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Abréviations

CKS5-6 : cytokératine 5-6

CSTN : cancer du sein triple négatif

DPP : dossier personnalisé partagé

EGFR : récepteur a I’epidermal growth factor
FOXp3 : forkhead box P3

grade SBR : grade histopronostique de Scarff-Bloom et Richardson
HES : Hématoxyline-Eosine-Safran

HR : Hazard Ratio

iCD4 : infiltrat intra-tumoral en CD4
iCD8 : infiltrat intra-tumoral en CD8
iFOXp3 : infiltrat intra-tumoral en FOXp3
IC95 : intervalle de confiance a 95%

ITHC : immunohistochimie

M1 : macrophage M1

M2 : macrophage M2

RA : récepteur des androgenes

sCD4 : infiltrat stromal en CD4

sCD8 : infiltrat stromal en CD8

sFOXp3 : infiltrat stromal en FOXp3

SG : survie globale

SSR : survie sans récidive

TILS : « tumor-infiltrating lymphocytes » = infiltration lymphocytaire du stroma tumoral

TMA : Tissue Micro-Array
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Résumé :

Introduction : Les CSTN représentent 10 & 20% des cancers du sein et ont un pronostic
défavorable. L’entité clinique, définie par I’absence d’expression des récepteurs hormonaux et
de HER2, est constituée d’un groupe hétérogene de tumeurs. Nous avons développé a Tours
une classification immunohistochimique des CSTN a partir de la caractérisation moléculaire
de cellules épithéliales malignes. Par ailleurs, une valeur pronostique du type d'infiltration
leucocytaire du stroma a été suggérée. Nous avons étudié ces deux parametres sur une cohorte
de patientes traitées a visée curative pour CSTN au CHU de Tours.

Objectifs : L objectif primaire était d'évaluer I'impact pronostique en termes de survie sans
récidive et survie globale de la classification immunohistochimique des cellules épithéliales
malignes. Les objectifs secondaires étaient de caractériser le type d'infiltrat immunologique
intra-tumoral et stromal et d'évaluer le retentissement en univarié et multivarié¢ sur la survie
sans récidive et la survie globale.

Patients et méthodes : Il s’agissait d’une étude rétrospective monocentrique, portant sur 105
cas de CSTN, traités entre 2003 et 2013. L’analyse en immunohistochimie (IHC) sur « Tissue
Micro-Array » (TMA) de 'expression du récepteur des androgeénes (RA), des cytokératines 5
et 6 (CKS5-6) et du récepteur a 1’ epidermal growth factor (EGFR) a permis de distinguer 4
sous-types de CSTN : 1/ groupe RA positif ; 2/ groupe « basal-like » ; 3/ groupe « phénotype
triple négatif » ; 4 /groupe « mixte ». L'infiltration lymphocytaire totale a été quantifiée pour
chaque tumeur sur lame HES (Hématoxyline-Eosine-Safran). L'analyse en IHC sur 7M4 a
ensuite permis de quantifier les cellules exprimant CD4, CDS8, FOXp3 (spécifique des
lymphocytes T régulateurs) et CD163 (spécifique des macrophages M2). Ces données ont été
corrélées aux caractéristiques cliniques et anatomopathologiques standards. Les durées de
survie ont été calculées par la méthode de Kaplan-Meier et comparées par le test du Log Rank
pour I’analyse univariée et par un modele de Cox pour I’analyse multivariée.

Résultats : 105 patientes consécutives ont été étudiées avec un suivi médian de 56.3 mois [6-
155]. L'age médian était de 54 ans [29-80]. 57,1% des tumeurs étaient classées pT1, 39% pT2,
1,9% pT3, et 1,9% pT4. 1l existait dans 41,9% des cas un envahissement ganglionnaire. 100%
des patientes ont recu de la chimiothérapie adjuvante. 18 récidives métastatiques ont été
constatées. 17 patientes sont décédées. 12 patientes ont été classées dans le groupe « RA
positif », 35 dans le groupe « basal-like », 45 dans le groupe « phénotype triple négatif » et 13
dans le groupe « mixte ». Le pronostic de ces 4 sous-types était similaire en termes de SSR
(p=0,98) et de SG (p=0,86). Dans l'analyse univariée, les facteurs de pronostic favorable
identifiés en termes de SSR étaient : la taille tumorale pT1, I'absence d'envahissement
ganglionnaire, 1'absence d'embole tumoral, et un nombre ¢élevé de cellules intra-tumorales
exprimant CDS8. Les facteurs de pronostic favorable identifiés en termes de SG étaient : la
taille tumorale pT1, l'absence d'embole tumoral, et un nombre ¢levé de cellules intra-
tumorales exprimant CD8 et FOXp3. Dans l'analyse multivariée, en termes de SG, il existait
une tendance positive en faveur d’un nombre élevé de cellules intra-tumorales exprimant
CD8. Il n'a pas été retrouvé d'impact pronostique sur la survie des macrophages M2.
Conclusion : La classification en 4 sous-types IHC des CSTN ne semble pas avoir d’impact
sur le pronostic en SSR et en SG. Cependant, il se distingue des facteurs pronostiques
anatomopathologiques et il semble exister un impact de certains infiltrats lymphoides. Le
nombre d'événements étant limité, un recul plus important est nécessaire, pour obtenir des
résultats plus matures.

Mots clés : cancer du sein triple négatif, classification IHC, récepteur androgéne, basal-like,
TILs, CD8, FOXp3, SSR, SG.
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Abstract :

