aussi bien parmi les foyers CCIS 

que CCI. Le fait de ne pas retrouver de lésion triple négative dans les foyers de CCIS est le 

reflet de la faible prévalence de ce sous-type moléculaire au stade in situ témoignant du 

caractère agressif et rapidement progressif de celui-ci. L’absence de foyer CCI triple négatif est 

le résultat d’un biais de sélection de nos patientes car la prise en charge thérapeutique classique 

de ce sous-type moléculaire est une chimiothérapie première (néo-adjuvante) et non une 

chirurgie.  
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3. Présence de lymphocytes T essentiellement au pourtour des canaux galactophores 

envahis par du CCIS 

Une observation fréquente abordée dans l’introduction soutenant notre hypothèse, est la 

présence, parfois importante, de TILs dans les lésions de CCIS essentiellement de haut grade. 

L’organisation de ces TILs et leur rapport aux cellules tumorales sont cependant différents par 

rapport à ce qui est observé dans les lésions de CCI. 

Afin de caractériser l’infiltrat inflammatoire mononucléé au sein du stroma des lésions de CCIS 

et le rapport entre les cellules immunitaires et les cellules tumorales, nous avons réalisé 

plusieurs marquages par immunohistochimie sur des coupes successives du fragment FFPE en 

miroir du prélèvement tumoral frais ayant servi à l’extraction des lymphocytes T (Figure 2.2). 

Nous avons réalisé les mêmes marquages pour les fragments FFPE de tissu mammaire extra-

tumoral et normal (Figure 2.3).  

Contrairement à ce qui est observé dans les lésions de CCI, les lymphocytes infiltrant les lésions 

CCIS, plus particulièrement les lymphocytes T CD8, sont situés principalement autour des 

canaux tumoraux. Le terme 'tumor-infiltrating lymphocytes' ou TILs n’est probablement pas le 

plus approprié pour décrire cet infiltrat inflammatoire mais étant un terme largement utilisé 

dans la littérature, nous garderons celui-ci dans la suite du manuscrit. Notons également que 

ces amas de lymphocytes T ne sont pas répartis de manière homogène autour des canaux 

tumoraux mais semble plutôt se regrouper à certains endroits particuliers. Est-ce que ceci serait 

le signe d’une réaction lymphocytaire T spécifique des cellules tumorales suite à une micro-

invasion de celles-ci dans le stroma ?  

Il est également important de remarquer que l’on trouve de rares lymphocytes T, CD4 ou CD8, 

dans les canaux au contact des cellules tumorales. Cependant, comme illustré dans la Figure 

2.3, nous observons également ceux-ci dans les canaux galactophores au sein du tissu 

mammaire normal, au contact des cellules épithéliales.  
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Figure 2.2. Localisation des cellules immunitaires dans une lésion de CCIS.
Images histologiques illustrant les différents marquages réalisés par immunohistochimie sur le fragment FFPE en 
miroir du prélèvement tumoral (exemple d’une lésion CCIS de la patiente FETU dans le groupe B). Caractérisation de 
l’infiltrat inflammatoire mononucléé observé sur la lame en miroir colorée en HE par un marquage CD3 pour les 
lymphocytes T, CD8 pour les lymphocytes T cytotoxiques, CD20 pour les lymphocytes B, CD68 pour les macrophages 
et FOXP3 pour les lymphocytes T régulateurs. La barre représente 500 µm.

H-E CD3

CD8 CD20

CD68 FOXP3
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Figure 2.3. Localisation des cellules immunitaires dans le tissu extra-tumoral de cette lésion.
Images histologiques illustrant les différents marquages réalisés par immunohistochimie sur le fragment FFPE en 
miroir du prélèvement de tissu extra-tumoral de cette même patiente. La barre représente 200 µm.

H-E CD3

CD8 CD20

CD68 FOXP3
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Avec l’aide du Dr. Mieke Van Bockstal (anatomopathologiste spécialiste des pathologies 

mammaires aux CUSL), nous avons estimé les proportions de lymphocytes T totaux, 

lymphocytes T CD8, lymphocytes B, Tregs et macrophages présents dans l’ensemble des 

prélèvements tumoraux et extra-tumoraux des 17 patientes présentant une lésion de CCIS ainsi 

que pour les prélèvements de tissu mammaire normal des 7 patientes contrôles. Nous voulions 

comparer ces populations cellulaires entre tissus tumoraux et non-tumoraux (extra-tumoraux et 

normaux) ainsi qu’entre lésions de CCIS pur (groupe A des patientes) et mixtes CCIS-CCI 

(groupe B et C). Pour cela, nous avons marqué des coupes sériées FFPE de 4 µm avec un 

anticorps anti-CD3 (lymphocytes T), anti-CD8 (lymphocytes T CD8), anti-CD20 (lymphocytes 

B), anti-CD68 (macrophages) et anti-FOXP3 (Tregs). Le pourcentage de chaque type cellulaire 

est évalué manuellement en parcourant d’abord l’ensemble de la coupe à faible grossissement 

(40x) pour repérer le ou les foyers tumoraux (CCIS ou CCI). Ensuite, à plus gros grossissement 

(100x), le champ étant centré sur un foyer à la fois, nous avons estimé la proportion de cellules 

positives pour le marquage en question par rapport à l’ensemble des cellules du stroma proche 

de la lésion. Le pourcentage final correspond à la moyenne des pourcentages des différents 

champs analysés. Pour le marquage CD3, en cas de lésion mixte, nous avons également décrit 

le pourcentage séparément pour les foyers de CCIS et CCI. Le résultat est exprimé sur une 

échelle allant de moins de 1%, puis progressant par paliers de 1% jusqu’à 5% et ensuite par 

paliers de 5%. 

Toutes les populations de cellules immunitaires étudiées sont plus importantes dans les tissus 

tumoraux que dans les tissus extra-tumoraux et normaux (Figure 2.4). 

Si on compare les CCIS pur et mixtes CCIS-CCI, seuls les macrophages sont significativement 

(P<0.05) majorés dans les lésions mixtes (Figure 2.5). Nous n’observons pas non plus de 

différence significative d’infiltration par les lymphocytes T entre les foyers de CCIS et les 

foyers de CCI analysés séparément en cas de lésion mixte (Figure 2.5). L’intérêt de cette 

analyse de l’infiltrat inflammatoire par immunohistochimie réside essentiellement dans la 

description de l’organisation de celui-ci par rapport aux cellules tumorales. Celle-ci se compose 

d’amas de lymphocytes T comprenant des lymphocytes T CD8 se localisant au pourtour des 

canaux tumoraux et à certains endroits uniquement. Ces lymphocytes T sont parfois associés à 

des lymphocytes B formant dans certains cas des structures lymphoïdes tertiaires pouvant être 

le signe d’une réponse inflammatoire chronique. Nous n’observons jamais cela dans les tissus 

mammaires non tumoraux (extra-tumoraux ou normaux) qui sont très peu infiltrés par 

l’ensemble des cellules immunitaires. Il est possible que ces infiltrats lymphocytaires 

contiennent des lymphocytes anti-tumoraux. 
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4. Lymphocytes T extraits des tissus tumoraux : marqueurs d'activation  

Dans l’hypothèse où certains lymphocytes T extraits des prélèvements tumoraux reconnaissent 

des antigènes de tumeurs, ils devraient porter des marqueurs d’activation. Nous avons exploré 

cette question, comme montré dans la Figure 2.6. Nous avons marqué les cellules extraites des 

différents prélèvements avec un panel d'anticorps puis les avons analysées et triées par 

cytométrie de flux. Pour chaque patiente nous avons analysé dans la même expérience les 

cellules extraites des prélèvements tumoraux et extra-tumoraux ainsi que les PBMCs 

autologues. Pour les échantillons de tissus, les cellules ont été extraites mécaniquement sans 

utiliser d’enzymes afin d’éviter la perte de certains antigènes de surface et sans incubation à 

37°C qui peut modifier le transcriptome. Nous avons réalisé les mêmes analyses avec des 

prélèvements de tissus mammaires et de sang obtenus lors de réductions mammaires à visée 

esthétique ou prophylactique (échantillons « normaux »). Comme contrôles, nous avons utilisé 

des PBMCs allogéniques, provenant de patients hémochromatosiques, dont une partie dite « au 

repos » est analysée telle quelle et l’autre partie dite « activée » est stimulée pendant 24h avec 

un anticorps anti-CD3 (OKT3) insolubilisé.  
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La Figure 2.7 montre la quantification des populations de lymphocytes T totaux, CD4, CD8 et 

B en fonction de l’origine tissulaire (tumorale, extra-tumorale et normale), ou de type de tumeur 

(CCIS pur ou mixte). Cette analyse confirme que les tissus tumoraux sont plus infiltrés par des 

lymphocytes T CD4 et CD8 que les tissus extra-tumoraux et normaux. Notons que le ratio 

CD4/CD8 est nettement en faveur des CD4 dans les tissus tumoraux alors que c’est l’inverse 

dans les tissus mammaires normaux (non montré). C'est aussi ce qui avait été observé dans 

d’autres études des TILs dans des carcinomes canalaires infiltrants 28,42,167 et une étude sur les 

CCIS 152. Concernant la population de lymphocytes B, celle-ci tend à être également plus 

importante dans les tissus tumoraux mais cette différence n’est pas significative. Si nous 

comparons CCIS purs et mixtes, nous nous apercevons que lorsqu’il y a un foyer invasif, il y a 

plus de lymphocytes T CD4 et CD8. Pour les lymphocytes B, la différence reste non 

significative. 
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Nous nous sommes ensuite focalisés sur l’expression de marqueurs d’activation par les 

lymphocytes T CD8, cellules effectrices principales de la réponse anti-tumorale par leur 

capacité à reconnaître spécifiquement les antigènes tumoraux et à tuer les cellules tumorales 

qui les portent.   

CD69 est considéré comme un marqueur d’activation précoce : au niveau transcriptionnel, il 

apparaît 30 à 60 min après l’activation et décline rapidement après 4 à 6h tandis que la protéine 

est détectable 2 à 3h après la stimulation. Cependant son expression n’est pas spécifique de 

l’engagement du TCR car c'est aussi un marqueur de rétention tissulaire par son rôle antagoniste 

de la sphingosine-1 phosphate limitant la sortie des tissus ou des organes lymphoïdes 168,169. La 

Figure 2.8 montre que la majorité des lymphocytes T CD8 et CD4 extraits des différents 

prélèvements (tumoraux, extra-tumoraux et normaux) expriment CD69 sans différence 

significative entre les tissus ou entre CCIS purs ou mixtes CCIS-CCI.  

CD25 est la sous unité a du récepteur à l’IL-2, cytokine essentielle pour la prolifération des 

lymphocytes T 170. Son expression sur les lymphocytes T activés dépend de la voie de 

signalisation du TCR suite à l’engagement de celui-ci. CD25 est également un marqueur de 

Tregs qui l'expriment de manière constitutive et élevée 171. Dans les tissus tumoraux, CD25 est 

exprimé par une beaucoup plus grande proportion de lymphocytes T CD4+ que CD8+ (Figure 

2.8). Dans les tissus extra-tumoraux et normaux, cette différence n’est pas significative. Ces 

lymphocytes T CD4+ CD25+ peuvent être des Tregs. La proportion des lymphocytes T CD4+ 

qui expriment CD25 est significativement plus élevée dans les tissus tumoraux avec un foyer 

invasif que dans les CCIS purs ainsi que dans les tissus non tumoraux. Globalement les 

proportions de lymphocytes T CD8+ qui portent CD25 est très faible : <1%.  

PD-1 apparaît plus tardivement, environ 24h après l’activation du TCR pour être maximale à 

72h 172. C’est un co-récepteur inhibiteur des lymphocytes T jouant un rôle de frein 

physiologique de cette activation. C’est ce mécanisme qui est ciblé par les anticorps 

immunomodulateurs inhibant la voie PD-1, utilisés en oncologie. PD-1 peut persister à la 

surface de lymphocytes T activés chroniquement et devenus peu fonctionnels, on les considère 

souvent comme « épuisés ». Il n'est pas possible de distinguer lymphocytes T activés et 

lymphocytes T épuisés sur la seule base de l'expression de PD-1 173. Comme pour CD69, la 

majorité des lymphocytes T CD4 et CD8 extraits des différents prélèvements expriment PD-1 

(Figure 2.8). La seule différence significative entre CD4+ et CD8+ s'observe dans les CCIS purs 

avec plus de T CD8 PD-1+. 
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En plus des marqueurs d'activation, nous avons étudié l'expression de CD103, un marqueur des 

lymphocytes T résidents des tissus (TRM pour « resident memory T cells »). CD103 est la sous-

unité a de l’intégrine aE/ß7 dont le ligand est l’E-cadhérine exprimée par les cellules 

épithéliales, ce qui permettrait l’ancrage des lymphocytes T dans les tissus. C’est plus souvent 

la co-expression de CD103 et CD69 et/ou PD-1 qui définit cette sous-population de 

lymphocytes T bien que cela varie d’un tissu à l’autre et qu’il existe des populations de TRM 

CD103- ou CD69-. L'expression de CD103 est induite par l’activation du TCR en présence de 

TGF-ß 174,175. Il a été montré que les TILs CD8+CD103+ ont de meilleures capacités à tuer les 

cellules tumorales que les CD8+CD103-, soit par une meilleure stabilisation de la synapse 

immunologique avec la cellule cible soit en aidant à la polarisation des granules cytolytiques 
169. Dans le cancer du sein, plus particulièrement dans le sous-type moléculaire triple négatif au 

stade précoce, la signature transcriptomique des TRM CD8+CD103+ est associée à un meilleur 

pronostic : diminution du risque de rechute et meilleure survie globale 176. Dans l’étude 

KEYNOTE-086, l’enrichissement de cette signature CD8+ TRM est un marqueur prédictif de 

la réponse au Pembrolizumab chez les patientes avec un cancer du sein triple négatif 

métastatique 174. La Figure 2.8 montre ces lymphocytes T CD8+CD103+ en proportions plus 

importantes dans les lésions de CCIS purs que dans les lésions mixtes. Notons également que 

dans tous les tissus que nous avons analysés, CD103 est présent nettement plus souvent sur les 

CD8+ que sur les CD4+. C'était aussi le cas dans les tumeurs invasives analysées dans la 

littérature 176. 

