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Chapitre 1. Le cancer broncho-pulmonaire 

 

1.1. Epidémiologie du cancer broncho-pulmonaire 

 

Le cancer du poumon reste, au niveau mondial, la première cause de décès lié au 

cancer, avec près de 20 % des décès par cancer (Barta, Powell, and 

Wisnivesky 2019). Il existe toutefois d’importantes disparités en termes d’incidence et 

de pronostic entre zones géographiques et sexe notamment à cause de différences 

socioculturelles, de niveau de développement, d’accès au tabac et d’autres facteurs 

aboutissant à une grande variété de consommation tabagique entre pays (Global 

Burden of Disease Cancer Collaboration et al. 2018). Si dans de nombreux pays 

industrialisés, les Etats-Unis en particulier ou le Royaume-Uni, l’incidence du cancer 

pulmonaire a diminué, elle continue au contraire d’augmenter dans les pays 

émergents ou en voie de développement, et reste stable dans certains pays de 

l’ouest de l’Europe occidentale notamment la France si l’on prend en compte les 

deux genres. Ces écarts épidémiologiques observés s’expliquent par le fait que 

l’incidence du cancer broncho-pulmonaire est étroitement liée aux différents pics de 

consommation tabagique (Van der Heyden et al. 2009). Dans une majorité de pays 

industrialisés occidentaux, le pic de consommation a débuté chez les hommes après 

la Seconde Guerre mondiale, pour entrainer un pic de survenue dans les années 80 

avec toutefois un biais lié à des moyens de détection diagnostique moins 

performants que de nos jours. Chez les femmes des mêmes zones géographiques, 

les pics d’intoxication tabagique sont survenus ultérieurement et la pente de 

consommation est généralement restée croissante ou stable jusqu’à une date plus 
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récente, quand celle des hommes s’était inversée pour décroitre. En Europe, 

l’incidence a donc globalement décliné chez l’homme depuis les années 90 et 

commence à se stabiliser chez la femme sauf dans un certain nombre d’anciens 

pays de l’Union soviétique ou d’autres comme la France (Lortet-Tieulent et al. 2015). 

  En France, le cancer broncho-pulmonaire présentait une incidence toujours élevée 

avec près de 50 000 nouveaux cas par an dont 32 300 chez l’homme en 2017, selon 

les chiffres de l’InVS (‘Cancer Du Poumon/ Données Par Localisation/ Cancers/ 

Maladies Chroniques et Traumatismes/ Dossiers Thématiques/ Accueil’ n.d.). Le taux 

d’incidence de 53 cas pour 100 000 habitants est en légère diminution depuis 2005 

chez l’homme (-0,3 %/an) alors qu’il a fortement augmenté depuis les années 80 

jusqu’en 2012 chez la femme (5,3 %/an). 

Toujours en France, la mortalité associée à cette maladie était de 31 000 décès par 

an donnant un taux de survie nette standardisée de 16 % à 5 ans. De même que 

l’incidence, le taux de mortalité diminue chez l’homme alors qu’il a tendance à 

augmenter chez la femme avec une forte hausse sur la période récente de 2005 à 

2012 (+4,6 % par an). Il existe en France des disparités régionales qui sont 

également liées à des facteurs démographiques, socioculturels de consommation 

tabagique, d’accès aux soins diagnostiques ou thérapeutiques. Par exemple, le taux 

régional de mortalité (sur la période 2005-2009) varie de 36 à 56,4 pour 100 000 

hommes entre le Midi-Pyrénées et le Nord–Pas-de-Calais. Les taux restent 

beaucoup plus bas dans les départements d’outre-mer chez l’homme comme chez la 

femme (Figure 1). Il n’existe pas, pour le moment, de programme national de 

dépistage du cancer du poumon en France en dehors de nombreux protocoles de 

recherche clinique visant à sélectionner les populations cibles les plus adaptées 
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comme cela a pu être réalisé dans des essais randomisés internationaux (Horeweg 

et al. 2013; National Lung Screening Trial Research Team et al. 2013).  

 

Figure 1 : Taux de mortalité lié au cancer pulmonaire en France (‘Cancer Du Poumon / Données Par 
Localisation / Cancers / Maladies Chroniques et Traumatismes / Dossiers Thématiques / Accueil’ n.d.) 