Introduction: Triple negative breast cancers (TNBCs) account for 10 to 20% of all breast
cancers and have a poor prognosis. TNBC is characterized by the absence of hormone
receptors and HER2 expression but is composed of a heterogenous group of tumors.
Following recent molecular sub-classifications, we developed an immunohistochemical (IHC)
classification of TNBC, in Tours. Moreover, recent data suggest that tumor infiltrating
leukocytes (TILs) might have prognostic value. We investigated both parameters in a cohort
of TNBC patients, treated with curative purpose, in Tours University Hospital.
Objectives: The primary objective was to evaluate the prognostic impact in terms of disease-
free survival (DFS) and overall survival (OS) of our IHC classification of malignant epithelial
cells. Secondary objectives were to characterize the immune infiltrate of tumor and stroma,
and to evaluate the impact on both DFS and OS, in univariate and multivariate analyses.
Patients and methods: This was a single-center retrospective study of 105 TNBC patients,
treated from 2003 to 2013. Expression of androgen receptor (AR), cytokeratin 5-6 (CK5-6)
and epidermal growth factor receptor (EGFR) were studied by IHC method on tissue micro-
array (TMA). We identified four tumor subtypes: 1 / AR positive; 2 / basal-like; 3 / triple-
negative phenotype; 4 / mixed group. Total leukocyte infiltration was quantified after
hematoxylin-eosin-saffron (HES) staining. Cells positive for CD4, CD8, Foxp3 (Reg T cells)
and CD163 (M2 macrophages) were quantified by IHC on TMA. Biological findings were
correlated with clinical and pathological patients’ characteristics. Survival data were estimated
by the Kaplan-Meier method and compared by the log-rank test in univariate analysis. The
Cox model was used for multivariate analysis.
Results: 105 consecutive patients were studied with a median follow up of 56.3 months [6-
155]. The median age was 54 years [29-80]. 57.1% were stage pT1, 39% pT2, 1.9% pT3, and
1.9% pT4. Lymph nodes were involved in 41.9% of the cases. 100% of the patients received
adjuvant chemotherapy. 18 developed metastatic relapse. 17 patients died. 11 patients were
classified as "positive RA," 35 as "basal-like", 46 as "triple-negative phenotype" and 13 as
"mixed" group. The prognosis of the four subtypes was similar in terms of DFS (p = 0.98) and
OS (p = 0.86). In univariate analysis, favorable prognostic factors in terms of SSR were:
tumor size pT1, no lymph node involvement, lack of tumor emboles and high proportion of
tumor infiltrating CDS8 cells. Favorable prognostic factors in terms of OS were: tumor size
pT1, lack of tumor emboles and high number of tumor infiltrating CD8 and FOXP3 cells. In
multivariate analysis, in terms of SG, we found a trend favoring large number of tumor
infiltrating CD8 cells. M2 macrophages had no impact on survival.
Conclusion: Our IHC sub-classification of TNBCs into four subtypes had no prognostic
impact in terms of DFS and OS. Tumor infiltrating lymphocytes patterns seem to be
associated with different prognostic subgroups. However, the number of events in our cohort
was too limited and a longer follow-up is necessary.

Keywords: triple negative breast cancer, immunohistochemistry classification, androgen
receptor, basal-like, TILs, CD8, FOXP3, disease-free survival, overall sutvival.



I. Introduction :

1 Epidémiologie :

Le cancer du sein est le plus fréquent des cancers chez la femme et représente la premicre
cause de mortalit¢ en France. L’incidence est de 54062 nouveaux cas/an responsables de
11913 déces/an (données INCA 2015).

Le sous-type triple négatif dans le cancer du sein, caractérisé par l'absence d'expression des
récepteurs hormonaux et 1'absence d'amplification du géne HER 2, a été rapporté pour la
premiére fois dans la littérature en 2006, et fait depuis I’objet de nombreuses publications'™.
Les cancers du sein triple négatif (CSTN) représentent 10 a 20% des cancers du sein et sont
de pronostic défavorable. Ce sont des tumeurs plus agressives, atteignant plus fréquemment
des femmes de moins de 50 ans ou afro-américaines, et ont une évolution métastatique
rapide'™. Les traitements actuels sont décevants. Malgré une chimio-sensibilité initiale
importante, il existe une grande fréquence de récidive locale et de métastases, notamment
viscéraless. La survie sans progression et la survie globale (SG) sont plus courtes, a grade et
age identiques. La SG a 5 ans est de 70%, contre 80% pour les autres typese.

2 Classification des CSTN :

Regroupés dans une entité clinique unique, les CSTN sont en réalité tres hétérogenes’-11.
Historiquement, les cancers du sein triple négatif ont d'abord été assimilés aux cancers du sein
type « basal like », caractérisés par I’expression de marqueurs membranaires : CKS, 14, 17, et
EGFR dans plus de 50% des casi2. Ils représentent plus de 70% des CSTN. Il existe une sur-
expression d'EGFR dans 65% a 80% des CSTN « basal-like ». Il s'agit d'un critere
d'agressivité de la maladie, souvent associé au grade 3 ou a l'invasion ganglionnaire. La sur-
expression d'EGFR est corrélée a une mauvaise réponse a la chimiothérapie et a une
diminution de la survie sans récidive (SSR) et de la SG. Par la suite, différents sous-types
histologiques des CSTN ont été identifiés : infiltrant non spécifique, indifférencié, médullaire,
lobulaire infiltrant, mixte, apocrine, ...

Plusieurs études ont montré, a 1'aide de modeles moléculaires, 1'existence de plusieurs sous-
types de CSTN, aux pronostics différents.

Lehmann et al en 20113 a identifi¢ six sous-types de CSTN (basal-like 1 et 2,
immunomodulatory, mesenchymal-like, mesenchymal stem-like, et Iuminal androgen
receptor), et mis en évidence que le sous-groupe « luminal androgen receptor » (10% des
CSTN) avait un pronostic défavorable.

Jezequel et al en 20151 a identifié trois sous-types de CSTN : groupe 1 dit luminal
androgénique (22%), non basal-like, groupe 2 dit basal-like (45%), et groupe 3, basal enrichi,
riche en cellules mésenchymateuses (33%). Il existait une SSR et une SG supérieures dans le
groupe 3.

Enfin, Burstein et al's a identifié quatre sous-types de CSTN aux pronostics différents : le
sous-type « luminal androgen receptor, le sous-type « mesenchymal », le sous-type « basal-
like immuno-suppressed », et le sous-type « basal-like immune-activated » . Le sous-type
basal-like immune-activated était corrélé dans 1'étude a un meilleur pronostic (meilleure SSR
et meilleure SG) comparativement au sous-type basal-like immuno-suppressed de pronostic
défavorable. Le tableau 1 récapitule les caractéristiques principales de chaque sous-type selon
les 3 auteurs.
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Référence Sous-type Caractéristiques

Lehmann BL1 et BL2 sur-expression de composants impliqués dans le cycle
cellulaire et la division cellulaire.
™M sur-expression de génes impliqués dans la régulation de la

réponse immune et enrichi en génes responsables des
interactions entre I'hdte et le cancer.

M sur-expression de composants impliqués dans la motilité
cellulaire, l'invasion, et la différenciation mésenchymateuse.
MSL sur-expression de génes régulateurs de la transition épithélio-
mésenchymateuse.
LAR sur-expression de génes codant pour la différenciation luminale

et pour les régulateurs de la voie de signalisation du récepteur
aux androgénes.