 

Si les lymphocytes T résidents du sein contiennent les lymphocytes anti-tumoraux que nous 

voudrions trier, ces derniers devraient donc être CD8+CD103+ et porter un marqueur 

d'activation s'ils sont dans la tumeur mais pas s'ils sont dans du tissu extra-tumoral et a fortiori 

normal. Nous avons donc comparé les expressions de CD25, CD69 et PD-1 sur les lymphocytes 

T CD8+CD103+ tumoraux ou non (Figure 2.9). Comme environ 90% des lymphocytes T CD8+ 

CD103+ expriment le marqueur CD69 aussi bien dans les tissus tumoraux qu’extra-tumoraux 

et normaux, et qu’il est également considéré comme un marqueur de rétention tissulaire, nous 

avons qualifié la population de T CD8+ CD103+ CD69+ de CD8 TRM. Il semble que cette 

population soit plus importante dans les lésions de CCIS purs.  
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Nous avons ensuite analysé l’expression de PD-1 et CD25 par cette population. Les résultats 

montrent que PD-1 se retrouve sur la majorité des CD8 TRM mais aussi bien dans la tumeur 

que dans les tissus non tumoraux. Par contre, CD25 se trouve sur une petite proportion de CD8 

TRM tumoraux alors qu’il est quasi absent sur ceux dans les tissus non tumoraux. Cependant, 

il n’y a pas de différence entre CCIS purs et mixtes (résultats non montrés). Si on s’intéresse à 

la co-expression de PD-1 et CD25 par cette population, à nouveau, celle-ci est plus fréquente 

parmi les CD8 TRM provenant des tissus tumoraux comparée aux tissus extra-tumoraux des 

mêmes patientes. 

Nous faisons l’hypothèse que cette population de CD8 TRM PD-1+ et CD25+ contient les 

lymphocytes T CD8 spécifiques des cellules tumorales. Pour le confirmer, il faut les récupérer 

et les tester vis-à-vis de potentiels antigènes tumoraux. C’est ce que nous avons fait grâce à la 

technique de single cell RNAseq qui nous a permis d’identifier la séquence complète des TCR 

d’intérêt afin de les reconstruire et de les faire exprimer par des cellules reportrices. 

 

Concernant les lymphocytes T CD4, nous avons analysé un marqueur d’activation spécifique 

des Tregs : la protéine GARP (Glycoprotein A repetitions predominant) ou LRRC32. GARP 

est une protéine transmembranaire qui participe à l’activation du TGF-ß produit par les Tregs. 

Le TGF-ß inhibe de manière paracrine la prolifération et la sécrétion de cytokines par les 

lymphocytes T effecteurs. La voie GARP-TGF-ß joue un rôle important pour la fonction 

immunosuppresive des Tregs 177. Au contraire de CD25, qui est présent sur les Treg activés ou 

non, GARP n'est présent qu'après activation par le TCR. De plus, GARP n'est pas présent sur 

les T conventionnels (non Tregs) activés. La présence de Tregs (cellules CD3+CD4+CD127-

CD25+FOXP3+) a déjà été observée dans des lésions de CCI et en proportion plus importante 

que parmi les lymphocytes T extraits du parenchyme mammaire normal 28. Plusieurs études ont 

mis en évidence que la présence de Tregs était un facteur de mauvais pronostic dans différents 

cancers dont le cancer du sein 61. Dans notre étude, nous nous sommes intéressés aux Tregs 

activés et non pas aux Tregs de manière générale car il aurait fallu pour cela faire un marquage 

FOXP3 qui est un marquage intracellulaire nous empêchant par la suite de récupérer les cellules 

vivantes. La Figure 2.10 montre que la population de Tregs activés (cellules 

CD3+CD4+CD25+GARP+) s’observe uniquement dans les tissus tumoraux et plutôt dans les 

lésions mixtes CCIS-CCI.  
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A notre connaissance, c’est la première fois que cette population est mise en évidence dans le 

cancer du sein au stade in situ. Jusqu’à présent, il existe très peu de données dans la littérature 

mentionnant que les Tregs présents parmi les TILs reconnaissent spécifiquement dans antigènes 

tumoraux, et a fortiori, personne ne sait si c’est déjà le cas au stade très précoce du cancer du 

sein 178. Pour pouvoir répondre à cette question, nous avons également trié les Tregs activés 

(CD3+CD4+CD25+GARP+) à une cellule par puit afin de reconstruire leurs TCR et tester leur 

spécificité envers de potentiels antigènes tumoraux. 

 

5. Lymphocytes T anti-tumoraux candidats : sélection des clonotypes répétés et enrichis 

dans les prélèvements tumoraux 

Précédemment dans le laboratoire, David Schröder a étudié la spécificité de lymphocytes T 

CD8 infiltrant des carcinomes primaires invasifs du sein. Sur 6 tumeurs analysées, il a mis en 

évidence des lymphocytes T spécifiques des cellules tumorales dans une seule. Une des limites 

techniques de son travail concernait le clonage des TILs et leur amplification en culture. 

L’efficacité du clonage était de l’ordre de 10%. Il se peut donc qu’il n’ait pas pu identifier 

certains clones anti-tumoraux car ceux-ci n’arrivaient plus à proliférer in vitro. Pour éviter ce 

biais de sélection, Orian Bricard, un autre doctorant travaillant dans notre laboratoire, a mis au 

point une technique permettant de séquencer le transcriptome d’une seule cellule (single cell 

RNAseq selon le protocole SmartSeq2) tout en permettant également l’identification du TRA et 

du TRB du TCR. Suite à cette identification, nous pouvons reconstruire le TCR dans un vecteur 

lentiviral afin de le faire exprimer par une lignée de cellules reportrices, plus facilement 

manipulable in vitro qu’un clone CTL, pour des tests de criblage d’antigènes tumoraux 

candidats. Ces données de séquençage et l’identification du TRB nous ont servi à établir le 

répertoire TRB d’un petit nombre de lymphocytes T triés à partir des échantillons tumoraux et 

extra-tumoraux. Sur base de ces résultats nous avons sélectionné des clonotypes candidats pour 

la reconstruction TCR. Un clonotype est défini par une séquence nucléotidique unique couvrant 

la région CDR3 de la chaine ß du TCR.   

La Table 2.1 reprend pour les patientes pour lesquelles nous avions assez de cellules pour 

réaliser le tri (14 patientes sur 17), les informations sur le nombre de T triés, le nombre de TRB 

identifiés, le nombre de clonotypes différents, l’index de répétition, la fréquence du clonotype 

le plus représenté, la fréquence cumulée des dix clonotypes les plus représentés ainsi que le 

nombre de clonotypes dont nous avons décidé de reconstruire le TCR.  
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Les patientes sont classées par groupe selon le type de lésion tumorale (comme défini dans le 

paragraphe sur les caractéristiques des échantillons) puis par ordre alphabétique. L’index de 

répétition est le rapport entre le nombre de clonotypes différents et le nombre total de TRB 

identifiés. Une valeur de 1 signifie qu’il n’y a aucun clonotype répété dans l’échantillon et plus 

cette valeur diminue plus il y a de clonotypes répétés. La fréquence d’un clonotype est 

déterminée par le rapport en pourcentage du nombre de cellules partageant le même CDR3 du 

TRB sur le nombre total de TRB identifiés. La somme des fréquences des dix clonotypes les 

plus représentés (fréquence cumulée du top 10) permet de repérer assez simplement les 

échantillons qui peuvent contenir de manière plus importante des clones T localement 

amplifiés.  

Actuellement, nous avons réalisé l’analyse des répertoires TRB pour 10 patientes. Pour les 

premiers échantillons, nous avions trié 96 CD4 et 96 CD8 pour chaque prélèvement tumoral et 

extra-tumoral. Par la suite, pour augmenter notre rendement, nous avons trié les cellules sur 

CD3+CD4+ ou CD3+CD8+ et utilisé l’Index Sort pour identifier CD4 ou CD8.  

Nous avons identifié une séquence TRB pour 87,3% des cellules triées.  

La première constatation concerne l’index de répétition. Il est systématiquement entre 0,9 et 1 

pour les clonotypes CD4 mais souvent plus faible pour les CD8, jusqu'à 0,5 dans les tissus 

tumoraux et 0,3 dans les tissus extra-tumoraux. 

Dans la tumeur, la fréquence la plus élevée parmi les clonotypes CD8 est de 12,9% et de 3,7% 

parmi les CD4. Par contre, elle est de 41,4% parmi les T CD8 extra-tumoraux. Quant aux Tregs 

activés (CD4+CD25+GARP+), population observée uniquement dans les échantillons tumoraux, 

chez plusieurs patientes le clonotype le plus répété a une fréquence de l’ordre de 12-13%. 

La fréquence cumulée des 10 premiers clonotypes tumoraux est en moyenne de 39,8% pour les 

CD8 et de 16% pour les CD4. Nous observons la même différence dans le tissu extra-tumoral 

avec une fréquence cumulée moyenne du top 10 des clonotypes CD8 de 54,8% et 20,7% pour 

les CD4. La fréquence cumulée moyenne du top 10 des clonotypes Tregs quant à elle est de 

33,1%. 

Ces résultats montrent qu’il y a des clonotypes CD8 répétés dans la tumeur mais également 

dans le tissu extra-tumoral, même si celui-ci est beaucoup moins infiltré par des lymphocytes 

T. Ceci ne semble pas être le cas, ou ils sont très faiblement répétés, pour les lymphocytes T 

CD4 tumoraux ou extra-tumoraux sauf si on s’intéresse à la sous-population des Tregs activés. 

Nos résultats dans le CCIS sont comparables à ce qui a été décrit pour des CCI. Une étude en 

2016 analysant la clonalité des TILs dans les CCI a montré que celle-ci était identique dans les 

tissus tumoraux et extra-tumoraux 179. Une autre étude a montré que la fréquence cumulée du 
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top 50 des clonotypes était similaire dans la tumeur et le tissu extra-tumoral 180. L’ensemble de 

ces résultats ainsi que les nôtres soulignent le fait qu’il n’y a pas que dans la tumeur que l’on 

peut trouver des clonotypes répétés.  

Ce qui nous intéresse, c’est de pouvoir sélectionner des lymphocytes T CD8 potentiellement 

anti-tumoraux afin de reconstruire leur TCR. Pour cela nous avons voulu savoir si les 

clonotypes les plus répétés dans la tumeur l’étaient aussi dans le tissu extra-tumoral ou dans le 

sang. 
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Figure 2.11. Répertoire TRB des 10 clonotypes T CD8 les plus fréquents dans la tumeur pour chaque patiente.
Pour chaque patiente, fréquences des 10 premiers clonotypes T CD8 les plus répétés dans la tumeur (en noir), classés 
par ordre décroissant de leur fréquence. En blanc, fréquences dans le tissu extra-tumoral. Les flèches pleines indiquent 
les clonotypes pour lesquels le TCR a été reconstruit. Flèches vides: TCR reconstruits en dehors des critères de sélec-
tion. Les patientes sont classées selon le type de lésions de CCIS (pures ou mixtes) et par ordre décroissant du taux 
d’infiltration des TILs (nombre de CD3+/g de tissu, déterminé par cytométrie de flux).
Les fréquences sont les rapports en pourcentage du nombre de cellules partageant la même séquence nucléotidique du 
CDR3 du TRB sur le nombre de cellules pour lesquelles un TRB a été identifié. 

TCR reconstruit + critères non ok
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Les Figures 2.11, 2.12 et 2.13 montrent toutes les fréquences des 10 clonotypes les plus 

représentés dans les tumeurs, séparément pour les CD8, CD4 et Tregs activés (CD25+ GARP+). 

Pour les clonotypes CD8 les plus répétés dans les tumeurs, nous observons que certains le sont 

aussi (et parfois même plus) dans le tissu extra-tumoral (Figure 2.11). Par contre, peu sont 

détectés dans le sang. Dans les CCI analysés 180, 50% des clonotypes CD3 étaient partagés entre 

le tissu tumoral et extra-tumoral, et le partage était d’autant plus probable que la fréquence du 

clonotype était élévée. Pour les clonotypes CD4 (Figure 2.12), ils sont peu ou pas répétés dans 

la tumeur et sans surprise, pas retrouvés en extra-tumoral. Pour les clonotypes Tregs activés 

(CD4+CD25+GARP+) (Figure 2.13), nous en avions suffisamment que chez 5 patientes. Dans 2 

tumeurs, tous les clonotypes sont peu fréquents. Dans les 3 autres, il y a un clonotype qui 

prédomine nettement (fréquence de 12%, 13% et 13%). 
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Figure 2.12. Répertoire TRB des 10 clonotypes T CD4 les plus fréquents dans la tumeur pour chaque patiente.
Pour chaque patiente, fréquences des 10 premiers clonotypes T CD4 les plus répétés dans la tumeur (en noir), classés 
par ordre décroissant de leur fréquence. En blanc, fréquences dans le tissu extra-tumoral. Les patientes sont classées 
selon le type de lésions de CCIS (pures ou mixtes) et par ordre décroissant du taux d’infiltration des TILs (nombre de 
CD3+/g de tissu, déterminé par cytométrie de flux).
Les fréquences sont les rapports en pourcentage du nombre de cellules partageant la même séquence nucléotidique du 
CDR3 du TRB sur le nombre de cellules pour lesquelles un TRB a été identifié.
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Figure 2.13. Répertoire TRB des 10 clonotypes Tregs activés les plus fréquents dans la tumeur pour chaque 
patiente.
Pour chaque patiente, fréquences des 10 premiers clonotypes Tregs activés (CD4+CD25+GARP+) les plus répétés dans la 
tumeur (en noir), classés par ordre décroissant de leur fréquence. Les flèches pleines indiquent les clonotypes pour 
lesquels le TCR a été reconstruit. Flèches vides: TCR reconstruits en dehors des critères de sélection. Les patientes sont 
classées selon le type de lésions de CCIS (pures ou mixtes) et par ordre décroissant du taux d’infiltration des TILs 
(nombre de CD3+/g de tissu, déterminé par cytométrie de flux).
Les fréquences sont les rapports en pourcentage du nombre de cellules partageant la même séquence nucléotidique du 
CDR3 du TRB sur le nombre de cellules pour lesquelles un TRB a été identifié.

TCR reconstruit + critères non ok
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Sur base de ces observations, nous avons sélectionné des clonotypes à reconstruire pour les 

tests de reconnaissance d’antigènes avec les critères suivants :  

1) Pour les T CD8 ou Tregs activés ; 

2) Fréquence tumorale ≥ 4% ; 

3) Fréquence du clonotype dans la tumeur 5x plus importante que dans le tissu extra-

tumoral ;  

Ces critères sont arbitraires, guidés d’une part par la charge de travail technique que cela 

représente, et d’autre part par un plus grand intérêt pour les clonotypes clairement répétés 

localement et enrichis dans la tumeur par rapport au tissu extra-tumoral. Cela nous donne 11 

clonotypes CD8 et 11 clonotypes Tregs activés à reconstruire. 