 

1.2. Les facteurs de risques de cancer pulmonaire 

1.2.1. Le tabac 

Comme évoqué dans le paragraphe précédent, la fumée de cigarette est de loin la 

première cause de cancer du poumon, avec une imputabilité dans 9 cas sur 10. Le 

risque relatif de développer un cancer broncho-pulmonaire lorsqu’on a eu une 
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intoxication tabagique active est 20 fois supérieur à celui de patients «contrôle» non-

fumeurs (Alberg et al. 2013). Une étude cas-témoins réalisés dans 6 pays européens 

montrait en l’occurrence que le risque relatif de cancer du poumon chez l’homme 

fumeur était de 23,9 par rapport aux non-fumeurs comme le montre le graphique 

suivant (Figure 2), illustrant le travail préalablement évoqué (Simonato et al. 2001). 

     

Figure 2 : Risque relatif de cancer broncho-pulmonaire en fonction de l’intoxication 

tabagique (Courtoisie du Pr J. Tredaniel) 

 

Le paramètre quantitatif chiffrant l’intoxication tabagique en paquets-années découle 

du fait que le risque de cancer du poumon est positivement corrélé à la durée 

d’exposition et au nombre de cigarettes fumées chaque jour. Une méthode de 

quantification, proposée en 1978, montrait que l’impact de la durée est supérieur à 

celui de la quantité journalière d’intoxication tabagique (Doll and Peto 1978).  

L’augmentation, lors des dernières décennies, de la consommation tabagique dans 

certaines populations, comme en Asie, ou chez les femmes de certains pays 
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européens, explique donc l’évolution parallèle de l’incidence du cancer du poumon 

dans ces populations (Parascandola and Xiao 2019).  

Depuis la période suivant la Seconde Guerre mondiale, les produits entrant dans la 

composition des cigarettes ont significativement changé, avec notamment le 

l’intensification de la vente de cigarettes trouées puis de cigarettes à filtre (Hoffmann 

and Hoffmann 1997). Bien que de premières études aient démontré un effet 

bénéfique de la consommation de cigarettes avec filtre, des essais ultérieurs ont 

infirmé ces résultats (Wynder and Mabuchi 1972). En effet, il a été plus récemment 

observé que l’usage du filtre et de caractéristiques des cigarettes avait pour effet de 

modifier la taille des particules inhalées, ce qui a eu pour conséquence de changer la 

typologie histologique et topographique des lésions tumorales associées (Thun et al. 

1997; Everatt, Kuzmickienė, and Senulis 2011; Wynder and Muscat 1995).  

Avec les changements liés aux filtres, il a été observé une réduction des taux de 

nicotine et de goudron. Le goudron résulte de la combustion du tabac qui se trouve 

bloqué sur le filtre de machines à fumer permettant l’analyse des particules retenues, 

à laquelle on soustrait la nicotine. Ces particules correspondent à un mélange 

complexe de molécules ayant en majorité des propriétés pro-oncogéniques. A part la 

nicotine qui n’est pas considérée comme un carcinogène, la fumée de cigarette 

contient plus de 55 particules potentiellement impliquées dans la survenue de cancer 

pulmonaire. On retrouve notamment le 4-métylnitrosamine-1-3- pyridyl-1-butanone 

(NNK), certains aldéhydes, et les hydrocarbures polycycliques aromatiques dont 

l’activation peut aboutir à des modifications épigénétiques et à des lésions de l’ADN 

(Weng et al. 2018; Hussain et al. 2019). Malgré les évolutions technologiques des 

cigarettes, les changements dans la composition de la fumée inhalée, et la 

diminution des taux de goudron observés lors de la deuxième moitié du 20ème siècle, 
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le risque de survenue d’un cancer broncho-pulmonaire chez l’individu fumeur ne s’est 

pas infléchi (Institute of Medicine (US) Committee to Assess the Science Base for 

Tobacco Harm Reduction 2001).   

L’inhalation de fumée de pipes et de cigares est également responsable d’une 

augmentation du risque de cancer broncho-pulmonaire. Ce risque est toutefois 

inférieur à celui dû à la fumée de cigarette de par la quantité et la profondeur de 

fumée inhalée (McCormack et al. 2010 ; S. Benhamou, Benhamou, and Flamant 

1986). L’impact de la consommation de cannabis sur la survenue de cancer du 

poumon, bien que rationnel, n’est pas encore totalement établi à cause du peu de 

robustesse des études réalisées, et de la présence de nombreux facteurs 

confondants, la cointoxication tabagique étant le premier d’entre eux (Jett et al. 