Jezequel Groupe 1 luminal androgénique, non basal-like.
Groupe 2 basal-like, avec une faible réponse immunitaire et une
prédominance de macrophages M2.
Groupe 3 basal enrichi, riche en cellules mésenchymateuses, avec une
importante réponse immunitaire et une faible expression en
macrophages M2.
Burstein Sous-type 1 luminal androgénique.
Sous-type 2 mésenchymal, enrichi en génes impliqués dans le cycle
cellulaire.
Sous-type 3 basal-like, avec une faible réponse immunitaire.
Sous-type 4 basal-like, avec une importante réponse immunitaire.

Tableau 1 : Caractéristiques principales des différents sous-types de CSTN, selon Lehmann'?,
Jezequel, et Burstein®.

Certaines catégories de CSTN pourraient donc avoir soit une valeur pronostique propre, soit
étre associées a des thérapeutiques spécifiques (valeur prédictive).

Nous avons tent¢é de développer a Tours une classification immunohistochimique
expérimentale basée sur ces modeles moléculaires. Notre objectif était de pouvoir identifier au
moins 2 sous-types : le sous-type « récepteur androgéne positif » et le sous-type « basal-
like », avec les anticorps disponibles sur le CHU de Tours.

3 Le micro-environnement tumoral :

Le micro-environnement tumoral est infiltré par des cellules immunitaires pouvant exercer
une action immunosuppressive et pro-tumorale. Toutes ces cellules influencent le
deéveloppement des cellules tumorales au sein de 1'entité conceptuelle de niche cancéreuse.
Les TILs (lymphocytes infiltrant les tumeurs) représentent des cellules de la lignée blanche
qui ont quitté la circulation sanguine et ont migré au sein de la tumeur. Ce sont des cellules
immunitaires, mononuclées, constitu¢ de différents types de cellules en proportion variable :
les leucocytes de la lignée my¢éloide, les tumor-associated macrophages avec les macrophages
M1 et M2, les sous-types de cellules T helper, les cellules T cytotoxiques, les cellules T
régulatrices, les cellules B, les cellules dendritiques et les cellules MDSC (myeloid-derived
suppressor cells). Les TILs régulent un équilibre entre activité pro et anti-tumorale via la
production de différentes cytokines et interactions cellulairesi6-20.

Une méta-analyse?! a suggéré qu'un important infiltrat lymphocytaire, défini par une
infiltration de TILs supérieure ou égale a 50%, prédominait dans les cancers du sein agressifs
tels que les CSTN, les cancers a grade ¢levé ou associés a une mutation BRCA et qu'il
s'agissait d'un marqueur de bon pronostic.
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Les lymphocytes T CD4+ et les lymphocytes T CD8+ sont des cellules de la réponse
adaptative. Une partie des lymphocytes T CD4+ sont des cellules helper, les lymphocytes T
CDS8+ sont des cellules cytotoxiques. Les lymphocytes T CD8+ sont corrélés dans la
littérature a un meilleur pronostic22-26,

Les lymphocytes T régulateurs représentent un sous-type de lymphocytes T. Leur phénotype
est CD4+, FOXp3+, et CD25+. L'impact sur la survie des cellules exprimant FOXp3 n'est pas
clair et est variable d'une étude a l'autre 222731,

Enfin, les macrophages sont des cellules migratrices recrutées fréquemment sur les sites
tumoraux et peuvent constituer jusqu’a la moiti¢é de la masse totale de la tumeur. Les
macrophages sont connus pour modifier leur phénotype en fonction des signaux de
I’environnement. 2 phénotypes antagonistes sont décrits : le phénotype M1, anti-tumoral, et le
phénotype M2, pro-tumoral32. Il s'agit du concept de polarisation des macrophages33-36. Il
existe peu de données actuellement sur les lymphocytes T régulateurs et les tumor-associated
macrophages dans le cancer du sein37-40,

Le but de notre étude était d'une part d’évaluer 1'impact pronostique en termes de SSR et de
SG de la classification immunohistochimique expérimentale développée au CHU de Tours et
d'autre part de caractériser le type d'infiltrat immunologique intra-tumoral et stromal et
d'évaluer le retentissement en univarié et multivarié sur la SSR et la SG.

I1. Patients et méthodes :
1 Patients :
a Type d’étude :

Il s'agit d'une étude de cohorte monocentrique et rétrospective de 105 patientes consécutives
traitées au CHU de Tours entre 2003 et 2013. L'ensemble des données cliniques et
anatomopathologiques a ¢été extrait du dossier personnalis¢ partagé du CHU (DPP) et de la
base de gestion informatique du service d'anatomopathologie de Tours (DIAMIC).

b Critéres d'inclusion et critéres d'exclusion :

Entre 2003 et 2013, au CHU de Tours, toutes les patientes traitées en situation adjuvante pour
un cancer du sein triple négatif ont été inclues, quels que soient leur age et leur statut
ménopausique. Toutes les patientes avaient eu un traitement local chirurgical (conservateur ou
mastectomie) le plus souvent associé a une radiothérapie loco-régionale et a de la
chimiothérapie a visée adjuvante.

Les patientes prises en charge en situation néo-adjuvante ou en phase d'emblée métastatique
ont été exclues.
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¢ Criteres cliniques et anatomopathologiques :

Nous avons repris les principaux critéres cliniques et anatomopathologiques : la taille
tumorale, le statut ganglionnaire, le stade TNM, le statut ménopausique, le grade SBR,
l'existence ou non d'emboles, le type de chirurgie et le type histologique.

Les tumeurs de stade supérieur a pT1 ont été regroupées pour I'analyse statistique en raison de
taux de SSR et SG statistiquement non différents afin de diminuer le nombre de variables
dans l'analyse multivariée.

De la méme maniére, les tumeurs classées N1 ou N2 ont été regroupées en une classe N+.

2 Meéthodes :

a Relecture histologique des tumeurs et évaluation des TILS :

Pour chaque tumeur, la lame HES (Hématoxyline-Eosine-Safran) la plus représentative de la
tumeur a été relue par deux personnes : M. Stacoffe et le Dr F. Arbion (anatomopathologiste)
pour confirmer le type histologique et le grade histo-pronostique.

Pour chaque tumeur, I’infiltration lymphocytaire stromale a été évaluée par les deux mémes
lecteurs selon les recommandations du groupe de travail international des TILs4!. Le seuil de
positivité a été fixé a 50% selon les données de la littérature2!.

b Constitution des blocs de Tissue Microarray (TMA):

Les blocs de TMA ont été construits a I’aide de 1’appareil dédié semi-automatique : le Tissue
Arrayeur MTA Booster, Version 1,01, Alphélys. Les zones d'intérét ont été repérées au
préalable par lecture des lames originelles colorées en HES. Pour chaque tumeur, 4 carottes de
Imm de diametre ont été prélevées, 2 en périphérie de la tumeur et 2 au centre de la tumeur.
Le plan de disposition des carottes sur les blocs de TMA a été réalisé grace a un logiciel
(TMA designer 2).