Ensuite, nous avons apportés deux correctifs à ces critères. Le premier se base sur les analyses 

de répertoires TCR dans le sang que nous avons réalisées, non pas par « single cell RNAseq » 

mais à partir de libairies d’ADNc de PBMC. Le nombre de clonotypes CD3 identifiés est 

beaucoup plus élevé, en moyenne 14 000 par échantillon. La grande majorité des clonotypes 

les plus représentés dans les tumeurs ne sont pas retrouvés dans les répertoires sanguins.  

Seulement 18/230 sont détectés dans le sang et indiqués par une astérisque (*) dans les Figures 

2.11, 2.12, 2.13. Par mesure de précaution afin d’éviter de tester des clonotypes fréquents dans 

le sang et donc présents dans tous les tissus, nous avons désélectionné 3 clonotypes CD8. 

L’autre correctif concerne la patiente KOBE qui fut la première patiente pour laquelle nous 

avons réalisé cette analyse et tenté la reconstruction TCR. Nous avions décidé de reconstruire 

les TCR des 5 premiers clonotypes T CD8 et Tregs activés tumoraux non détectés dans le sang 

(sans notion d’enrichissement par rapport au tissu extra-tumoral).  

Nous avons fait une autre exception concernant la patiente KYLO car nous avons été intrigués 

par le clonotype numéro 5 (Figure 2.11) dont la fréquence dans le tissu extra-tumoral atteint 

41% et est de 5,7% dans le sang. Notre première hypothèse est que ce clonotype reconnaît 

probablement un peptide viral. Nous avons reconstruit son TCR afin de le tester également 

contre des pools de peptides EBV, CMV et influenza.  

Jusqu’à présent, nous avons reconstruit 13/14 TCR de clonotypes CD8 et 12/15 TCR de 

clonotypes de Tregs activés. Ceci concerne 8 patientes sur 14 pour lesquelles nous avons pu 

trier une cellule par puit. La question suivante est : quels vont être les antigènes tumoraux 

candidats contre lesquels nous allons tester ces TCR reconstruits ? 
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6. Sélection des antigènes tumoraux candidats 

Comme décrit dans l’introduction, il existe plusieurs types d’antigènes tumoraux pouvant être 

reconnus par des lymphocytes T, ceux considérés comme spécifiques des tumeurs et ceux dits 

« associés » aux tumeurs. Parmi les antigènes spécifiques des tumeurs, nous nous sommes 

intéressés aux antigènes mutés et aux antigènes issus de l’expression des gènes de type MAGE. 

De plus, certains sous-types moléculaires de cancer du sein surexpriment la protéine HER2 ce 

qui en fait également un antigène candidat, malgré qu'il ne soit pas spécifique des cellules 

tumorales. 

 

6.1. Sélection des antigènes mutés 

Pour chaque patiente, nous avons séquençé les exomes (WES pour « whole-exome 

sequencing ») tumoral et normal, ce dernier à partir des cellules mononuclées du sang ou des 

lymphocytes B transformés par EBV, afin d’identifier les mutations somatiques de la tumeur. 

Parmi celles-ci, nous avons sélectionné les mutations non synonymes: substitutions de 

nucléotides qui génèrent un changement d’acide aminé (faux-sens) ou un codon stop (non-

sens), insertions et délétions (indels) d’un ou plusieurs nucléotides avec ou sans décalage du 

cadre de lecture et mutations modifiant un site d’épissage. La Figure 2.14 montre le procédé de 

sélection des mutations candidates.  

Brièvement, les mutations somatiques ont été identifiées avec Mutect2 puis annotées avec 

Funcotator (deux fonctions de GATK v4). Ces analyses ont été réalisées par Orian Bricard en 

suivant les recommandations du Broad Institute. Ensuite, nous avons procédé à trois 

validations:  

1) Validation de l’appel des mutations somatiques en comparant Mutect2 avec 

VarScan2 et Strelka2 (analyse réalisée par Nicolas Van Baren). La majorité des 

mutations détectées par Mutect2 l’étaient également par VarScan2 et Strelka2 mais 

ces derniers sélectionnaient beaucoup plus de variants qui s’avéraient être des 

polymorphismes. 

2) Validation visuelle avec IGV (Integrative Genomic Viewer) afin d’exclure les faux-

positifs (mutations présentes dans l’échantillon normal et non éliminées par 

Mutect2) et de valider les mutations détectées par Mutect2 mais pas par VarScan2 

ni Strelka2. 
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3) Pour les patientes pour lesquelles nous avons décidé de reconstruire des TCR, nous 

avons vérifié l’expression des gènes mutés, quand nous disposions des données 

RNAseq, avec un seuil d’expression ≥1 TPM (Transcripts per kilobase million). 

Ensuite, pour sélectionner les mutations pour lesquelles un peptide candidat serait synthétisé, 

nous avons fait une analyse de prédiction de liaison aux HLA-I par NetMHCpan4.0. Quand il 

y avait plus de 50 mutations dans la tumeur, nous n’avons gardé que celles prédites pour se lier 

avec une affinité forte (Kd < 50 nM) tandis que lorsqu’il y avait moins de 50 mutations, nous 

avons également gardé les peptides prédits pour se lier avec une affinité faible (Kd < 500 nM). 

Pour les patientes pour lesquelles des TCR ont été reconstruits, des peptides de 25 acides aminés 

ont été synthétisés pour les mutations faux-sens et les indels. Pour les mutations faux-sens, 

Nicolas Van Baren a écrit un script R pour sortir une séquence de 25 AAs avec le résidu mutant 

en position 13. Pour les indels avec décalage de phase, nous avons déterminé manuellement la 

séquence de plusieurs peptides de 25 AAs se chevauchant sur 21 AAs jusqu’au premier codon 

stop. Pour les indels en phase, nous avons synthétisé un seul peptide de 25 AAs centré sur la 

modification. 
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ARN tumoral
(fragment congelé et enrobé en OCT)

WES 50x WES 50x RNAseq
30M reads P-E

Identification des mutations 
somatiques

 Alignement des reads

Validation visuelle

Vérification de l’expression 
 TPM≥1 avec validation visuelle IGV 

Prédiction de liaison HLA-I 
 Si >50 mut : que SB conservées
 Si ≤50 mut: SB et WB conservées

Synthèse peptides 25 acides aminés 

Figure 2.14. Stratégie d’analyse et de sélection des mutations candidates
WES, Whole-Exome Sequencing ; Indels, insertions-délétions ; IGV, Integrative Genomic Viewer ; TPM, Transcript per 
Kilobase Milion ; SB, Strong Binder ; WB, Weak Binder

*

Mutations faux-sens
Indels avec decalage
de phase

: acide aminé modifié
*  : codon stop

BWA, hg38

 Appel mutations somatiques
Mutect2

 Annotations

Funcotator

Sélection des mutations non synonymes
    - Faux-sens
    - Non-sens
    - Indels avec décalage de phase
    - Indels sans décalage de phase
    - Modification du site d’épissage

Validation appel des mutations

VarScan2 et Strelka2

IGV

Analyse expression de gènes

NetMHCpan4.0

(Script R, N. Van Baren)

(manuel)
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La Table 2.2 reprend pour toutes les patientes, classées par type de lésion puis par ordre 

alphabétique, les nombres de mutations somatiques non synonymes détectées par Mutect2 puis 

validées. 

Nous avons indiqué la fréquence allélique moyenne des mutations, déterminée en faisant le 

rapport du nombre de reads mutés sur le nombre total de reads couvrant la position mutée. Dans 

un échantillon avec 100% de cellules tumorales diploïdes et sans perte d’hétérozygotie, la 

fréquence allélique est de 50%. Pour la majorité des patientes (3 exceptions), cette fréquence 

est positivement corrélée au pourcentage de cellules tumorales. Nous avons indiqué aussi la 

fréquence allélique maximale, celle de la mutation la plus représentée. 

Les proportions de cellules tumorales dans les échantillons congelés utilisés pour l’extraction 

d'acides nucléiques ont été estimées avec l’aide du Dr Sophie Pirenne, assistante en anatomo-

pathologie du sein, sur base de 3 cryocoupes de 7 µm colorées par hématoxyline-éosine. Ces 

coupes se trouvent au début, au milieu et à la fin des 30 coupes de 25 µm utilisées pour la 

génétique. 

Le nombre moyen de mutations non synonymes a tendance à être plus faible dans les lésions 

de CCIS purs que dans les lésions mixtes CCIS-CCI mais cette différence n’est pas significative 

(p=0,0581). Comme décrit dans la littérature, ce sont les mutations faux-sens qui 

prédominent124,126. 

Le nombre de peptides antigéniques candidats est indiqué en bas de la table. La sélection de ces 

peptides s’est faite sur base de la prédiction de liaison aux HLA et du niveau d’expression du 

gène concerné. A noter que pour la patiente KOBE, première patiente pour laquelle nous avions 

réalisé des reconstructions TCR, nous avons testé toutes les mutations validées sans tenir 

compte de l’expression car nous ne disposions pas du RNAseq. De plus, comme nous voulions 

tester aussi des Tregs de cette patiente, nous n’avons pas fait de sélection sur base de 

NetMHCpan, moins validées pour les HLA de classe II. 
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Table 2.2. Sélection des antigènes mutés candidats

Type de lésion tumorale
Code Patient BIFI LOKI OJEC ORBI RAFI RUBI ULDA DALA FETU JORD KOBE KYLO ELID NOTT POCA RIND ROKY
% de cell. Tum. <10 60 50 70 10 50 <10 90 10 20 30 40 50 20 50 10 100
Nbre Mutations non syn. 1 38 8 29 5 3 4 43 67 10 32 25 104 27 38 9 17

Fréq. All. Moy (%) 1 23 14 32 5 20 28 21 10 6 12 28 20 15 13 14 35
Fréq. All. Max (%) 1 65 34 81 7 46 43 50 37 10 33 56 79 28 72 36 82

Nbre de :
mut. Faux sens 1 28 7 19 5 3 3 40 57 7 29 21 71 21 33 7 16
mut. Non sens 0 3 0 4 0 0 0 1 5 0 2 1 7 1 0 0 0
indels en phase 0 3 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 5 1 0 0 0
indels avec décalage 0 3 0 2 0 0 0 0 0 0 1 1 10 3 4 1 1
modif site épissage 0 0 0 3 0 0 1 2 5 3 0 2 11 3 1 1 0
Faux positif 1 3 4 1 5 0 0 1 1 0 3 4 0 0 0 1 0

Nbre de peptides 0 EA EA 22 3 0 EA 0 41 5 31 16 EA 17* 0 14* 0

EA: En attente des résultats des répertoires TCR pour déterminer le nombre de TCR à reconstruire
*: 3 peptides communs basés sur 2 mutations proches (RETSAT A533V et G536R) partagées par ces deux tumeurs

Groupe A Groupe B Groupe C
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6.2. Sélection des antigènes de type MAGE 

Pour les patientes pour lesquelles nous disposons des données de RNAseq, nous avons regardé 

l’expression des gènes de type MAGE. La Table 2.3 en comprend une série de ces gènes 

sélectionnés sur base de données publiées pour le cancer du sein 16,181,182, avec leur niveau 

d’expression en TPM. A titre comparatif, sont également rapportées, les valeurs en TPM pour 

des gènes de ménage, fortement exprimés comme ACTB et GAPDH, moyennement exprimé 

comme OAZ1 et faiblement exprimé comme ABL1, ainsi que pour le gène ERBB2. Nous avons 

fixé un seuil arbitraire de TPM ≥1 avec vérification sur IGV pour sélectionner les gènes 

encodant les peptides candidats à tester (en rouge dans la Table 2.3). Globalement, l’expression 

des gènes de type MAGE est faible sauf pour la tumeur de la patiente ELID qui co-exprime 

l’ensemble des gènes GAGE. 
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Table 2.3. Expression en TPM de gènes de ménage, ERBB2 et de type MAGE.

Type de lésion tumorale
Code Patient LOKI OJEC ORBI RAFI DALA FETU JORD ELID NOTT POCA RIND ROKY
ACTB 1068 2228 1383 1964 1764 1949 2039 1533 1389 2473 904 2157
GAPDH 2367 1609 1275 1760 1557 1048 1118 1398 2279 1438 1422 1483
OAZ1 566 397 194 294 201 259 258 325 485 428 333 418
ABL1 21 61 38 61 35 28 45 28 12 30 19 33
ERBB2 1111 228 84 681 258 22 1018 150 39 88 23 137
CTAG1A (1) 0 1,6 0,0 1,9 0 0 0,5 0 0 0,4 0,3 0
CTAG1B (1) 0 1,2 0,0 1,9 0 0 0,6 0 0 0,4 0,3 0
CTAG2 (2) 0 0 0,0 0,3 0 0 7,0 1,0 0 0 0 0
GAGE1 0 0 0 0 0 0 0 1,0 0 0 0 0
GAGE10 0 0 0 0 0,2 0 0 2,5 0,1 0 0 0
GAGE12B 0 0 0 0 0 0 0 0,3 0 0 0 0
GAGE12C 0 0 0 0 0 0 0 6,4 0 0 0 0
GAGE12D 0 0 0 0 0 0 0 6,0 0 0 0 0
GAGE12E 0 0 0 0 0,2 0 0 5,4 0 0 0 0
GAGE12F 0 0 0 0 0 0 0 4,4 0 0 0 0
GAGE12G 0 0 0 0 0 0 0 7,2 0,3 0 0 0
GAGE12H 0 0 0 0 0 0 0 21,0 0 0 0 0
GAGE12J 0 0 0 0 0,2 0 0 1,1 0,2 0 0 0
GAGE13 0 0 0 0 0 0 0 3,2 0,1 0 0 0
GAGE2A 0 0 0 0 0 0 0 25,0 0,2 0 0 0
GAGE2E 0 0 0 0 0 0 0 15,9 0 0 0 0
MAGEA1 0 0 0 0 0 0 0,2 0 0 0 0 0
MAGEA10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEA11 0 0 0 0 0 0 0 0 0,2 0 0 0
MAGEA12 0 0 0 0,2 0 0 0,2 0 0 0 0 0
MAGEA13P 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEA2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEA2B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEA3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEA4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEA4-AS1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEA5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEA6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEA7P 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEA8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEA8-AS1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEA9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEA9B 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0
MAGEB1 0 0 0 0 0 0 0 0 0,2 0 0 0
MAGEB10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEB16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEB17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
MAGEB18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEB2 0 0 0 0 0 0 0 0 0,4 0 0 0
MAGEB3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEB4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEB5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEB6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEB6B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEC1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0
MAGEC2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAGEC3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0
SSX1 0 0 0 0 0 0,2 0 0 0 0 0,3 0
TFDP3 5,9 2,5 0,0 0,6 0,3 0,1 2,0 0 0,2 0,3 0,9 0

(1) CTAG1A et 1B  ont été initialement décrits comme NY-ESO-1 ou LAGE-2 (A et B)
(2) CTAG2  a été initialement décrit comme LAGE-1

Groupe A Groupe B Groupe C
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Le gène NY-ESO-1 (CTAG1A/1B) a été sélectionné comme candidat pour tester les TCR 

reconstruits des patientes RAFI et OJEC. Ce test de reconnaissance antigénique a été réalisé au 

moyen d’un pool commercial de peptides couvrant la séquence entière de la protéine, 

préalablement validé avec une lignée cellulaire reportrice exprimant un TCR spécifique du 

peptide NY-ESO-1157-165 SLLMWITQC présenté par HLA-A2 (Figure 2.15). Le gène CTAG2 

(ou LAGE-1) sera également testé pour le TCR de la patiente JORD et éventuellement pour la 

patiente ELID en fonction des résultats de l’analyse des répertoires TCR. Pour cela, nous allons 

utiliser un pool existant de 74 peptides de 16 AAs se chevauchant sur 12 AAs. Enfin, le dernier 

candidat que nous pourrions tester est le gène TFDP3 pour les patientes JORD ainsi que LOKI 

et OJEC si nous sélectionnons des TCR à reconstruire pour ces patientes. Rien n’est connu de 

l’antigénicité du produit de ce gène. 