2018 ; Gilhodes et al. 2015). 

L’usage de la cigarette électronique ou “vaporette” est, lui, croissant dans la plupart 

des pays industrialisés, notamment chez les jeunes (Coleman et al. 2017; Singh et 

al. 2016). Sa consommation a été promue pour remplacer la cigarette traditionnelle 

en se basant sur le fait qu’elle permet de délivrer la substance stimulante nicotinique 

par la voie d’aérosols ce qui procure au fumeur un plaisir instantané. Toutefois, 

même si la e-cigarette a initialement été promue pour son caractère peu 

carcinogène, de plus en plus de réticence est observée par la communauté médicale 

et les pouvoirs publics du fait d’études in vitro et in vivo montrant des lésions de 

l’ADN et un impact pro-oncogénique de cancer pulmonaire et qui remettent en cause 

sa prétendue innocuité carcinologique (H.-W. Lee et al. 2018). De plus, la 

consommation de la cigarette électronique dans l’espace public entraine une 

augmentation de l’inhalation passive des particules associées à sa fumée et dont 

l’innocuité n’est pas fermement démontrée (Laverty et al. 2017).  
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La question de l’impact de la cigarette électronique incite également à aborder le 

problème du tabagisme passif et de son imputabilité dans la survenue de cancer du 

poumon chez les non-fumeurs. Le rôle du tabagisme passif a commencé à être 

clairement identifié et attesté sur des populations de femmes mariées à des hommes 

fumeurs. Dans ces sous-groupes de femmes, le risque de cancer broncho-

pulmonaire était accru par rapport aux cas contrôles (Trichopoulos et al. 1981). Un 

travail récent de l’International Lung Cancer Consortium évaluait les données 

poolées de 2500 cas de non-fumeurs et a mis en évidence une association 

significative entre tabagisme passif et cancer pulmonaire avec un risque relatif de 

1,31 (IC95 % : 1,17–1,47) (C. H. Kim et al. 2014). Ces résultats viennent corroborer 

de précédentes analyses alertant sur les risques carcinologiques de l’inhalation 

passive de fumée de cigarette et suggérant l’intérêt de mesures préventives de santé 

publique (Office of the Surgeon General 2019). 

 

1.2.2. Exposition aux carcinogènes environnementaux  

Le volume d’air inhalé en 24 heures par un être humain est d’environ 15 000 litres. Il 

est donc logique que la contamination de l'air par des particules carcinogènes, même 

en faible quantité, puisse être inductrice de cancer broncho-pulmonaire, car il est en 

contact avec une grande partie de l’arbre respiratoire. Ce qui est appelé plus 

communément la pollution atmosphérique représente principalement la présence 

dans l’air d’hydrocarbures aromatiques polycycliques résultant de la combustion 

d’énergies fossiles. On qualifie de microparticules, les particules en suspension 

atmosphérique ayant un diamètre à 50 microns, certaines particules encore plus 

fines (nanoparticules) sont présentes dans l’air pollué et peuvent avoir des effets 
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intracellulaires directs voire entrainer des lésions de l’ADN (Oberdörster 2000). Une 

étude de 2002 a notamment montré que la concentration de particules fines dans 

l’atmosphère était corrélée positivement au risque de cancer broncho-pulmonaire 

avec une augmentation de 14 % du risque par tranche de 10 µg/m3 supplémentaire 

(Pope et al. 2002). En plus des particules fines, l’exposition au radon, initialement 

associée à une exposition occupationnelle, est de nos jours communément admise 

comme faisant partie des facteurs environnementaux.  

 

1.2.3. Exposition professionnelle aux carcinogènes 

De nombreuses études ont évalué l’impact des différents types d’expositions 

professionnelles sur la survenue du cancer broncho-pulmonaire. Malgré une 

méthodologie fiable, elles sont souvent d’interprétation difficile, car la part imputable 

à l’exposition aux polluants en milieu professionnel dans la survenue de cancer du 

poumon, par rapport à une éventuelle consommation tabagique concomitante, est 

difficile à évaluer (Alberg et al. 2013). Les résultats issus d’études de type cas-

témoins ont mis en évidence que l’exposition professionnelle à des toxiques était 

responsable d’une proportion de cancers broncho-pulmonaires variant de 9 % à 

15 % (Dave et al. 1988; Siemiatycki et al. 1994). 