¢ Immunohistochimie :

L’¢étude immunohistochimique a été réalisée sur des coupes de 4um des blocs de TMA avec
I’automate XT Benchmark, Ventana (kit de révélation Ultraview).

La lecture des immuno-marquages a ¢té réalisée en double aveugle par les deux lecteurs en
tenant compte du spot le plus marqué et le plus représentatif de chaque tumeur. Les cas
discordants ont été relus en bindme.

Une évaluation semi-quantitative a été réalisée pour les anticorps RA, CK5-6, EGFR. RA,
CK5-6 et EGFR étaient considérés positifs quand le marquage (nucléaire pour RA,
membranaire pour CK5-6 et EGFR) était supérieur a 10% pour RA, 1% pour CK5-6 et
EGFR". Pour CD4, CDS8, et FOXp3, le nombre de cellules marquées était compté sur la
surface d’un spot (I mm?). FOXp3 était considéré positif lorsque le nombre de cellules
marquées €tait supérieur a la médiane. Le seuil de positivité de CD4 et CDS8 a été fixé
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arbitrairement au 25¢me percentile (2 pour iCD4, 50 pour sCD4, 2 pour iCD8, 10 pour
sCDS8). Le CD163 était évalué par la densité d’¢éléments marqués, de 0 (absent) a 3 (dense).
Les caractéristiques détaillées des anticorps (type d'anticorps, dilution, marquage et seuil de
positivité) sont récapitulées tableau 2.

Anticorps Clone Fournisseur |Dilution |Marquage IHC |Seuil de positivité
RA SP107 Roche Pré-dilué Nucléaire >10%
CK5-6 D5/16B4 Dako 1/50éme | Membranaire >1%
EGFR 31G7 BioSd 1/25¢me | Membranaire >1%
CD4 SP35 Roche Pré-dilué | Membranaire | 25¢me percentile
CD8 C8/144B Dako 1/50éme | Membranaire | 25¢me percentile
FOXp3 236A/E7 Abcam 1/20¢eme Nucléaire médiane
CD163 10D6 Novocastra | 1/200éme | membranaire >2

Tableau 2 : Caractéristiques détaillées des anticorps utilisés.
(Iégende : IHC = immunohistochimie, RA = récepteur androgéne, CK5-6 = cytokératine 5-6,
EGFR = récepteur a ’epidermal growth factor ).

d Analyse statistique :

Le logiciel SPSS version 18 (SPSS Inc. Released 2009. PASW Statistics for Windows
Version 18.0 Chicago. SPSS Inc) a été utilisé pour I'ensemble des statistiques de I'étude. La
date d'origine a été définie pour I'ensemble des patients par la date du diagnostic définitif (jour
de la tumorectomie ou de la mastectomie). La date de point a été fixée au ler mars 2016. Les
événements survenus apres la date de point ont été censurés a droite.

La SG était définie comme le temps entre la date d'origine et la survenue du déces quelle
qu'en soit la cause. La SSR était définie comme le délai entre la date d'origine et la survenue
d'un événement quel qu'il soit (rechute locale ou métastatique, survenue d'un second cancer
du sein ou déces, toutes causes confondues).

Les durées de survie ont été calculées par la méthode de Kaplan-Meier et comparées par le
test du Log Rank pour I’analyse univariée (non stratifié et stratifié sur la taille tumorale) et par
un modele de Cox pour I’analyse multivariée. Le risque alpha bilatéral a été fixé a 5% avec un
intervalle de confiance de 95%.

Les graphiques ont été réalisés sous R (R development core team 2008).
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I11. Résultats :

1 Diagramme de consort :

Entre 2003 et 2013, au CHU de Tours, 1109 patientes ont été traitées pour un cancer du sein
tous types histologiques et tous stades confondus. Les patientes prises en charge en situation
néo-adjuvante (71) ou métastatique d'emblée (74) ont été exclues. Sur les 964 patientes
traitées en situation adjuvante, seules les patientes atteintes d'un cancer du sein triple négatif
ont ét¢ inclues (244). Par manque de données anatomopathologiques (absence de bloc
tumoral, absence de lame,...), 139 patientes ont été¢ exclues. Au total, 105 patientes ont été
inclues dans notre étude quel que soit leur age et leur statut ménopausique. (cf figure 1,
diagramme de consort).

1109 patients traités au CHU
de Tours pour un cancer du
sein, entre 2002 et 2013

maladie métastatique
d'emblée : 74 patients exclus

prise en charge néo-
adjuvante : 71 patients exclus

964 patients en situation
adjuvante

HER2 +++ et/ou RH +: 720

patients exclus 244 patients atteints d'un

cancer du sein, triple négatif,
en situation adjuvante

139 patients exclus par

manque de données o
anatomopathologigues Cohorte définitive : 105

patientes

Figure 1 : Diagramme de consort.

2 Caractéristiques de la cohorte :

105 patientes consécutives ont été étudiées avec un suivi médian de 56,3 mois [6 — 155].
L'age médian était de 54 ans [29 — 80]. 86,7% des patientes avaient un statut de performance
OMS 0. 63,8% des patientes étaient ménopausées. Il existait dans 41,9% des cas un
envahissement ganglionnaire. 100% des patientes ont regu de la chimiothérapie adjuvante, et
92,4% une irradiation loco-régionale.

Cinq sous-types histologiques ont ¢été identifiés : infiltrant non spécifique (86,7%),
indifférencié (4,8%), médullaire (3,8%), lobulaire infiltrant (2,9%), et plus rarement mixte
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(1%), et apocrine (1%). Le volume tumoral moyen était de 23 mm [5 — 78]. Il existait des
emboles tumoraux dans 37,1% des cas.
Les caractéristiques détaillées de la cohorte sont exposées dans le tableau 3.