 

  

0 20 40 60 80 100

Milieu

B-EBV non pulsés

OKT3 

Pool peptides NY-ESO-1

SLLMWITQC 1 µM

% stimulation maximale

Figure 2.15. Contrôle de stimulation par un pool de peptides NY-ESO-1.
Une lignée cellulaire Jurkat transduite avec un TCR reconnaissant le peptide NY-ESO-1157-165 
SLLMWITQC sur HLA-A2 et possédant un élément de réponse NFAT-RFP a servi de contrôle pour les tests de 
stimulation par un pool commercial de peptides couvrant la protéine NY-ESO-1. Les B-EBV (60 000 cell/puits 
en M96U) ont été pulsés 4h à 37°C avec le peptide SLLMWITQC à 1 µM (contrôle positif) ou le pool de 
peptides NY-ESO-1 à 750 nM (concentration recommandée par la firme JPT). Comme contrôles, les cellules 
effectrices (30 000 cell/puits) ont été également stimulées avec de l’OKT3 insolubilisé, des B-EBV non pulsés 
ou du milieu seul. L’activation du TCR a été évaluée après une incubation d’une nuit à 37°C par le pourcentage 
de cellules effectrices exprimant la RFP en cytométrie de flux. Le test a été réalisé en duplicat. Les moyennes et 
les écarts-types pour chaque condition de stimulation sont présentés en pourcentage de la stimulation maximale 
obtenue, ici avec le peptide seul.
RFP: red fluorescent protein.
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6.3. HER2 

Avec l’aide du Dr Mieke Van Bockstal, anatomo-pathologiste responsable de la pathologie 

mammaire aux CUSL, nous avons déterminé, séparément pour les foyers CCIS et CCI, le score 

HER2 classiquement utilisé en IHC (Recommandations ASCO/CAP HER2Testing in Breast 

Cancer Update 2018 183). La Table 2.4 reprend ce score pour chaque foyer tumoral de toutes 

les patientes. Lorsqu’un ou plusieurs TCR ont été reconstruits, nous les avons testés pour la 

reconnaissance de peptides HER2 si le score IHC était 3+ pour la lésion CCIS. 

 

  

Table 2.4. Expression de la protéine HER2

Type de lésion tumorale
Code Patient BIFI LOKI OJEC ORBI RAFI RUBI ULDA DALA FETU JORD KOBE KYLO ELID NOTT POCA RIND ROKY
Score IHC (0+,1+,2+,3+)

Foyer CCIS 1 3 2 1 3 3 2 2 2 3 3 2 2 NA 2 2 1
Foyer CCI NA NA NA NA NA NA NA 2 1 3 3 0 2 1 2 1 2

NA: Non attribuable

Groupe A Groupe B Groupe C
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Pour tester ces TCR, nous avons utilisé deux pools de peptides commerciaux couvrant les 

domaines extracellulaire et intracellulaire de la protéine. Ces pools de peptides ont été validés 

avec un clone CTL reconnaissant le peptide HER2369-377 KIFGSLAFL 184 (Figure 2.16).  

Incidemment, une mutation dans un autre gène de la famille EGFR (ERBB3 D297Y) a été 

détectée dans la tumeur de la patiente KOBE. Cette mutation nous a intéressés car elle a été 

décrite dans plusieurs cancers (estomac, vessie, sein, voies biliaires et colon) et dans le cancer 

du sein elle aurait un potentiel oncogénique et induirait une résistance in vitro au Lapatinib 185-

187. 

 

  

0 200 400 600 800 1000

Milieu

B-EBV non pulsés

Ac Bispec. aCD19-aCD3

Pool HER2 ECD

Pool HER2 ICD

KIFGSLAFL 1µM

Concentration IFNg (pg/mL)

Figure 2.16. Contrôle de stimulation par des pools de peptides HER2.
Le clone CTL (VEMI JVE672 6.10/8) reconnaissant le peptide HER2369-377 KIFGSLAFL sur HLA-A2, a servi 
de contrôle pour les tests de stimulation avec des pools de peptides commerciaux couvrant la partie extracellu-
laire (ECD) et intracellulaire (ICD) de la protéine HER2. Les B-EBV (20 000 cell/puits en M96U) ont été 
pulsés 1h à 37°C avec le peptide KIFGSLAFL à 1µM (contrôle positif) ou les pools de peptides HER2 à 750 
nM (concentration recommandée par la firme JPT). Comme contrôles, le clone CTL (20 000 cell/puit) a été 
également stimulé avec un anticorps bispécifique anti-CD19/anti-CD3 ou des B-EBV non pulsés ou du milieu 
seul. L’activation a été évaluée après une incubation d’une nuit à 37°C par un ELISA IFNg. Le test a été réalisé 
en triplicat dont les moyennes et écarts-types sont représentés.
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7. Tests de reconnaissance des peptides tumoraux candidats par les TCR reconstruits 

Après le clonage des séquences TRA et TRB dans un vecteur lentiviral, nous avons transduit le 

variant Jurkat 2D3 qui contient un transgène GFP derrière un élément de réponse à NFAT. Cela 

nous permet de détecter l’activation du TCR par cytométrie de flux. La Figure 2.17 montre le 

protocole des tests de reconnaissance des antigènes tumoraux candidats. Chaque TCR a été 

testé individuellement contre chaque peptide muté candidat et, quand cela était approprié, avec 

les pools de peptides NY-ESO-1 ou HER2. Les B-EBV autologues ont été incubés pendant 4h 

à 37°C avec chaque peptide à 10 µM seul ou à 750 nM dans un pool (concentration 

recommandée par la firme). Ensuite les cellules effectrices 2D3 sont rajoutées à un ratio 

Jurkat:B-EBV de 1:2 et incubées pendant une nuit à 37°C. Comme contrôles positifs, nous 

avons stimulé les Jurkat 2D3 avec un anticorps anti-CD3 (OKT3) insolubilisé ou un anticorps 

bispécifique anti-CD19/anti-CD3 soluble. Comme contrôles négatifs, nous les avons incubées 

avec du milieu seul ou avec les B-EBV sans peptide. L’activation TCR a été mesurée le 

lendemain par cytométrie de flux et exprimée en pourcentage de cellules effectrices devenues 

GFP positives.  

 

  

B-EBV autologues
60 000/puits

Peptides mutés
1 pept/puits; 10 µM

2D3 transduites 
avec 1 TCR d’intérêt

30 000/puits

M96U 
Vf 200 µL

4h ; 37°C
RPMI 1%FCS GPS

O/N ; 37°C
RPMI 5%FCS GPS

Cytométrie de flux
Marqueur viabilité; anti-CD3+; anti-CD19+; 

GFP

Résultats
Mesure du % cellules GFP+ parmi les CD3+
Exprimés en % de la stimulation maximale

B-EBV autologues
40 000/puits

Pools peptides
NY-ESO-1 ou HER2

750 nM

2D3 transduites 
avec 1 TCR d’intérêt

20 000/puits

M96U 
Vf 120 µL

4h ; 37°C
RPMI 1%FCS GPS

O/N ; 37°C
RPMI 5%FCS GPS

Cytométrie de flux
Marqueur viabilité; anti-CD3+; anti-CD19+; 

GFP

Résultats
Mesure du % cellules GFP+ parmi les CD3+
Exprimés en % de la stimulation maximale

A

B

Figure 2.17. Protocole du test de reconnaissance d’antigènes tumoraux.
A. Pour les peptides mutés. Tests réalisés en triplicat.
B. Pour les pools de peptides commerciaux NY-ESO-1 et HER2. Tests réalisés en duplicat.
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Comme nous voulions tester aussi bien des TCR de T CD8 que CD4 Tregs avec les mêmes 

peptides mutés, nous avons utilisé des peptides de 25 acides aminés. Nous avons vérifié que 

notre protocole de criblage des TCR reconstruits dans les Jurkat 2D3 avec des peptides de cette 

longueur était suffisamment sensible. Pour cela, nous avons reconstruit et cloné dans les 2D3, 

les TCR du clone CD8 DAUV159/3 reconnaissant un peptide mutant de 9 acides aminés codé 

par le gène ASCC3 (initialement MUM3) et présenté par HLA-A28 188 et du clone CD4 

DAJU721A10/28 reconnaissant un peptide mutant de 16 acides aminés codé par le gène 

HUWE1 et présenté par HLA-DRB4 (C. Muller et P.G. Coulie, données non publiées). Les 25-

mères contiennent l’acide aminé mutant en position 13.  

La Figure 2.18 montre les résultats de ces contrôles. Comme attendu, pour le clone CD8, la 

stimulation par le 25-mère est plus faible qu’avec le 9-mère mais elle reste très clairement 

détectable : 19x au-dessus de la reconnaissance du peptide sauvage et des B-EBV seuls. Pour 

le clone CD4, la stimulation par le 25-mère est comparable à celle du peptide présenté 

naturellement. 
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La Table 2.5 résume, pour les patientes pour lesquelles un ou des TCR ont été ou vont être 

reconstruits, les antigènes et TCR candidats ainsi que les résultats obtenus lors des tests de 

criblage réalisés jusqu’à présent. 

 

 
 
Concernant les antigènes mutés, nous avons déjà testé les TCR reconstruits de 6 patientes : 

ORBI (1CD8), RAFI (2 CD8), FETU (1 CD8), JORD (1CD8), KOBE (5 CD8 et 5 CD4 Tregs) 

et KYLO (3/3 CD8 et 4/5 Tregs). Pour tous les TCR de CD8, les résultats de criblage avec les 

peptides mutés se sont avérés négatifs.  La Figure 2.19 montre les résultats de ce test pour les 

deux TCR de la patiente RAFI. 

  

Table 2.5. Résultats des tests de reconnaissance antigénique

Type de lésion tumorale
Code Patient LOKI OJEC ORBI RAFI ULDA FETU JORD KOBE KYLO ELID NOTT RIND
Antigènes testés

Peptides mutés EA EA 22 3 EA 41 5 31 16 EA 17 14

Type MAGE

 TFDP
3

NY-ESO-1 
TFDP3

NY-ESO-1 - - CTAG2 
TFDP3

- - CTAG2 
Famille 
GAGE

- -

HER2 + - - + - - + + - - - -
TCR reconstruits et testés

CD8 EA EA 1 2 EA 1 1 5 3 EA 0 1
CD4 Tregs activés 0 0 0 0 0 0 0 5 4 0 2 0

Résultats EA EA 0 0 EA 0 0 1 0 EA EC EC

EA: En attente des résultats des répertoires TCR pour déterminer le nombre de TCR à reconstruire
EC: En cours
Tests réalisés

Groupe A Groupe B Groupe C
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Figure 2.19. Test de reconnaissance des peptides mutés candidats par les TCR CD8 de la patiente RAFI.
Moyennes et écarts-types des pourcentages de stimulation maximale des cellules 2D3 transduites avec les TCR38-26 et 
TCR34-18 de la patiente RAFI (expérience réalisée en triplicat). Incubation 4h à 37°C des B-EBV autologues avec les 3 
peptides mutés individuellement à 10 µM. Ensuite ajout des cellules 2D3 pour une incubation d’une nuit à 37°C (ratio 
Jurkat 2D3:B-EBV de 1:2). Mesure de l’activation TCR par le pourcentage de cellules 2D3 GFP positives en cytométrie 
de flux. Contrôles positifs: 2D3 avec OKT3 insolubilisé (300 ng /mL) ou 2D3 avec B-EBV + anticorps bispécifique 
anti-CD19/anti-CD3 (10 ng/mL). Contrôles négatifs: 2D3 avec milieu seul ou 2D3 avec B-EBV sans peptide (non 
pulsés).
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Pour la patiente KYLO, un des trois TCR de CD8 reconstruits (clonotype 5, TCR9-3) ne rentrait 

pas dans les critères de sélection. Nous avions été intrigués par sa fréquence très élevée dans le 

tissu extra-tumoral (41%) et dans le sang (5,7%). Notre hypothèse était que celui-ci 

reconnaissait un peptide viral. La Figure 2.20 montre les résultats du test de reconnaissance des 

peptides mutés candidats par ce TCR. Nous voyons qu'il s’active en présence des B-EBV seuls. 

Il est donc presque certain que ce TCR reconnaît un peptide du virus EBV. Nous avons observé 

la même chose pour un des 5 TCR CD8 de la patiente KOBE qui ne satisfaisait pas non plus 

aux critères de sélection (données non montrées). Ces résultats confortent l’hypothèse qu’en ne 

reconstruisant pas les TCR de clonotypes fréquents aussi bien dans la tumeur qu'en dehors et 

en favorisant ceux nettement enrichis dans la tumeur, nous diminuons le risque de sélectionner 

des T anti-viraux. 

Concernant les antigènes de type MAGE, le seul candidat testé est NY-ESO-1 pour les 2 TCR 

reconstruits de la patiente RAFI et les résultats sont négatifs. Il sera éventuellement testé pour 

la patiente OJEC en fonction des résultats du répertoire TCR. Nous allons tester prochainement 

CTAG2 pour la patiente JORD et éventuellement ELID si nous reconstruisons des TCR pour 

cette patiente. Les autres candidats repris dans la Table 2.5 (TFDP3 et les gènes GAGE) seront 

testés en fonction des résultats de l’analyse des répertoires TCR des patientes concernées. 