Typiquement, l’exposition aux cristaux de silice a longtemps été considérée comme 

un facteur de risque de développement de cancer broncho-pulmonaire mais l’impact 

de la consommation tabagique simultanée comme facteur confondant n’avait pas été 

suffisamment bien pris en compte pour pouvoir en tirer des conclusions fiables 

(McDonald et al. 2005; Smith, Lopipero, and Barroga 1995). De même, l’exposition 

au benzo-a-pyrène qui s’observe chez les patients exposés au goudron a été 
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associée à une élévation du risque de survenue de cancer pulmonaire, tout comme 

l’exposition à certains métaux comme, le chrome, l’arsenic ou le nickel (Lloyd 1971; 

Alberg et al. 2002).  

Concernant l’exposition à l’amiante et à certains types de radiations ionisantes les 

preuves d’un impact significatif sur l’augmentation du risque de développement d’une 

néoplasie broncho-pulmonaire ou pleurale, sont plus formelles (Doll 1993). De plus, il 

a été montré que le risque de néoplasie broncho-pulmonaire augmentait de manière 

temps-dépendante avec l’exposition à l’amiante sous ses différentes formes 

(Newhouse and Berry 1979). L’amiante s’est révélé être facteur de risque de cancer 

pulmonaire indépendamment de l’intoxication tabagique, mais lorsque ces deux 

expositions sont simultanées elles agissent de manière synergique en augmentant 

très significativement le risque relatif (Hammond, Selikoff, and Seidman 1979). 

 

1.2.4. Maladies pulmonaires sous-jacentes 

Comme évoqué dans le chapitre précédent concernant les expositions 

professionnelles, une silicose ou une asbestose peuvent représenter un terrain 

favorable à la survenue d’un cancer pulmonaire (T. P. Ng 1994). 

La bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) est une maladie pulmonaire 

le plus souvent liée à une intoxication tabagique prolongée, et qui constituerait un 

facteur de risque de cancer broncho-pulmonaire mais dont la contribution relative 

dans le déterminisme de la néoplasie est difficile à établir comme pour les co-

intoxications au tabac (Sekine et al. 2012).  
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Certaines études anciennes avaient montré, à contrario, une association inverse 

entre asthme et cancer du poumon (Gabriel, Dudley, and Alexander 1972; 

Alderson 1974), ce qui a plus tard était infirmé par différentes métanalyses souvent 

rigoureusement contrôlées pour le tabagisme et qui ont retrouvé une association 

positive entre l’asthme et le risque de cancer pulmonaire, spécialement de type non-

adénocarcinome (Eriksson et al. 1995; Rosenberger et al. 2012 ; Qu et al. 2017). La 

relation potentielle entre les maladies interstitielles pulmonaires et les cancers 

pulmonaires reste controversée, car ces maladies ont été alternativement 

considérées comme responsables de cancers pulmonaires ou provoquées par le 

cancer du poumon (Daniels and Jett 2005).  

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour tenter d’expliquer la relation entre 

pathologie pulmonaire sous-jacente et cancer broncho-pulmonaire, ceux-ci 

comprennent principalement la survenue de dommages génétiques dus à 

l’accumulation de radicaux libres ou d’agents toxiques ainsi qu’à une inflammation 

chronique aboutissant à une dégénérescence, une dérégulation des processus 

mitotiques, et une modification de l’équilibre immunitaire (Grudny et al. 2013; Sekine 

et al. 2014 ; Y. W. Kim et al. 2015 ; Biton et al. 2018). 