Caractéristiques Effectifs %
Délai médian de suivi (mois) 56,3 [6-155]
Age médian (années) 54129 - 80]
Statut de performance
OMS 0 91 86,7
OMS 1 14 13,3
IMC moyen (kg/m2) 24,7 (17 - 38)
Mutation BRCAI 2 1,9
Ménopausée 67 63,8
Non ménopausée 38 36,2
Ganglion sentinelle effectué 68 65
Curage axillaire effectué 70 66,7
Envahissement ganglionnaire 44 41,9
Infiltrant non spécifique 91 86,7
indifférencié 5 4.8
médullaire 4 38
lobulaire infiltrant 3 2.9
mixte 1 1
apocrine 1 1
Volume tumoral moyen (mm) 23 (5-178)
pT1 60 57,1
pT2 41 39
pT3 2 1,9
pT4 2 1,9
Tumeur multi-focale 10 9,5
pNO 61 58,1
pN1 38 36,2
pN2 6 5,7
Grade SBR 2 17 16,2
Grade SBR 3 88 83,8
In situ associé 60 57,1
Emboles associés 39 37,1
Tumorectomie 85 81
Mastectomie 28 26,7
Chimiothérapie adjuvante 105 100
Anthracyclines 104 99.9
taxanes 68 64,8
Radiothérapie 97 92,4
lit tumoral 60 57,1
lit tumoral + ganglions 37 35,2

Tableau 3 : Caractéristiques cliniques et anatomopathologiques de la cohorte.




3 Analyses biologiques :

a Classification des CSTN en immunohistochimie :

Selon la classification immunohistochimique expérimentale basée sur des modeles
moléculaires” ", quatre sous-populations de CSTN ont été identifiées (cf tableau 4) : le sous-
groupe « récepteur androgene positif = RA+ » (11,4% des cas), le sous-groupe « basal-like =
BL +» (33.3% des cas), le sous-groupe « phénotype triple-négatif » (42,9% des cas), et le
sous-groupe « mixte » (RA+ et BL+) (12.4% des cas).

Sous-types immunohistochimiques | Effectifs %
« Récepteur androgene positif » 12 11,4
« Basal-like » 35 333
« Phénotype triple négatif » 45 42,9
« Mixte » 13 12,4

Tableau 4 : Effectifs et pourcentages des quatre sous-types de cancers du sein triple négatif
identifiés selon la classification immunohistochimique expérimentale.

Au total, il existait une sur-expression de RA dans 23,8% des cas (sous-types « RA+» et
« mixte »), et une sur-expression de CK5-6 +/- EGFR (sous-types « basal-like » et « mixte »)
dans 45.7% des cas. (cf image 1).

Image 1 : Sur-expression du récepteur androgene (a gauche), et de CK5-6 (a droite) en
immunohistochimie.
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b TILs :

68 patientes (64,8%) avaient un faible infiltrat lymphocytaire (< 50%). (cf image 2).

Image 2 : Faible infiltrat lymphocytaire (a gauche) et infiltrat lymphocytaire élevé (a droite).

¢ Régression linéaire entre les données intra-tumorales et stromales
de l'infiltration lymphocytaire :

Apres lecture des données CD4, CD8, et FOXp3 (cf image 3), une régression linéaire a été
effectuée pour comparer les données intra-tumorales (i) et stromales (s) de chaque sous-type
immunologique.

Image 3 : Infiltration intra-tumorale et stromale en CD8 (4 gauche, grossissement 40) et en
FOXp3 (a droite, grossissement 20), en immunohistochimie.
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Les abscisses et les ordonnées représentaient la racine carrée de la variable en raison de la

distribution non-normale de la variable.

Il existait une corrélation significative mais faible entre les données intra-tumorales et
stromales (cf figure 2 (A, B, et C)) avec un coefficient R entre 0,43 et 0,52 (corrélation

parfaite R = 1).
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Figure 2 : Corrélation entre ’expression intra-tumorale et stromale du nombre de cellules
CD4+ (A), CD8+ (B) et FOXp3+ (C). Les valeurs sont exprimées selon leur racine carrées en

raison d’une distribution non normale.
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4 Analyses de survie :
a Survie sans récidive et survie globale de la cohorte :

Au total, 29 récidives ont été constatées, tout type de récidive confondu, dont 18 récidives
métastatiques. En cas de récidive métastatique, il existait plus de métastases viscérales
(17,1%) que de métastases ganglionnaires (9,5%), osseuses (8,6%) ou cérébrales (4,8%).
17 patientes sont décédées.

Les données de tous les événements de la cohorte sont regroupées tableau 5.

Evénement Eftectifs %
Récidive homolatérale 5 4,8
Récidive controlatérale 6 5,7
Récidive métastatique 18 17

Me¢étastases ganglionnaires 10 9,5
Métastases osseuses 9 8,6
M¢étastases viscérales 18 17,1
Métastases cérébrales 5 4.8
Total d'événements 29 27,6
Déces 17 16,2

Tableau 5 : Descriptif de 1'ensemble des événements survenus pendant le suivi.

En termes de SSR et de SG, il existait un plateau a partir de six ans. Aprés 88 mois, la SSR
était de 63% et la SG de 78%.

Les médianes de survie n'étaient pas atteintes.
Les courbes de survie (SSR et SG) sont représentées figure 3.
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Probability
o
g

0.25

Disease-Free Sunival
—+ Overall sunvival

0.00
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Months

105 98 84 64 56 46 20 16 7 5

— 105 100 90 72 59 51 25 21 10 8

Figure 3 : Survie sans récidive et survie globale de la cohorte.
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b Analyse univariée :

- Analyses de survie selon les facteurs clinicobiologiques usuels :

En distinguant les tumeurs de moins de 2 cm (T1) versus > 2 cm, il existait une différence
significative en termes de SSR (p=0,05, HR 2,09 [1 — 4,37]) et une tendance quasi-
significative en termes de SG (p=0,06, HR 2,49 [0,92 — 6,75]).

Nous avons identifi¢ une différence significative en termes de SSR selon I'existence ou non
d'un envahissement ganglionnaire (p=0,05, HR 2,04 [1 - 4,24]).

Enfin, selon l'existence ou non d'embole tumoral, il existait une différence significative en
termes de SSR (p= 0,046, HR 2,07 [1 - 4,29]) et une tendance quasi-significative en termes de
SG (p=0,06, HR 2,45 [0,93 - 6,45]).

Il n'a pas été retrouvé de différence significative, quelle que soit la survie, selon le stade
TNM, le grade SBR, et le statut ménopausique.