Enfin, concernant l’antigène HER2, nous avons déjà réalisé les tests de reconnaissance pour les 

patientes RAFI, JORD et KOBE. Aucun TCR reconstruit pour ces patientes n’a montré un 

signal positif. Cet antigène pourra encore être testé pour la patiente LOKI en fonction des 

résultats de son répertoire TCR. 
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2D3 transd. TCR9-3 KYLO + B-EBV + peptide 10 µM

Figure 2.20. Test de reconnaissance des peptides mutés candidats par un TCR CD8 de la patiente KYLO.
Moyennes et écarts-types des pourcentages de stimulation maximale des cellules 2D3 transduites avec les TCR9-3 de 
la patiente KYLO (expérience réalisée en triplicat). Incubation 4h à 37°C des B-EBV autologues avec chacun des 3 
peptides mutés à 10 µM. Ensuite ajout des cellules 2D3 pour une incubation d’une nuit à 37°C (ratio Jurkat 
2D3:B-EBV de 1:2). Mesure de l’activation TCR par le pourcentage de cellules 2D3 GFP positives en cytométrie de 
flux. Contrôles positifs: 2D3 avec OKT3 insolubilisé (300 ng/mL) ou 2D3 avec B-EBV + anticorps bispécifique 
anti-CD19/anti-CD3 (10 ng/mL). Contrôles négatifs: 2D3 avec milieu seul ou 2D3 avec B-EBV sans peptide (non 
pulsés).
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8. Possible reconnaissance d’un antigène muté par un clonotype dominant Treg activé 

de la patiente KOBE 

Parmi les 5 TCR de Tregs activés testés pour la patiente KOBE, nous avons mis en évidence 

l’activation du TCR du clonotype le plus représenté avec le peptide numéro 3 dans deux 

expériences réalisées en monoplicat (Figure 2.21). Le signal obtenu avec ce peptide (41% de la 

stimulation maximale) est comparable à celui observé lorsque les cellules effectrices sont 

stimulées avec l’OKT3 insolubilisé (46%) et est 6x plus intense qu’avec les B-EBV non pulsés 

(6,5%). A noter que les peptides sont numérotés par ordre décroissant de la fréquence allélique 

de la mutation qu’il porte. Le peptide 3 correspond à la mutation N158I dans le gène ITGA4 

dont la fréquence allélique est de 22%. Malheureusement, nous avons perdu ce signal positif 

lors d’une 3ème expérience en triplicat.  
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Figure 2.21. Test de reconnaissance des peptides mutés candidats par le TCR Treg activé prédominant de la 
patiente KOBE.
Moyennes et écarts-types des pourcentages de stimulation maximale des cellules 2D3 transduites avec le TCR du 
clonotype Treg activé dominant (TregC1) de la patiente KOBE (2 expériences indépendantes en monoplicat). Incuba-
tion 4h à 37°C des B-EBV autologues avec chaque peptide muté à 10 µM. Ensuite ajout des cellules 2D3 pour un 
incubation d’une nuit à 37°C (ratio E:C de 1:2). Mesure de l’activation TCR par le pourcentage de cellules 2D3 GFP 
positives en cytométrie de flux. Contrôles positifs: 2D3 avec OKT3 insolubilisé (300 ng/mL) ou 2D3 avec B-EBV et 
anticorps bispécifique anti-CD19/anti-CD3 (10 ng/mL). Contrôles négatifs: 2D3 avec milieu seul ou 2D3 avec B-EBV 
sans peptide (non pulsés).
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Devant cette discordance et pour tester la spécificité tumorale du peptide mutant, nous avons 

réalisé un test comparant les versions mutées et sauvages de 3 paires de peptides de 15 AAs se 

chevauchant sur 13 AAs inclus dans le précurseur de 25 AAs (Figure 2.22). Lors de cette 

expérience, nous avons testé à nouveau le peptide précurseur de 25 AAs pour lequel nous avons 

retrouvé un signal positif (22% de la stimulation maximale) mais inférieur à celui observé avec 

l’OKT3. A noter que cette fois-ci, le pourcentage de cellules 2D3 GFP positives (41%) obtenues 

avec l’OKT3 était plus important que lors du test précédent (16%). Concernant la comparaison 

de la stimulation par les versions mutées et sauvages des 3 peptides de 15 AAs, un des peptides 

mutés montre un signal 8x supérieur à celui obtenu avec la version sauvage ou avec les B-EBV 

non pulsés. 

Ces résultats suggèrent une possible reconnaissance d’un antigène muté par un clonotype 

dominant de Treg dans une tumeur du sein à un stade très précoce alors que cela n’a été décrit 

qu’une seule fois chez un patient atteint d’un mélanome métastatique 178. 

Face à cette variabilité du signal, notre hypothèse est que l’épitope reconnu par ce TCR de Treg 

activé compris dans les séquences des différents peptides mutés testés, n’est pas correctement 

présenté lorsque nous pulsons les peptides sur les B-EBV autologues. Pour confirmer cette 

hypothèse, nous allons faire exprimer la protéine mutée entière par les B-EBV autologues afin 

de permettre un acheminant du peptide et une liaison à la molécule HLA de classe II plus 

physiologique. 

  



 

  107 

 

 
 
  

0 20 40 60 80 100

Milieu

B-EBV non pulsés

OKT3

TCGHRWKNIFYIKNEIKLPTGGCYG

RWKNIFYIKNEIKLP

  KNIFYIKNEIKLPTG

    IFYIKNEIKLPTGGC

% stimulation maximale

Muté

Sauvage

Figure 2.22. Comparaison de la stimulation par les peptides mutés et sauvages du TCR TregC1 de la patiente 
KOBE.
Moyennes et écarts-types des pourcentages de stimulation maximale des cellules 2D3 transduites avec le TCR du 
clonotype Treg activé dominant (TregC1) de la patiente KOBE (2 expériences indépendantes en triplicat). Incubation 4h 
à 37°C des B-EBV autologues avec chaque peptide à 10 µM: versions mutées et sauvages pour les 15-mères, unique-
ment version mutée pour le précurseur de 25AAs. Ensuite ajout des cellules 2D3 pour un incubation d’une nuit à 37°C 
(ratio E:C de 1:2). Mesure de l’activation TCR par le pourcentage de cellules 2D3 GFP positives en cytométrie de flux. 
Contrôles positifs: 2D3 avec OKT3 insolubilisé (300 ng/mL). Contrôles négatifs: 2D3 avec milieu seul ou 2D3 avec 
B-EBV sans peptide (non pulsés). En rouge: acide aminé mutant pour la mutation N158I du gène ITGA4.
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DISCUSSION 
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1. Résumé de nos résultats 

Nous avons réalisé une analyse détaillée de la fonction et de la spécificité de lymphocytes T 

infiltrant des CCIS de haut-grade chez 17 patientes comprenant 7 CCIS purs et 10 lésions 

mixtes CCIS-CCI. Comme déjà décrit dans la littérature, ces CCIS, d’autant plus en présence 

d’un foyer invasif, contenaient plus de lymphocytes T CD4 et CD8 que les tissus mammaires 

normaux ou extra-tumoraux. Ces lymphocytes T formaient des agrégats répartis de manière 

hétérogène dans le stroma, essentiellement au pourtour des canaux tumoraux avec quelques-

uns, surtout des CD8+, dans les canaux au contact des cellules épithéliales 150,152. Nous avons 

phénotypé ces lymphocytes T et mis en évidence des populations prédominantes dans le tissu 

tumoral comparé au tissu extra-tumoral. A notre connaissance, cela n'était pas décrit dans des 

cancers du sein précoces et luminaux. Dans la tumeur, en dehors de la tumeur ou dans du sein 

normal, la majorité des T CD8+ sont des T résidents des tissus (TRM) sur base de la co-

expression CD103, CD69 et PD-1. Mais dans les tumeurs et pas en dehors, une petite partie de 

ces CD8 TRM expriment CD25. Il est possible que cette population contienne les T anti-

tumoraux. Parmi les T CD4+, nous avons mis en évidence une population de Tregs activés (T 

CD4+CD25highGARP+) présente uniquement dans les tissus tumoraux et de manière plus 

importante dans les lésions mixtes. Sur base d’analyses de répertoire TCR, nous avons montré 

qu’il y a peu de clonotypes CD8 amplifiés et enrichis dans la tumeur par rapport au tissu extra-

tumoral et que cela s’accompagne dans certains cas de la présence de clonotypes Tregs activés 

amplifiés également.  

Pour étudier la spécificité de ces clonotypes répétés, nous avons pu trier ces lymphocytes T une 

cellule par puits pour 14 patientes sur les 17. Pour l’instant, nous avons reconstruit et testé entre 

1 et 5 TCR de CD8, et, entre 2 et 5 TCR de Tregs activés par patiente, incluant 6 patientes. 

Les antigènes candidats ciblés étaient des mutations non synonymes faux-sens ou indels (entre 

3 et 41 peptides mutés par patiente), le gène NY-ESO-1 et la protéine HER2. Pour les TCR de 

CD8, les résultats sont tous négatifs. Par contre, nous avons détecté un signal positif contre un 

antigène muté pour le clonotype Treg activé prédominant de la patiente KOBE. Malgré un 

signal variable, il semblerait que cette reconnaissance soit spécifique de la mutation, qui plus 

est, elle est la 3ème mutation la plus fréquente dans la tumeur.  
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2.  Principales limites de notre travail 

2.1. Taille et représentativité de la cohorte 

Un petit nombre de patientes seulement ont été incluses dans notre étude, en partie à cause de 

la difficulté de repérer macroscopiquement les lésions in situ au sein du parenchyme mammaire. 

De ce fait, plus de la moitié des patientes ayant accepté de participer à l’étude ont été exclues 

suite à l’absence de tumeur dans les échantillons prélevés.  

Nous n’avons pas de tumeurs triples négatives. Le sous-type moléculaire triple négatif est très 

rare au stade in situ, et au stade invasif celui-ci ne s’accompagne quasi pas d’une composante 

in situ 118,189. Or les tumeurs triples négatives, aussi bien au stade in situ qu’invasif sont parmi 

celles qui sont les plus infiltrées par des TILs 153. Les CCIS HER2+ sont plus fréquents au stade 

in situ qu’invasif et sont souvent de plus grande taille. Au stade invasif, les tumeurs HER2+ ont 

souvent une composante in situ plus importante 189. Au stade in situ, ce sont les tumeurs qui 

contiennent le plus de TILs 153. La majorité des CCIS sont de type luminal et contiennent 

souvent moins de TILs. Il est possible que les tumeurs in situ triples négatives, plus 

antigéniques, stimulent plus de réponses T CD8 anti-tumorales qui les éliminent. Si la réponse 

T est insuffisante, elle peut être amplifiée en bloquant PD-1. Ce serait la raison pour laquelle 

ces tumeurs répondent le mieux à l’immunothérapie par anticorps bloquant la voie PD-1.  

Pour les tumeurs HER2+, qui peuvent en perdre l'expression quand elles passent au stade 

invasif, c'est peut-être suite à une réponse immunitaire anti-HER2.  

Les tumeurs ER+, moins antigéniques et évoluant plus lentement, permettraient peut-être de 

faire basculer le micro-environnement immunitaire du côté immunosuppresseur. 

 

2.2. Sélection des TCR d’intérêt 

Même si nous devons encore analyser 4 patientes, pour l’instant nous n’avons pas mis en 

évidence de lymphocytes T CD8 spécifiques des cellules tumorales. De plus, seule une petite 

proportion de CD8 TRM exprime CD25, suggérant qu'il y a peu de T CD8 activés dans la zone 

tumorale. L’expression de CD39 par ces CD8 TRM CD25+ pourrait permettre de mieux 

distinguer les anti-tumoraux des TILs CD8 'bystander' décrits par Simoni et coll 190. En effet, 

ils ont observé dans d’autres cancers considérés comme plus immunogéniques que le cancer du 

sein, comme dans le poumon ou colon, que les T CD8 spécifiques d'antigènes mutés sont rares 

parmi les TILs, soit 0,18%, alors que la fréquence des anti-EBV, anti-CMV ou anti-influenza 

peut monter à 3,3%. Ces TILs bystanders expriment également CD103, CD69 et PD-1, et une 

faible proportion expriment CD25. Par contre, ils n’expriment pas CD39, contrairement au TILs 
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CD8+ anti-tumoraux qui l’expriment fortement. Mais une plus grande proportion de TILs CD8+ 

CD39+ expriment CD25 par rapport aux TILs CD8+ CD39- 190. Cela indique qu’il faut combiner 

plusieurs marqueurs de surface pour essayer de sélectionner les potentiels T CD8 anti-

tumoraux.  

Sachant que dans nos échantillons moins de 1% des TILs CD8+ expriment CD25 et que nous 

avons trié environ 100 CD8 par tumeur, il est possible que nous n’ayons pas encore testé de 

TCR de CD8 TRM CD25+. Nous aurions dû trier plus de cellules, mais nous étions limités par 

le nombre de TILs extraits, ou être beaucoup plus sélectifs et ne prendre que des cellules CD25+. 

Mais le tri sur marqueurs d'activation dépend d’un processus dynamique qui nous échappe 

complètement, alors que les clones amplifiés persistent et peuvent peut-être être repérés plus 

longtemps après leur stimulation, même lorsque les marqueurs d'activation ne sont plus 

présents.  

 

2.3. Sélection des antigènes candidats 

Une autre limite évidente est la sélection d’antigènes candidats. Nous avons résolument opté 

pour des antigènes spécifiques de tumeurs, à l'exception de HER2. Mais nous n'avons testé que 

ce qui était prévisible.  

Concernant les mutations somatiques non synonymes, nous avons fait synthétiser des peptides 

pour les mutations faux-sens et les indels qui sont les mutations les plus fréquentes 84. Nous 

avons restreint la synthèse aux mutations dont le gène concerné était exprimé et dont 

l’algorithme NetMHCpan prédisait une liaison de forte affinité aux molécules HLA de classe I 

autologues. Le nombre de mutations détectées dépend de la couverture du séquençage d’exome, 

ici 50x. En majorant cette couverture, nous aurions sans doute détecté plus de mutations de 

faible fréquence mais peut-être intéressantes dans l’hypothèse où les cellules concernées ont 

été éliminées par des CTL. Cependant, dans le travail de David Schröder sur les CCI, les 

mutations reconnues avaient une fréquence allélique entre 11 et 17%, donc relativement 

fréquentes, avec une couverture moyenne du séquençage d’exome de 390x. 

D’autres sources d’antigènes spécifiques des tumeurs, dont la provenance n’est pas restreinte 

aux parties codantes du génome, sont de plus en plus décrites et les outils bio-informatiques 

pour les détecter se développent. Il peut s'agir de variants d’épissage, de gènes de fusion, de 

rétrovirus endogènes, de molécules HLA elles-mêmes mutantes et de modifications post-

traductionnelles 191. La Figure 3.1 issue de Smith et coll. 2019, illustre les mécanismes générant 

ces antigènes.  
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Figure 3.1. Autres sources potentielles d’antigènes spécifiques de tumeurs
Indiquées en rouge, les mutations (SNVs et Indels) et autres séquences nucléotidiques spécifiques de la cellule tumorale 
(fusion de gènes, insertion de séquence virale ou rétrovirus endogène) présentes dans l’ADN sont transcrites (1) puis 
épissées (2) pour former l’ARNm. Un épissage alternatif peut avoir lieu à cette étape. Ensuite le variant d’ARNm va être 
traduit en protéine (3). Des modifications post-transcriptionnelles peuvent survenir à cette étape (ex: décalage de lecture 
ARNm par ‘glissement’ du ribosome donnant lieu à une initiation non canonique de la traduction = variants d‘épissage). 
Les protéines sont dégradées en peptides par le protéasome (4) qui sont transportés dans le réticulum endoplasmique 
(ER) et chargés sur le complexe majeur d’histocompatibilité (MHC) (5). Des modifications post-traductionnelles peuvent 
survenir à cette étape (ex: épissage générant un nouveau polypeptide). Finalement les peptides tumoraux sont présentés à 
la surface de la cellule pour être reconnus par des CTL (6). Chr : chromosome, SNV: single nucleotide variant, INDEL: 
insertion/deletion, ERV: endogenous retrovirus. 
Figure issue de C. Smith et coll. Nat Rev Cancer 2019.
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Les variants d’épissage sont des modifications post-transcriptionnelles provenant, par exemple, 

de mutations au niveau des sites d’épissage naturels, ou de rétention d’introns, ou de l’activation 

de promoteurs cryptiques dans des introns. Des antigènes de ce type reconnus par des CTL dans 

des mélanomes ont été décrits il y a plusieurs années 11,192. Les antigènes issus de protéines de 

fusion ont surtout été étudiés dans les pathologies hématologiques. Les rétrovirus endogènes 

sont des séquences rétrovirales qui se sont insérées dans notre génome humain tout au long de 

l'évolution. L’expression de ces séquences survient suite à des dérégulations de la méthylation 

dans les cellules cancéreuses. Les variants d’épissage, les protéines de fusion et les rétrovirus 

endogènes peuvent générer des antigènes qui sont partagés par plusieurs tumeurs et donc 

intéressants dans le cadre d'immunisations. Des mutations HLA stimulant des réponses T 

spécifiques ont été décrites mais il n’a pas été démontré si c’est la mutation elle-même qui est 

reconnue ou si celle-ci favorise la présentation d’un antigène particulier 191. Dernièrement des 

techniques comme le Ribo-Seq (Ribosome profiling ou translatome, technique de séquençage 

d’ARNm protégés par les ribosomes) et de spectrométrie de masse ont permis de mettre en 

évidence plus de peptides antigéniques issus de modifications post-traductionnelles comme des 

traductions non canoniques de régions 5’UTR ou des épissages/fusion de peptides générant de 

nouveaux polypeptides 193. 

 

Nous avons testé la reconnaissance de HER2 seulement pour les tumeurs dont le score IHC 

était de 3+, signifiant une surexpression franche. Récemment, en clinique, parmi les CCI 

considéré comme HER2 négatifs, une nouvelle nomenclature a été proposée sur base d’une 

expression faible de HER2 (IHC1+ ou 2+ avec un test d’hybridation in situ négatif), ce sont les 

cancers 'HER2-low'. Des données de phases précoces d’études cliniques utilisant des thérapies 

ciblées anti-HER2 de nouvelle génération, principalement du trastuzumab couplé à des agents 

cytotoxiques, suggèrent un bénéfice pour ces patientes 194. Les résultats de l’analyse 

translationnelle d’une étude de phase II sur un vaccin avec le peptide HER2 E75 (HER2369-377 

KIFGSLAFL sur HLA-A2) associé au GM-CSF, administré après les traitements adjuvants, 

ont montré que les patientes qui exprimaient peu la protéine HER2 (score IHC 1+ et 2+) 

présentaient les taux sanguins de T CD8+ anti-E75 les plus élevés, avec une diminution 

significative de la mortalité que chez les patientes IHC 1+ 195. Par contre, l’étude de phase III 

comparant ce vaccin à un placebo+GM-CSF en traitement adjuvant chez des patientes HER2-

low, n’a pas montré de différence significative de survie sans récidive 196. Cependant une autre 

étude de phase II comparant {trastuzumab+vaccin E75 + GM-CSF} à {trasuzumab+GM-CSF} 

a montré un bénéfice chez les patientes avec un cancer du sein TN HER2-low 194. Le groupe de 
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B. Czerniecki a publié plusieurs résultats intéressants d’études de phase I sur des vaccins à base 

de cellules dendritiques stimulées avec 6 peptides HER2 présentés sur des molécules HLA 

classe II et 2 peptides sur HLA-A2 et A3 (dont le peptide E75), injectés à des patientes avec 

des lésions de CCIS purs ou mixtes HER2+ (score IHC 2+ ou 3+) avant la chirurgie 197-199. Ils 

ont mis en évidence une majoration significative de T CD8+ spécifiques des peptides HER2 

dans le sang des patientes, indépendamment du type de lésion 198,199. Le taux de pCR était plus 

important chez les patientes avec un CCIS pur 199. Dans un des articles, ils ont évalué l’effet de 

l’immunisation sur le niveau d’expression de HER2 en comparant les scores IHC avant et après 

vaccination : 5/27 patientes ont présenté une pCR (pas de tissu analysable), sur les 22 patientes 

restantes, 13 ont eu une diminution significative de l’expression HER2 dont 11 l'ont perdue 

complètement. Le plus intriguant est que les patientes avec les plus hauts niveaux d’expression 

avant immunisation ont moins bien répondu 197. 

A la lumière de ces éléments, il serait intéressant de tester contre HER2 des TCR reconstruits 

pour les tumeurs avec un score IHC 1+ ou 2+ afin de savoir si on n’observerait pas plus de 

réponses spontanées contre cet antigène quand l’expression est moins forte. Cela plaiderait pour 

une perte d’expression d'HER2 par immunosélection, pouvant favoriser la progression vers le 

stade invasif. Des expériences pour répondre à cette question sont en cours. 

La condition idéale pour tester la spécificité des TCR reconstruits serait d’avoir les lignées 

tumorales autologues, ce qui reste impossible à partir de tumeurs du sein. Deux pistes méritent 

d’être évoquées. Scheper et coll. ont mis en place une stratégie d’analyse de la réactivité 

tumorale de TILs CD8+ similaire à la nôtre. A partir de 2 tumeurs primaires de l’ovaire et 2 du 

colon (non MSI+), ils ont trié en moyenne 94 cellules CD3+CD8+ par échantillon tumoral dont 

ils ont identifié le TRA et le TRB par single cell RNAseq. Ils ont reconstruit, de manière 

aléatoire, en moyenne 20 TCR par tumeur. Ils ont testé leur réactivité en mesurant la production 

d'IFN-g par les cellules mTCRß+ (les parties constantes a et b des TCR reconstruits sont 

murines) après 12-14h d’incubation avec des digestats tumoraux ou des organoïdes. Ils ont mis 

en évidence un signal positif pour un TCR dans une tumeur de l’ovaire et 5 TCR dans une 

tumeur du colon. Préalablement, ils avaient validé leur procédure à partir d’un mélanome et un 

signal positif pour 9 TCR sur 15 reconstruits. A nouveau, leurs résultats suggèrent qu’en dehors 

du mélanome, il y a probablement peu de TILs anti-tumoraux 200. Cependant, bien que leur 

stratégie ne permette pas de confirmer la spécificité tumorale, nous pourrions utiliser des 

digestats tumoraux comme test préliminaire de réactivité, et en cas de signal positif, confirmer 

par des analyses plus détaillées. Un autre point intéressant à relever dans leurs résultats est que 
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même en reconstruisant plus de TCR sans critère de sélection particulier, ils n’ont détecté un 

signal positif que dans 7,5% des cas concernant 2 patientes sur 4. 

L’autre piste pour tester la spécificité de TCR reconstruits en limitant les biais de sélection des 

antigènes candidats est une technique développée dans notre laboratoire par deux doctorants, 

Orian Bricard et Walther Brochier. Brièvement, celle-ci consiste en l’élaboration d’une librairie 

d’ADNc à partir de l’ARNm tumoral en y insérant des séquences barre-codes (méthode Gibson 

Assembly) permettant d’amplifier les segments par PCR et de réaliser un séquençage à haut 

débit pour identifier la séquence potentiellement reconnue. Cette librairie d’ADNc est utilisée 

pour transduire des cellules 293T exprimant les HLA de la patiente qui sont ensuite incubées 

avec les cellules JURKAT-2D3 reportrices (NFAT-GFP). Le signal GFP positif est détecté en 

microscopie.  

Cependant, aucune de ces deux pistes ne permettra de mettre en évidence des TILs CD8+ 

spécifiques des cellules tumorales dont l’antigène n’est plus présent dans la tumeur car les 

cellules tumorales l’exprimant ont été détruites. 
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3. Antigènes tumoraux reconnus par des Tregs 

Nous avons détecté une population de Tregs activés (T CD4+CD25highGARP+) chez 11 des 17 

patientes de notre cohorte (64,7%) : 3/7 dans le groupe A (CCIS purs), 4/5 dans le groupe B 

(mixte à prédominance in situ) et 4/5 dans le groupe C (mixtes à prédominance invasive). Nous 

en avons trié pour des analyses scRNAseq à partir des 5 tumeurs avec les fréquences de Tregs 

activés les plus élevées. La Table 3.1 reprend pour chaque patiente la proportion de Tregs 

activés parmi les T CD4+ déterminée par cytométrie de flux, le nombre de ces cellules triées, la 

fréquence du clonotype prédominant sur base de l’analyse répertoire et le nombre de TCR 

reconstruits. Nous avons détecté cette population dans tous les types de lésions tumorales mais 

plus dans les lésions mixtes. Parmi les 5 patientes pour lesquelles nous avions assez de cellules 

pour le tri, 4 sont dans le groupe B et 1 dans le groupe C. Les 5 premiers clonotypes de 3 de ces 

patientes remplissaient les critères pour la reconstruction TCR : KOBE, KYLO et NOTT pour 

lesquelles le clonotype prédominant a une fréquence entre 12 et 13%.  

 

 
 
 
Parmi les 12 TCR déjà reconstruits, nous avons testé la spécificité des 5 TCR de la patiente 

KOBE et 4 de la patiente KYLO. Nos résultats suggèrent fortement la présence d’une 

reconnaissance spécifique d'un antigène muté par le TCR du Treg prédominant de KOBE. Ce 

serait la première fois qu’un clone Treg contre un antigène muté dans une tumeur précoce du 

sein est décrit. De manière globale, la spécificité antigénique des Tregs présents dans les TILs 

humains est peu connue. Récemment, le groupe de Rosenberg a étudié la spécificité de TCR de 

Tregs extraits de mélanomes métastatiques de 3 patients. Ils ont reconstruit entre 6 et 11 TCR 

par tumeur parmi les plus fréquents. Ils ont testé leur spécificité contre des peptides mutés de 

25 AAs en mesurant la production d’IFNg en ELISA et l’expression d’un marqueur d’activation 

(CD137 ou 4-1BB) par cytométrie de flux. Ils ont détecté un signal positif pour 1 TCR pour 2 

patients et confirmé la reconnaissance spécifique de la mutation en comparant au peptide 

sauvage pour un des deux TCR. Leurs résultats suggèrent que des Tregs infiltrant des tumeurs 

et amplifiés localement reconnaissent spécifiquement des antigènes tumoraux mutés 178. 

Table 3.1. Populations de Tregs activés dans les tumeurs in situ 

Type de lésion tumorale
Code Patient BIFI LOKI OJEC ORBI RAFI RUBI ULDA DALA FETU JORD KOBE KYLO ELID NOTT POCA RIND ROKY
Treg activés parmi les CD4 (%) 0,0 1,8 0,8 1,2 2,9 0,2 0,4 0,3 2,7 3,9 5,7 7,5 2,4 7,0 2,3 0,0 2,3
Nbre Tregs activés triés 0 0 0 0 0 0 0 0 96 72 96 192 0 48 0 0 0
Freq clonotype TOP1 (%) NA NA NA NA NA NA NA NA 3,2 2,9 12 13 NA 13 NA NA NA
Nbre de TCR reconstruits NA NA NA NA NA NA NA NA 0 0 5 5 NA 2 NA NA NA

NA: Non attribuable

Groupe A Groupe CGroupe B
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Avant eux et également dans le mélanome, deux groupes avaient mis en évidence des Tregs 

spécifiques d'antigènes de type MAGE (LAGE-1 et MAGEA3) 201,202. 

Dans le cancer du sein, le groupe de Rudensky a comparé le phénotype de Tregs extraits de 

CCI à ceux extraits du tissu mammaire normal et ceux du sang. Il semblerait que ceux extraits 

des tumeurs aient un profil activé contrairement à ceux des deux autres compartiments 

tissulaires 28. D’autres auteurs ont montré à partir des données TCGA que les CCI ER+ avec 

une mutation PIK3CA présentaient un enrichissement dans une signature génique TGFß 

comparé aux tumeurs non mutées 128. Ceci pourrait être un signe indirect de l’activation de 

Tregs préférentiellement dans ces tumeurs. Parmi nos 5 patientes ayant les taux les plus élevés 

de Tregs activés, 3 ont une mutation PIK3CA (KOBE, KYLO, FETU). Par contre, jusqu’à 

présent, nos tests n’ont pas mis en évidence de reconnaissance de cette mutation par des TCR 

de Tregs activés. 

L’ensemble de ces résultats et les nôtres suggèrent que les Tregs seraient capables de 

reconnaître spécifiquement les cellules tumorales et s’activer, pouvant donc inhiber les CTL 

aux alentours. Est-ce que ces Tregs proviennent de Tregs circulants (thymiques ou naturels) ou 

bien sont-ils induits (iTregs) localement à partir de T conventionnels (Tconv) ? Le groupe de 

Rudensky dans le cancer du sein et le groupe de Rosenberg dans le mélanome ont comparé les 

répertoires TCR de Tregs et Tconv extraits de tumeurs: il semblerait qu’il y ait peu de partage 

entre ces deux populations allant contre l’hypothèse des iTregs 28,178. 
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4. Immunosurveillance de la glande mammaire 

Une de nos premières constatations en comparant le phénotype des T extraits des tumeurs par 

rapport à ceux extraits du tissu mammaire normal (provenant de réduction mammaire à visée 

esthétique ou prophylactique) fut que la majorité des T CD8+ du tissu normal portent également 

les marqueurs d’activation CD69 et PD-1 et de résidence tissulaire CD103. Mais ils sont 

présents en moins grande quantité, en accord avec Savas et coll. 176. Contrairement aux T CD8+ 

des CCIS, ils sont localisés essentiellement dans les canaux galactophores, au contact des 

cellules épithéliales 150.  De plus, nos analyses de répertoire TCRß ont montré qu’il y avait 

également des clonotypes CD8 fortement répétés dans le tissu extra-tumoral, qu’on ne retrouve 

pas toujours parmi les clonotypes les plus fréquents de la tumeur ni dans le sang (contrairement 

au probable T anti-viraux).  