- Analyse de survie selon la classification des CSTN en immunohistochimie :

Il n'y avait pas de différence significative, en termes de SSR et de SG, selon les quatre sous-
types immunohistochimiques. (respectivement p=0,95 et p=0,86). (cf figure 4).
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Figure 4 : Survie sans récidive (a gauche) et survie globale (a droite) selon les quatre sous-
types immunohistochimiques des CSTN.
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- Analyse de survie selon l'infiltration lymphocytaire du stroma tumoral (TILs) :

Nous avons observé une tendance, statistiquement non significative, en faveur d'une meilleure
survie (SSR et SG) lorsqu'il existait un important infiltrat lymphocytaire du stroma tumoral.
(respectivement p = 0,23 et p = 0,33). (cf figures 5 et 6).
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Figure 5 : Survie sans récidive selon l'infiltration lymphocytaire du stroma tumoral (TILs).
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Figure 6 : Survie globale selon l'infiltration lymphocytaire du stroma tumoral (TILs).
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- Analyse de survie selon les différentes sous-populations lymphocytaires :

CDS8:
Nous avons observé une différence significative en faveur d'une meilleure survie (sans
récidive et globale) en cas d'un important infiltrat intra-tumoral en CD8 (respectivement
p=0,03 (HR 0.41 [0.20 - 0.87]), et p=0,008 (HR 0,27 [0,11 — 0,71]). (cf figures 7 et 8).
Les résultats étaient identiques en cas de stratification sur la taille tumorale (données non
montrées).

Il n'a pas ét¢ mis en évidence de différence significative selon I’importance de l'infiltrat
stromal en CD8.
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Figure 7 : Survie sans récidive selon l'infiltration intra-tumorale en CDS.
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Figure 8 : Survie globale selon l'infitration intra-tumorale en CD8.
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CD4:
Nous n'avons pas retrouvé de différence significative selon l'infiltration intra-tumorale et
stromale en CD4 en termes de survie (SSR et SG). Il existait néanmoins une tendance non
significative en faveur d'une meilleure SG en cas de taux ¢élevé de iCD4 (p = 0,16).

FOXp3 :
Nous n'avons pas retrouvé de différence significative en termes de SSR selon l'infiltrat en
1IFOXp3+ ou iIFOxP3+ iCD4+. En revanche, nous avons observé une différence significative
en faveur d'une meilleure SG en cas d'important infiltrat intra-tumoral en FOXp3 (p=0,03
(HR 0,31 [0,10 - 0,95]).
Les données étaient similaires en cas d'association iFOXp3+ et iCD4+ avec p=0,03 (HR 0,31
[0,10 — 0,95]) (cf figures 9 et 10).
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Figure 9 : Survie globale selon l'infiltration intra-tumorale en FOXp3.
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Figure 10 : Survie globale selon l'infiltration intra-tumorale en FOXp3 et CD4.

28



Macrophages M2 :
I n' a pas été¢ retrouvé d'impact pronostique sur la survie des macrophages M2
(respectivement SSR p=0,88 et SG p= 0,18) qu'il y ait ou non stratification sur la taille

tumorale.

- Résumé des analyses univariées :

Les résultats des analyses univariées sont résumés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Récapitulatif de I'ensemble des données de survie sans récidive et de survie

globale en analyse univariée.

(Légende : SSR = survie sans récidive, SG = survie globale, gg = ganglionnaire, [HC =

SSR SG
Variables HR IC 95% p HR IC 95% p

Taille tumorale 2,09 1-4,37 0,05 2,49 0,92 - 6,75 0,06
Envahissement gg 2,04 1-4,24 0,05 2,15 0,82 -5,66 0,11
Stade TNM - - 0.23 - - 0.29
Statut ménopausique | 0,64 0,31-1,33 0,23 1,07 0,40 - 2,82 0,90
Grade SBR - - 0,94 - - 0,37
Emboles 2,07 1-429 0,046 | 245 0,93 - 6,45 0,06
Type de chirurgie - - 0,026 - - 0,05
Type histologique - - 0,54 - - 0,36
Sous-type [HC 1,01 0,66 - 1,55 0,95 1,05 0,60 - 1,85 0,86
TILs 0,6 0,25 - 1,40 0,23 0,58 0,19-1,78 0,33

iCD4 1 0.44-2.24 0.99 0.50 0.19-1.33 0.16
sCD4 0.88 0.39-1,99 0.76 0.62 0.23-1.68 0.35
iCD8 0.41 0.20 - 0.87 0.02 0.27 0.11 - 0.71 0.008

sCD8 1,51 0.61-3.72 0.37 0.87 0.31-2.47 0.79
iFOXp3 0,7 0,33 - 1,47 0,34 0,31 0,10 - 0,95 0,03
sFOXp3 0,75 0,36 - 1,58 0,46 0,95 0,36 - 2,47 0,92
iFOXp3+ iCD4+ 0,7 0,33 - 1,47 0,34 0,31 0,10 - 0,95 0,03
sFOXp3+ sCD4+ 0,79 0,38 - 1,66 0,53 0,99 0,38 - 2,57 0,99
M2 0,93 0,35-2,43 0,88 0,28 0,037 - 2,10 0,18

immunohistochimie, iCD4 = CD4 intra-tumoral, sCD4 = CD4 stromal, iCD8 = CDS intra-
tumoral, sCD8 = CDS8 stromal, iIFOXp3 = FOXp3 intra-tumoral, sSFOXp3 = FOXp3 stromal,
M2 = macrophages M2, HR = hazard ratio, IC95 = intervalle de confiance 95%).
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¢ Analyse multivariée :

Nous avons étudié dans l'analyse multivariée cinq co-variables : la taille tumorale,
'envahissement ganglionnaire, la présence d'emboles, l'infiltrat intra-tumoral en CD4 et
l'infiltrat intra-tumoral en CDS.

Nous n'avons pas retrouvé de différence significative en termes de SSR et de SG. Il existait
néanmoins une tendance positive, non significative, en faveur de l'infiltrat intra-tumoral en
CDS8 pour la SSR. (p=0,08, HR 0,43 [0,17-1,10]).

La stratification selon la taille tumorale ne modifiait pas les données du mod¢les (données non
montrées). Les résultats de I'analyse multivariée sont résumés dans le tableau 7.

SSR SG
Variables HR IC 95% p HR IC 95% p
Taille tumorale 1,55 0,70 - 3,42 0,28 1,94 0,7 -5,49 0,2
Envahissement 1,32 0,57 - 3,06 0,52 1.18 0.39-3.48 0.78
ganglionnaire
Emboles 1,37 0,60 - 3,13 0,46 1,49 0,50 - 4,46 0,47
iCD4 1,59 0,61 - 4,15 0,34 0,79 0,26 - 2,41 0,79
iCD8 0,43 0,17-1,10 0,08 0,42 0,13-1,35 0,14

Tableau 7 : Récapitulatif des données de survie sans récidive (SSR) et de survie globale (SG),
en analyse multivariée associant 5 co-variables: la taille tumorale, l'envahissement
ganglionnaire, les emboles, l'infiltrat intra-tumoral en CD4 (= iCD4), et l'infiltrat intra-
tumoral en CD8 (= iCD8). HR : hazard ratio, IC95 = intervalle de confiance a 95%.