Le rôle et la spécificité des T CD8+ dans le tissu mammaire normal ne sont pas connus. Certains 

auteurs ont décrit la présence d’un microbiote au sein du parenchyme mammaire normal et mis 

en évidence des différences de composition entre des patientes atteintes d’un cancer du sein et 

des patientes saines 203,204.  

Il a été constaté que les lobules mammaires normaux des patientes ayant eu une mastectomie 

prophylactique étaient plus infiltrés par des lymphocytes T que les lobules normaux 

d'échantillons de réduction mammaire 205. 

Des anomalies génétiques telles que mutations ou délétions alléliques TP53, perte 

d’hétérozygotie, méthylation de promoteurs de gènes suppresseurs de tumeurs (TP53, BRCA1, 

CDKN2A) et raccourcissements des télomères, ont été détectées dans des tissus mammaires 

normaux sans cellules tumorales détectées 206. Des mutations TP53 et PIK3CA sont retrouvées 

dans le tissu normal adjacent à une lésion tumorale 128. 

Le rôle potentiel de ces lymphocytes T serait l’immunosurveillance de la glande mammaire 

contre des agents infectieux et la prolifération de cellules au génome altéré. Cependant, il reste 

à savoir quels antigènes sont reconnus et si ceux-ci sont spécifiques du tissu mammaire. 
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5. Conclusions et perspectives 

Bien que nous n’ayons pas encore de résultats pour l’ensemble de notre cohorte, il semblerait 

que les carcinomes canalaires du sein ne soient pas plus immunogéniques au stade in situ qu'au 

stade invasif, en tout cas en ce qui concerne les sous-types luminaux. Pour ces sous-types 

d’évolution plutôt lente, il se peut que les réponses T CD8+ spécifiques de cellules tumorales 

soient présentes à un stade encore plus précoce. En effet, on constate déjà une majoration de 

l’infiltration des lobules par les T CD8+ dans des pathologies bénignes du sein 164. Les CCIS 

seraient alors déjà le résultat d’une immunosélection. De plus en plus de données dans la 

littérature ainsi que la mise en évidence d’une population de Tregs activés dans la plupart de 

nos échantillons, même au stade in situ pur, suggèrent la présence d’un micro-environnement 

plutôt immunosuppresseur. Il semblerait que ces Tregs soient eux-mêmes capables de 

reconnaitre les cellules tumorales. Le groupe de S. Lucas a combiné un anticorps anti-

GARP:TGFß1 à un anti-PD-1 dans un modèle murin de carcinome du colon. L’ajout de cet 

anticorps augmente l’activité anti-tumorale de l’anti-PD-1 en augmentant les capacités 

effectrices des T CD8+ anti-tumoraux sans majorer leur nombre ni éliminer les Tregs 207. Une 

étude clinique de phase I avec l’anti-GARP:TGFß1 seul ou combiné à l’anti-PD-1 a été initiée 

dans des cancers avancés dont les cancers du sein triples négatifs (NCT03821935). Il serait 

intéressant de tester cette combinaison également dans des cancers du sein ER+ ne répondant 

pas aux anticorps bloquant la voie PD-1 seul, et ce en situation néo-adjuvante. 
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MATERIEL ET METHODES 
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1. Patientes et échantillons 

Des patientes présentant un CCIS de haut grade pur ou associé à un CCI traitées par 

mastectomie et n’ayant pas reçu de traitement néo-adjuvant ont été sélectionnées pour cette 

étude. Les critères d’inclusion et d’exclusion sont détaillés dans la Figure 2.1. Sept patientes 

ayant bénéficié d’une réduction mammaire à visée esthétique ou prophylactique (mutations 

germinales BRCA1/2) ont été incluses dans cette étude afin d’avoir du tissu mammaire normal 

comme contrôle. Toutes les patientes ont été opérées aux Cliniques universitaires Saint-Luc de 

Bruxelles (CUSL) et ont signé un consentement éclairé pour la collecte des échantillons 

tissulaires et de sang. Cette étude académique a été approuvée par le Comité d’Ethique 

Hospitalo-Facultaire Saint-Luc – UCLouvain sous le nom Etude BreasTIL (numéro 

d’enregistrement Belge : B403201834745). Les échantillons tissulaires ont été obtenus à partir 

de matériel résiduel frais en post-opératoire immédiat et transportés au laboratoire dans une 

boîte de Petri sur glace. Une partie été utilisée immédiatement pour l’extraction des 

lymphocytes vivants, une partie a été congelée en OCT pour extraction ADN ou ARN et une 

partie a été fixée et enrobée en paraffine (FFPE) pour les analyses histologiques et 

immunohistochimiques. Si la dissociation mécanique de la partie fraiche ne pouvait pas être 

réalisée directement, le tissu a été découpé en petits morceaux de ±1 mm de côté et ceux-ci 

conservés à 4°C dans du milieu X-VIVO 10 (Lonza) pendant maximum 24h. Le sang a été 

prélevé le jour de l’opération avant l’anesthésie par ponction veineuse et collecté dans 5 tubes 

de 8 ml (BD Vacutainer CPT Ficoll et citrate de sodium) pour isoler les cellules mononucléées 

(PBMCs). 

 
2. Extraction des PBMCs et des lymphocytes infiltrant les tissus 

Les PBMCs autologues ont été extraits suivant le protocole du fournisseur et une partie (106 

cellules) utilisée directement pour l’analyse par cytométrie de flux, l’autre partie étant congelée 

dans du Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM, Gibco) + 10% de sérum humain (HS), 

L-Glutamine 1x (GlutaMAX 100x, Gibco), Peniciline-Streptomicine 1x (Sigma-Aldrich), GPS 

en abrégé, et 10% DMSO (Carl Roth). Le HS a été produit localement à partir de plasma de 

patients hémochromatosiques. Les PBMCs allogéniques servant de contrôles lors des analyses 

en cytométrie de flux ont été isolés à partir de sang de patients hématochromatosiques par un 

gradient de densité (Lymphoprep, Axis-Shield). Une partie a été congelée immédiatement en 

IMDM 10% HS 10% DMSO tandis que l’autre partie a d’abord été restimulée in vitro pendant 

24h avec un anticorps anti-CD3 (300 ng/mL) insolubilisé (Clone OKT3, Bio X Cell). Les 
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lymphocytes infiltrant les tissus ont été extraits après dissociation mécanique sans enzymes des 

échantillons selon le protocole de Garaud et coll. 208. Brièvement, les échantillons tissulaires 

ont été pesés puis lavés 3x en PBS, découpés en morceaux de 1 mm de côté et mis dans 4 ml 

de X-VIVO 10. Ils ont été dissociés mécaniquement dans le GentleMACS Dissociator 

(Miltenyi) avec 2 séquences du programme A.01, transférés dans un tube de 50 ml à travers un 

filtre de 40 µm. Le tube de dissociation a été lavé avec 3 ml de X-VIVO 10 ajoutés aux 4 ml 

précédents à travers le filtre. Le procédé a été répété en lavant le filtre retourné par-dessus le 

tube de dissociation pour récupérer les morceaux restants. La suspension cellulaire a été portée 

à 50 mL avec du PBS-EDTA 2 mM (EDTA Ultrapur 0,5 M, Invitrogen) +1%HS (tampon de 

marquage pour la cytométrie de flux) et centrifugée à 300 g à 4°C pendant 5 min. Le surnageant 

a été aspiré en laissant les 5 derniers mL qui sont ensuite resuspendu avec 10 ml de PBS-EDTA 

2 mM +1%HS, transférés dans un tube de 15 mL et centrifugés à 300 g à 4°C. Le surnageant a 

été aspiré complètement, le culot cellulaire resuspendu dans 1 mL de PBS-EDTA 2 mM 

+1%HS et compté au bleu Trypan (Sigma-Aldrich) Toutes les cellules ont ensuite été marquées 

avec notre panel d’anticorps pour l’analyse en cytométrie de flux. 

 

3. Cultures cellulaires 

La lignée de lymphocytes B autologues transformés par EBV (lignée B-EBV) a été générée 

pour chaque patiente à partir de 5.106 PBMCs infectés avec le virus d’Ebstein-Barr (EBV, 

souche B95.8) en présence de la lignée cellulaire de souris 3T6 transfectée de manière stable 

avec CD40L. Les B-EBV sont cultivées en IMDM +10% de sérum bovin fœtal (FBS, Sigma-

Aldrich) + GPS et congelées en ajoutant 10% de DMSO. 

Les cellules JURKAT 2D3 (NFAT-GFP) nous ont été aimablement fournies par le Pr K. 

Thielemans de la Vrije Universiteit Brussel. Ces cellules sont issues d’un clone Jurkat E6.1 

ayant perdu l’expression des deux chaînes de TCR et transduites avec une construction hCD8a-

E2A-hCD8ß. Elles ont ensuite été transduites avec une construction NFAT-GFP 209. Elles sont 

cultivées en RPMI 1640 (Gibco) +10% FBS +GPS. 

Le clone CTL VEMI JVE672 6.10/8 reconnaissant le peptide HER2369-377 E75 (KIFGSLAFL) 

présenté sur HLA-A2 a été obtenu au laboratoire en 2002 par stimulation de PBMC avec le 

peptide antigénique, clonage puis validation par un marquage tétramère. Deux semaines avant 

le contrôle des tests de stimulation avec les pools de peptides HER2, le clone a été décongelé 

et stimulé avec des B-EBV HLA-A2 irradiés et incubés avec le peptide E75, en présence de 
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PBMCs allogéniques ‘feeder’ irradiés, rhIL-2 (Novartis) et rhIL-7 (Miltenyi) dans du milieu 

IMDM +10% HS +GPS. 

Les cellules JURKAT exprimant un TCR reconnaissant le peptide NY-ESO-1157-165  

SLLMWITQC sur HLA-A2 nous ont été données par P. van der Bruggen et proviennent de 

l'Institut Ludwig de Lausanne. Elles expriment une construction NFAT-RFP (red fluorescent 

protein) et sont cultivées en RPMI 1640 +10% FBS + GPS. 

 
4. Immunohistochimie 

A partir des prélèvements FFPE en miroir des zones tumorale et extra-tumorale d’un même 

sein ainsi qu’à partir des prélèvements de tissus mammaires normaux provenant des deux seins 

des patientes contrôles, des coupes sériées de 4 µm ont été marquées avec les anticorps dont les 

caractéristiques sont reprises dans la Table 4.1. En plus de la lame en miroir colorée en 

hématoxyline et éosine (HE) réalisée immédiatement pour confirmer la présence de cellules 

tumorales dans l’échantillon tumoral et l’absence dans l’échantillon extra-tumoral, deux autres 

lames HE ont été réalisées avec la première et la dernière coupe de la série pour vérifier la 

présence de canaux galactophores. Les marquages ont été effectués par le laboratoire 

d’anatomo-pathologie des CUSL. Les marquages contrôles positifs et négatifs ont été faits sur 

des coupes d'amygdale. L’évaluation des proportions des différentes populations de cellules 

immunitaires, détaillée dans les résultats, a été réalisée avec l’aide du Dr Mieke Van Bockstal, 

anatomo-pathologiste responsable de la pathologie mammaire des CUSL. L’expression des 

récepteur hormonaux ER et PR a été déterminée sur base du score d’Allred 210. L’indice de 

prolifération Ki67 a été déterminé en calculant le pourcentage de noyaux tumoraux positifs 

pour ce marqueur et un cutt-off à 14% a été choisi pour distinguer les tumeurs Luminal B 

(≥14%) des Luminal A (<14%) 153. Le score HER2 a été réalisé en appliquant les dernières 

recommandations ASCO 2018 183. 

A partir des fragments tumoraux congelés en OCT, des coupes de 7 µm ont été réalisées au 

début, au milieu et à la fin des 30 coupes de 25 µm qui ont servi à l’extraction du matériel 

génétique. Après coloration HE, une estimation du pourcentage de cellules tumorales a été 

effectuée avec l’aide du Dr Sophie Pirenne, assistante en anatomo-pathologie du sein. 
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5. Cytométrie de flux et tri cellulaire 

La Table 4.2 reprend la liste des anticorps utilisés en cytométrie de flux. Les marquages ont été 

réalisés dans 50 à 500 µL de PBS-EDTA 2 mM +1% HS pendant 30 min à 4°C. Les tris de 

lymphocytes extraits des tissus et de JURKAT-2D3 transduites avec les TCR reconstruits ont 

été réalisées sur un FACS Aria III (BD Bioscience). L’option Index Sort a été ajoutée lors du 

tri des lymphocytes T infiltrant les tissus. 

L’acquisition des données pour la vérification de l’expression des TCR reconstruits et les tests 

de reconnaissance antigénique par les JURKAT-2D3 ont été réalisés sur un LSR Fortessa (BD 

Bioscience). Toutes les analyses ont été effectuées avec FlowJo.10.6.1 (BD Bioscience). 

  

Table 4.1: Liste des anticorps monoclonaux utilisés pour les analyses immunohistochimiques

Antigène Firme Référence Clone Espèce Dilution Protocole 
'HIER '

Incub. Ac. 
Prim. (min)

Ac. secondaire

CD3 Thermo Scientific RM-9107-S SP7 Lapin 1/100 CC1 - 36 min 52 UltraView DAB detection kit
CD8 Dako M7103 C8/144B Souris 1/24 CC1 - 64 min 32 UltraView DAB detection kit
CD20 Biocare Medical CM004C L26 Souris 1/200 CC1 - 36 min 72 UltraView DAB detection kit
FOXP3 Cell Signaling Technology 983775 D2W8E Lapin 1/50 CC1 - 64 min 60 OptiView
CD68 Dako M0876 PGM1 Souris 1/40 CC1 - 36 min 32 UltraView DAB detection kit
ER Ventana Roche 790-4324 SP1 Lapin RTU CC1 - 36 min 32 UltraView DAB detection kit
PR Ventana Roche 790-2223 1E2 Lapin RTU CC1 - 64 min 32 UltraView DAB detection kit
HER2 Ventana Roche 790-2991 4B5 Lapin RTU CC1 - 36 min 32 UltraView DAB detection kit
Ki67 Dako M7240 MIB-1 Souris 1/90 CC1 - 64 min 32 UltraView DAB detection kit

RTU: ready-to-use, HIER : Heat-Induced Epitope Retrieval, CCI: carcinome canalaire infiltrant, Ac: Anticorps, Incub: Incubation
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Table 4.2: Liste des réactifs utilisés en cytométrie de flux

a) Tri des lymphocytes infiltrant les tissus

Antigène Fluorochrome Firme Reference Clone Isotype Conc. 
(µg/mL)

Dilution

CD3 FITC BioLegend 300406 UCHT1 mIgG1,k 300 1/200
CD4 BV510 BioLegend 300546 RPA-T4 mIgG1,k 50 1/30
CD8 PEdazzle594 BioLegend 301057 RPA-T8 mIgG1,k 50 1/300
CD14 APC-Cy7 BioLegend 325620 HCD14 mIgG1,k 400 1/300
CD56 PE/Cy7 BioLegend 362510 5.1H11 mIgG1,k 100 1/200
CD16 PerCP/Cy5.5 BioLegend 302028 3G8 mIgG1,k 200 1/200
CD19 BV650 BioLegend 302238 HIB19 mIgG1,k 50 1/200
CD25 BV785 BioLegend 302638 BC96 mIgG1,k 70 1/50
CD69 AF647 BioLegend 310918 FN50 mIgG1,k 200 1/100
GARP PE BioLegend 352504 7B11 mIgG2b,k 50 1/50
PD-1 BV421 BioLegend 329920 EH12.2H7 mIgG1,k 50 1/50
CD103 BV711 BioLegend 350222 BerACT8 mIgG1,k 50 1/100
Live-Dead FVD780 Invitrogen 65-0865-14 - - - 1/1000

b) Vérification de l'expression TCR post-infection et tri des 2D3-Jurkat transduites

TCRab APC BioLegend 306718 IP26 mIgG1,k 100 1/100

c) Test de reconnaissance antigénique

CD3 BV421 BioLegend 300434 UCHT1 mIgG1,k 50 1/100
CD19 APC  BioLegend 302212 HIB19 mIgG1,k 50 1/100

Conc.: Concentration, FVD: Fixable viability dye, FITC: Fluorescein isothiocyanate, BV: Brillant violet, 
PE: phycoerythrin, APC: Allophycocyanin, PerCP: Peridinin-Chlorophyll-protein, AF: Alexa-Fluor, m: mouse, k: kappa
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6. Extraction ARN et ADN 

Les fragments tumoraux congelés et enrobés en OCT ont été coupés avec un CryoStar NX70 

(Thermo-Fischer) avec en moyenne 30 coupes de 25 µm. ADN et ARN ont été isolés par 

gradient de césium. Brièvement, les coupes ont été lysées dans 1,5 mL d'isothiocyanate de 

guanidine 4 M puis centrifugées 10 min à 4°C à 10 000 g. Le surnageant a été déposé sur 1 mL 

de CsCl 5,7 M et centrifugé 16h à 41 000 g à 20°C. Le GITC de la partie supérieure du gradient 

a été éliminé et la partie intermédiaire contenant l’ADN dans le CsCl transférée dans un tube 

de 2 mL. Le culot d’ARN a été resuspendu dans 350 µL du tampon de lyse LBP du kit 

NucleoSpin RNAplus (Machery-Nagel) et purifié en suivant le protocole du fournisseur. Pour 

l’ADN, 500 µL d’éthanol ont été ajoutés à la fraction ADN/CsCl avant transfert sur une colonne 

de silice du kit NucleoSpin gDNA Tissue (Machery-Nagel). L’ADN a ensuite été lavé et 

resolubilisé en suivant les recommandations du fournisseur.  

L’ADN non tumoral a été extrait à partir d’environ 5.106 PBMCs ou B-EBV en suivant le 

protocole du kit NucleoSpin gDNA Tissue (Machery-Nagel). 

L'’ARN a été conservé à -80°C et l’ADN à -20°C. 

 

7. Séquençage de l’exome (WES : whole-exome sequencing) 

Pour chaque patiente, environ 1,5 µg d’ADN tumoral et normal ont été utilisés pour la capture 

d'exons avec le kit SureSelect XT V7 (Agilent). Après fragmentations et amplifications, des 

adaptateurs ont été ajoutés pour un séquençage Illumina ‘paired-end’ (2x150 pb) et une 

couverture moyenne de 50X (Macrogen, Seoul, Corée du Sud). Les analyses bio-informatiques 

ont été réalisées par Orian Bricard et Nicolas Van Baren en suivant les recommandations du 

Broad Institute. Brièvement, les données FASTQ des échantillons tumoraux et normaux ont été 

alignées sur le génome de référence GRCh38 avec BWA-MEM v07.17, générant des fichiers 

BAM après tri, conversion, compression et indexations par SAMtools v1.9. Ces séquences 

alignées ont ensuite subi plusieurs corrections comme la suppression des duplicats (GATK 

v4.1.8.1, MarkDuplicates) et la réattribution d’un score de qualité de séquençage pour chaque 

base (GATK v4.1.8.1, BaseRecalibrator). Ensuite les séquences normales et tumorales ont été 

comparées pour identifier les mutations somatiques de la tumeur avec Mutect2, VarScan2 et 

Strelka2 comme expliqué dans les résultats. Celles-ci ont été annotées par Funcotator avec la 

fonction ‘BestEffect’ pour prédire l’effet fonctionnel sur la protéine.  
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8. RNAseq 

Un RNAseq tumoral a été effectué pour 12 patientes. L’ARNm tumoral a été purifié à partir de 

l’ARN avec le kit TruSeq Stranded mRNA en utilisant le protocole ‘low-input’ (≤700 ng ARN 

total). Les ADNc ont été fragmentés, amplifiés et ligués aux adaptateurs pour séquençage 

Illumina en ‘paired-end’ (2x150 pb) et 30 millions de reads par échantillon (Macrogen, Séoul, 

Corée du Sud). L'analyse bio-informatique a été réalisée par Nicolas Van Baren. Les reads ont 

été alignés sur GRCh38 avec Rsubread v2.4.2 et la fonction subjunc qui identifie et quantifie 

les sites d’épissage. Le nombre de reads pour chaque gène a été quantifié par featureCounts 

dans Rsubread. Ces valeurs ont été normalisées en TPM (Transcript per Kilobase Million):le 

nombre de reads pour un gène est divisé par la longueur du gène en kb et par la somme de toutes 

ces valeurs de l'échantillon divisée par 1 million. Les gènes ont été annotés en utilisant les 

références de Ensembl. 

 

9. Répertoires TCR 

Les répertoires TCR des tissus tumoraux et extra-tumoraux ont été obtenus à partir des données 

de ‘single cell RNAseq’ (sc-RNAseq). Le protocole de séquençage du transcriptome de T triés 

à une cellule par puit a été adapté du protocole SmartSeq2 211 par Orian Bricard et décrit en 

détails dans son travail de thèse disponible publiquement. Brièvement, l’ARNm de chaque 

cellule a été retro-transcrit en ADNc avec un oligo-dT présent dans le tampon de lyse dans 

lequel les cellules ont été triées. Durant la réaction de rétro-transcription, un second 

oligonucléotide (template switch oligonucleotide TSO) comprenant 2 bases riboG et 1 base 

ARN ‘bloquée’ G, est ajouté à l’extrémité 3’ de l'ADNc. Ce dernier est ensuite amplifié puis 

fragmenté par la Tn5 transposase qui ajoute des adaptateurs pour une amplification par PCR. 

Cette dernière amplification ajoute les index de séquençage Illumina. Les librairies 

individuelles sont regroupées et séquencées avec une couverture de 1 million de reads par 

cellule (Macrogen). Pour déterminer les séquences CDR3 des TRA et TRB à partir des données 

brutes, les fichiers FASTQ ont été analysés avec Mixcr v2.1.8. Ensuite un script R développé 

localement par Orian Bricard associe chaque CDR3 à un identifiant de clonotype et d’autres 

annotations expérimentales de séquençage et de cytométrie puis génère une table avec 

l’ensemble de ces informations pour chaque cellule de chaque patiente. L’analyse des 

répertoires TCR à partir de cette table est expliquée dans les résultats et dans la Table 2.1. 

Les répertoires TCR du sang ont été obtenus à partir de librairies d’ADNc de PBMCs 

autologues selon un protocole développé dans notre laboratoire utilisant le même principe de 
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rétro-transcription incluant un oligonucléotide TSO. Contrairement aux librairies réalisées avec 

le protocole sc-RNAseq, un barcode a été inséré dans l’oligo-dT pour déterminer la fréquence 

des clonotypes identifiés en faisant le rapport du nombre d’UMI différents sur le nombre de 

reads totaux couvrant une séquence unique CDR3. Le séquençage Illumina a été réalisé en 

‘paired-end’ (2x250 pb) avec 300 000 reads par échantillon (IREC, UCL). 

 

10. Typage HLA classe I et II 

Pour les patientes pour lesquelles des TCR ont été reconstruits, un typage HLA de classe I et II 

a été réalisé par le laboratoire de biologie moléculaire des CUSL à partir de B-EBV. Les allèles 

sont identifés par séquençage Illumina avec le kit NGSgo (GenDX) qui comprend un ensemble 

d’oligonucléotides spécifiques des différents gènes HLA. L’interprétation des résultats a été 

réalisée par le Prof. Latinneavec NGSengin (GenDx) IMGT v3.37 (International 

ImMunoGeneTics). 

 

11. Peptides 

Les peptides utilisés seuls dans les tests de stimulation ont été synthétisés sans purification 

(‘crude’) par GeneCust (Boynes, France) ou GenScript (Leiden, Pays-Bas) ou localement par 

V. Stroobant (Institut Ludwig, Bruxelles). Ils ont été resuspendus à 10 mM dans du DMSO puis 

aliquotés et conservés à -20°C. 

Les pools de peptides commerciaux NY-ESO-1 et HER2 purifiés à plus de 70% ont été achetés 

chez JPT Innovative Peptide Solution (Berlin, Allemagne), resuspendus en DMSO, dilués à 1,5 

µM dans du RPMI 1640, aliquotés puis conservés à -80°C. 

 

12. Reconstruction de séquences TRA et TRB 

Le protocole de reconstruction des TCR a été développé dans le laboratoire par Orian Bricard 

et décrit en détails dans son manuscrit de thèse. Il dérive de celui du groupe de R.A. Morgan 
212,213, basé sur la co-expression par un vecteur lentiviral des séquences TRA et TRB dans un 

même cadre de lecture, séparées par un peptide auto-clivant P2A. Brièvement, à partir de 

l’ADNc amplifié lors de la réalisation de la librairie sc-RNAseq d'un lymphocyte du clonotype 

d’intérêt, les séquences allant des régions variables TRAV et TRBV jusqu’au début des régions 

constantes TRAC et TRBC sont amplifiées par PCR avec des oligonucléotides contenant des 

sites de restriction de type IIS (qui coupent x nucléotides après la séquence reconnue). Les 

amplicons TRB, TRA, et un amplicon avec le reste de la séquence TRBC sont digérés puis ligués 
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dans pcDNA3.1 contenant le reste de la séquence TRAC. Le transgène complet TRB-P2A-TRA 

est ensuite coupé et transféré dans un vecteur lentiviral en aval d’un promoteur EF-1 (pLenti-

EF1). Les plasmides sont amplifiés dans E. Coli TOP10 (Thermo-Fischer) puis purifiés avec le 

kit Miniprep (Promega). 

 

13. Expression des TCR d’intérêt par les JURKAT-2D3 (NFAT-GFP) 

Les particules lentivirales ont été produites en transfectant des cellules HEK293T avec les 

plasmides pLenti-EF1-TRB-P2A-TRA, psPAX2 (Addgene, #12260) et pCMV-VSV-G 

(Addgene, #8454). Les plasmides ont été transfectés dans 1,5.106  HEK293T par puits dans des 

plaques M6 à fond plat avec le réactif TransIT-LT1 (Mirus, MIR-2304) dans 2,5 mL de IMDM 

10% FBS + GPS selon les recommandations du fournisseur. Le surnageant viral a été collecté 

après 72h, filtré sur PVDF de 0,45 µm et concentré 20x en Vivaspin 6 (Sigma-Aldrich). Des 

JURKAT-2D3 prélalablement traitées au polybrène (EMD Millipore) ont été ensemencées à 

100 000 cellules par puits dans des plaques M96 à fond plat dans du RPMI 1640 10% FBS 

+GPS, infectées avec plusieurs dilutions du surnageant viral concentré et centrifugées à 800 g 

pendant 30 min à 30°C. Les cellules ont été incubées pendant 24h puis lavées 3x enRPMI 1640 

10% FBS +GPS. L’expression du TCR en surface a été validée en cytométrie de flux 3 à 5 jours 

après l’infection et une population exprimant fortemetn le TCR a été triée 10 à 14 jours après 

l’infection. 

  

14. Test de reconnaissance antigénique 

Le protocole des tests de reconnaissance antigénique est détaillé dans les résultats et illustré 

dans la Figure 2.17. Brièvement, dans des plaques M96 à fond rond, les B-EBV autologues ont 

été incubés dans du RPMI 1640 1% FBS +GPS pendant 4h à 37°C avec chaque peptide seul à 

10 µM ou en pool à 750 nM (concentration recommandée par la firme). Les cellules effectrices 

JURKAT-2D3 ont été rajoutées à un ratio T:B de 1:2 et incubées pendant une nuit à 37°C. 

Comme contrôles positifs, les JURKAT-2D3 ont été stimulées avec un anticorps anti-CD3 

insolubilisé à 300 ng/mL (Clone OKT3, Bio X Cell) ou un anticorps bispécifique anti-

CD19/anti-CD3 soluble à 10 ng/mL (Blinatumomab, Invivogen). Comme contrôles négatifs, 

nous les avons incubées avec du milieu seul (RPMI 1640 5% FBS +GPS) ou avec les B-EBV 

sans peptide. L’activation TCR a été mesurée le lendemain par cytométrie de flux et exprimée 

en pourcentage de cellules effectrices devenues GFP positives. 
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15. Analyses statistiques  

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec GraphPad Prism v6.0. 

Les comparaisons entre les groupes CCIS purs et CCIS mixtes ont été faites avec un test t de 

Student non apparié bilatéral et celle entre les groupes tumoral, extra-tumoral et normal avec 

un test de comparaisons multiples Anova à un ou deux critères selon la situation. Les différences 

ont été considérées comme significatives à partir d’une valeur p<0,05 et indiquées comme suit : 

* <0,05 ; ** <0,01 ; *** <0,001 ; **** <0,0001. 
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