IV. Discussion :

Les cancers du sein triple négatif sont hétérogeénes. Il existe plusieurs sous-classifications
moléculaires qui correspondent a plusieurs entités anatomopathologiques. Nous avons
développé un modele basé sur I'immunohistochimie et inspiré de modeles moléculaires. Notre
objectif était de pouvoir identifier deux sous-types en particulier : le sous-type « basal-like »,
le plus fréquent des CSTN (>70%), et le sous-type « récepteur androgene positif », identifi¢
fréquemment dans la littérature!3-15. et potentiellement accessible a des traitements par anti-
androgenes. Nous avons utilisé trois anticorps disponibles sur le CHU de Tours (RA, EGFR,
et CK5-6), et avons individualisé quatre sous-types de CSTN : le sous-type « récepteur
androgene positif », le sous-type « basal-like », le sous-type « phénotype triple négatif » et le
sous-type « mixte ». Nous n'avons pas retrouvé de valeur pronostique de notre classification
immunohistochimique en termes de SSR et de SG (respectivement p= 0,95 et p=0,86). Cela
est cohérent avec les observations de Masuda? méme si d'autres auteurs ont retrouvé des
résultats différents!3-1s.
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Une des limites de ces comparaisons est que nous avons imaginé un modele
immunohistochimique par extrapolation de données obtenues sur des modeles moléculaires.
Ces données sont préliminaires et nous n'avons pas encore vérifié la corrélation entre les
classifications immunohistochimiques et moléculaires ce qui fera 1'objet d'un autre travail.
Nous avons utilis¢ un anticorps anti-cytokératine CK5-6, disponible sur le CHU de Tours,
moins spécifique que l'anticorps anti-CK5. Récemment, Liu et al'' ont rapporté un travail
utilisant le méme anticorps que le notre. Un complément d'étude intégrant un anticorps
spécifique anti-CKS5 dans notre panel est cependant souhaitable.

Le pronostic global de notre série était similaire aux données de la littérature®. En termes de
SSR et de SG, il existait un plateau a partir de six ans. Apres 88 mois, la SSR était de 63% et
la SG de 78%. Notre série est rétrospective et monocentrique et porte sur un effectif limité.
Nous n'avons observé que peu d'événements (récidive ou déces) et notre étude manque de
recul. Le suivi de notre cohorte est donc indispensable pour obtenir des données plus matures.

Le démembrement des CSTN présente non seulement un intérét physiopathologique mais
¢galement un intérét en termes de retentissement thérapeutique potentiel. L'identification du
sous-groupe RA+ a permis l'identification d'une nouvelle cible thérapeutique et des essais
utilisant des anti-androgénes comme I'enzalutamide ou [l'acétate d'abiratérone sont
actuellement en cours#2+45, de méme que des traitements anti-EGFR pour le sous-groupe
EGFR+ 46-49,

Dans notre série, nous n'avons pas retrouvé d'impact sur la SSR et la SG de certains facteurs
pronostiques classiques. En termes de SSR, il existait une différence significative selon la
taille tumorale (p=0,05), l'existence ou non d'un envahissement ganglionnaire (p=0,05) et
l'existence ou non d'emboles tumoraux (p=0,046). En termes de SG, il existait également une
tendance non significative selon la taille tumorale (p=0,06) et I'existence ou non d'emboles
tumoraux (p=0,06). Par contre, nous n'avons pas retrouvé de différence significative selon le
stade TNM (p=0,23) et selon le grade SBR (p=0,94).

Les CSTN ont un mauvais pronostic intrinséque qui réduit l'intérét des facteurs de risques
classiques. Des patientes atteintes de CSTN aux caractéristiques favorables peuvent ainsi
fréquemment développer des métastases.

Il était donc important d'identifier d'autres facteurs, notamment immunologiques, dans un
intérét pronostique et également thérapeutique.

Dans notre étude, toutes les lectures immunologiques ont été faites en double aveugle. Elles
ont ét¢ faites manuellement, ce qui est beaucoup plus fiable qu'une lecture automatique, basée
sur le hasard. De plus, les données discordantes ont été relues en binome.

L’importance de l'infiltration lymphocytaire du stroma tumoral (TILs) n'était pas
statistiquement corrélée a la SSR et a la SG mais il existait une tendance en faveur d'une
meilleure survie en cas d'important infiltrat lymphocytaire du stroma tumoral. Ces données
sont cohérentes avec la littérature21.50-52,

Les lymphocytes T CD4+ et les lymphocytes T CD8+ sont des cellules de la réponse
adaptative. Une partie des lymphocytes T CD4+ sont des cellules helper, les lymphocytes T
CDS8+ sont des cellules cytotoxiques.

Le nombre de cellules intra-tumorales exprimant CD8 influe sur la survie de manicre
significative dans l'analyse univariée : en termes de SSR et SG, un nombre ¢levé de cellules
intra-tumorales CD8+ est un facteur de bon pronostic de maniére significative (p=0,02 et
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0,008 respectivement). Les données sont similaires en cas de stratification sur la taille
tumorale (p=0,04 et 0,01 respectivement). Il existe une tendance positive dans I'analyse
multivariée (p=0,08) et en cas de stratification sur le volume tumoral (p=0,088). Ces données
sont cohérentes avec la littérature22.24.

FOXp3 est un marqueur classique des lymphocytes T régulateurs. Dans notre étude, un
nombre ¢levé de cellules intra-tumorales exprimant FOXp3 est corrélé de manicre
significative a une meilleure SG (p=0,03). Il s'agit dans notre étude d'un facteur de bon
pronostic. Dans la littérature, 1'impact de FOXp3 sur la survie des CSTN n'est pas établi2’.

Les résultats concernant l'infiltration intra-tumorale en CD4+ montrent une tendance en
faveur d'une meilleure SG (p=0,16) ce qui montre une cohérence entre nos différents résultats.
En effet, les cellules CD4+ ne représentent pas une unique population mais une population
hétérogeéne au sein de laquelle se distinguent, entre autres, les lymphocytes T régulateurs.

En cas d'association iFOXp3+ iCD4+, les résultats sont identiques (aux données iIFOXp3+
seules) avec une meilleure SG de maniére significative (p=0,03). Un double marquage
FOXp3/CD4 serait plus pertinent pour typer les lymphocytes T régulateurs. Cependant, notre
travail montre que le double marquage n'apporterait pas de nouveaux résultats.

Aucune donnée de l'infiltrat lymphocytaire quantifi¢ dans le stroma (sCD4, sCDS8 et sSFOXp3)
ne montre de résultats significatifs, avec une corrélation significative mais faible entre les
données intra-tumorales et les données stromales (coefficient R variant entre 0,43 et 0,52 pour
une corrélation parfaite a 1). Ces données confirment la difficult¢ de typer précisément
l'infiltration lymphocytaire intra-tumorale et stromale.

Les macrophages n'ont pas d'impact dans notre étude sur la SSR et la SG (p=0,88 et p=0,18
respectivement). Cependant, nous nous sommes limités a un seul anticorps (anticorps anti-
CD163 spécifique des macrophages). Il est donc difficile de conclure. Il pourrait se discuter,
dans un autre travail, d'utiliser des co-marquages pour gagner en spécificité et en puissance
(exemple anti-CD163 et anti-CD68 = marqueur pan-macrophagique, ...).

Enfin, beaucoup de données n'ont pas été ¢tudiées dans ce travail, notamment PD1 et PD-L1
et pourraient faire 1'objet d'autres travaux.

V. Conclusion :

Notre modele de sous-classification des CSTN a partir d'un outil immunohistochimique n'a
pas retrouvé d'impact pronostique dans cette série rétrospective de 105 patientes traitées au
stade précoce de la maladie. Il s'agit de données précoces que nous devrons comparer aux
données d'un modele moléculaire. Par ailleurs, I'é¢tude de l'infiltrat leucocytaire du micro-
environnement tumoral suggere 1'intérét d'étudier I'impact de certains infiltrats lymphoides,
notamment en CD8 et en FOXp3. Le nombre d'événements étant limité, un recul plus
important est nécessaire pour obtenir des résultats plus matures.

De nouvelles études sont importantes pour améliorer la nosologie des cancers du sein triple
négatif et discriminer des entités pouvant étre ciblées par des thérapeutiques précises.
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Résumé :

Introduction : Les CSTN représentent 10 a 20% des cancers du sein et ont un pronostic défavorable. L’entité
clinique, définie par 1’absence d’expression des récepteurs hormonaux et de HER2, est constituée dun groupe
hétérogéne de tumeurs. Nous avons développé a Tours une classification immunohistochimique des CSTN a partir
de la caractérisation moléculaire de cellules épithéliales malignes. Par ailleurs, une valeur pronostique du type
d'infiltration leucocytaire du stroma a été¢ suggérée. Nous avons étudié ces deux paramétres sur une cohorte de
patientes traitées a visée curative pour CSTN au CHU de Tours.

Objectifs : L objectif primaire était d'évaluer l'impact pronostique en termes de survie sans récidive et survie
globale de la classification immunohistochimique des cellules épithéliales malignes. Les objectifs secondaires
étaient de caractériser le type d'infiltrat immunologique intra-tumoral et stromal et d'évaluer le retentissement en
univari¢ et multivarié sur la survie sans récidive et la survie globale.

Patients et méthodes : Il s’agissait d’une étude rétrospective monocentrique, portant sur 105 cas de CSTN, traités
entre 2003 et 2013. L’analyse en immunohistochimie (IHC) sur « Tissue Micro-Array » (TMA) de 'expression du
récepteur des androgenes (RA), des cytokératines 5 et 6 (CK5-6) et du récepteur a 1’ epidermal growth factor
(EGFR) a permis de distinguer 4 sous-types de CSTN : 1/ groupe RA positif ; 2/ groupe « basal-like » ; 3/ groupe
« phénotype triple négatif » ; 4 /groupe « mixte ». L'infiltration lymphocytaire totale a été quantifiée pour chaque
tumeur sur lame HES (Hématoxyline-Eosine-Safran). L'analyse en IHC sur TMA4 a ensuite permis de quantifier les
cellules exprimant CD4, CD8, FOXp3 (spécifique des lymphocytes T régulateurs) et CD163 (spécifique des
macrophages M2). Ces données ont été corrélées aux caractéristiques cliniques et anatomopathologiques
standards. Les durées de survie ont été calculées par la méthode de Kaplan-Meier et comparées par le test du Log
Rank pour I’analyse univariée et par un modele de Cox pour I’analyse multivariée.

Résultats : 105 patientes consécutives ont été étudiées avec un suivi médian de 56.3 mois [6-155]. L'age médian
était de 54 ans [29-80]. 57,1% des tumeurs étaient classées pT1, 39% pT2, 1,9% pT3, et 1,9% pT4. 11 existait dans
41,9% des cas un envahissement ganglionnaire. 100% des patientes ont regu de la chimiothérapie adjuvante. 18
récidives métastatiques ont été constatées. 17 patientes sont décédées. 12 patientes ont été classées dans le groupe
« RA positif », 35 dans le groupe « basal-like », 45 dans le groupe « phénotype triple négatif » et 13 dans le
groupe « mixte ». Le pronostic de ces 4 sous-types était similaire en termes de SSR (p=0,98) et de SG (p=0,86).
Dans l'analyse univariée, les facteurs de pronostic favorable identifiés en termes de SSR étaient : la taille tumorale
pT1, I'absence d'envahissement ganglionnaire, 1'absence d'embole tumoral, et un nombre élevé de cellules intra-
tumorales exprimant CDS8. Les facteurs de pronostic favorable identifiés en termes de SG étaient : la taille
tumorale pT1, l'absence d'embole tumoral, et un nombre ¢élevé de cellules intra-tumorales exprimant CDS et
FOXp3. Dans l'analyse multivariée, en termes de SG, il existait une tendance positive en faveur d’un nombre
¢élevé de cellules intra-tumorales exprimant CD8. Il n'a pas été retrouvé d'impact pronostique sur la survie des
macrophages M2.

Conclusion : La classification en 4 sous-types IHC des CSTN ne semble pas avoir d’impact sur le pronostic en
SSR et en SG. Cependant, il se distingue des facteurs pronostiques anatomopathologiques, et il semble exister un
impact de certains infiltrats lymphoides. Le nombre d'événements étant limité, un recul plus important est
nécessaire, pour obtenir des résultats plus matures.

Mots clés : cancer du sein triple négatif, classification IHC, récepteur androgene, basal-like, TILs, CDS, FOXp3,
SSR, SG.
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