 

1.2.5. Susceptibilité individuelle 

L’exposition aux facteurs environnementaux ou professionnels concerne une 

proportion très importante de la population générale, mais seule une minorité de 

personnes développe une pathologie tumorale pulmonaire maligne. Sur la base de 

cette simple considération, la susceptibilité individuelle et génétique au cancer 

pulmonaire peut être évoquée. 
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De nombreuses études épidémiologiques ont montré, notamment chez les 

populations de non-fumeurs, qu’une histoire familiale de cancer pulmonaire peut 

augmenter le risque de développer la maladie (Matakidou, Eisen, and 

Houlston 2005; A. H. Wu et al. 1988; Mayne, Buenconsejo, and Janerich 1999; Coté 

et al. 2005 ; Ann G. Schwartz and Cote 2016). Ces études ont été à la fois de type 

cas-témoins et de type cohorte, et étaient généralement contrôlées pour l’intoxication 

au tabac. Une étude sur le cancer pulmonaire chez les non-fumeurs a montré par 

exemple que le risque de cancer pulmonaire était augmenté chez les proches de 

premier degré (A. G. Schwartz, Yang, and Swanson 1996). Il a été envisagé que des 

variations familiales dans l’efficacité des processus de détoxification des 

carcinogènes environnementaux et professionnels puissent expliquer cette 

prédisposition (Vineis et al. 2003; Le Marchand et al. 2003). La glutathion-S-

transférase détoxifie ses intermédiaires hautement toxiques, pour en permettre 

l’excrétion (H. Yang et al. 2015) et le génotype nul de cette enzyme est associé à un 

risque plus élevé de cancer pulmonaire (Simone Benhamou et al. 2002). 

Enfin la prévalence plus importante de cancers pulmonaires avec addiction 

oncogénique, en particulier EGF-R, chez les malades ayant une histoire familiale de 

cette maladie, suggère une relation entre « drivers » oncogéniques des cancers 

pulmonaires non à petites cellules et ascendance familiale (J. S. Kim et al. 2017).  

 

1.2.6. Rôle du métabolisme 

La dérégulation du métabolisme énergétique permet aux cellules tumorales de 

proliférer, de métastaser, ou de résister à l’apoptose, c’est une des caractéristiques 

bien décrite du cancer en général, y compris le cancer broncho-pulmonaire (Douglas 
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Hanahan and Weinberg 2011b). Il faut évoquer en premier lieu le métabolisme 

glucidique, car le glucose est le « carburant » essentiel de la croissance tumorale. La 

prolifération des cellules tumorales entraine essentiellement une fermentation du 

glucose à faible rendement d’ATP (en anaérobie et également aérobie), phénomène 

communément appelé effet Warburg. Il détourne une grande partie des métabolites 

(glucides, lipides et protéines) à son profit, dérégulant ainsi un ensemble complexe 

d’interactions entre la tumeur et son hôte, notamment au niveau du 

microenvironnement tumoral (Heiden, Cantley, and Thompson 2009). Ces 

perturbations métaboliques liées au cancer pulmonaire sont de mieux en mieux 

connues et les mécanismes impliqués donnent lieu à un nombre croissant de 

protocoles de recherche visant à établir des biomarqueurs, des facteurs pronostiques 

ou cibles thérapeutiques métaboliques. Notre équipe s’intéresse à certains de ces 

mécanismes et a notamment mis en valeur le rôle fondamental du métabolisme dans 

le cycle cellulaire et la prolifération des cellules tumorales. En outre, certaines 

enzymes ou métabolites impliqués dans la néo-glucogénèse et la glycolyse sont de 

potentielles cibles thérapeutiques, en particulier par modification des concentrations 

de citrate (Icard, Wu, et al. 2019 ; Icard et al. 2018 ; Icard, Fournel, et al. 2019).  

Les avancées récentes dans le domaine de l’onco-métabolisme ont également 

permis d’établir ou de suggérer l’influence de désordres métaboliques dans la 

survenue de cancers broncho-pulmonaires. En effet, des taux élevés de glucose 

sérique et la présence d’un diabète ont été associés à l’incidence d’un certain 

nombre de cancers « solides » dont le carcinome pulmonaire (Collaboration 2011). 

Au-delà de l’influence sur la survie et la réponse aux traitements, il semble que 

certains troubles métaboliques puissent induire une augmentation du risque de 

cancer broncho-pulmonaire comme cela peut être le cas chez les patients obèses 
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morbides ou cachectiques sévères, même si les études épidémiologiques montrent 

des résultats contrastés et les mécanismes encore explorés (Dewi et al. 2016 ; 

Carreras-Torres et al. 2017).   

 

1.3. Facteurs pronostiques du CBNPC  

Au moment du diagnostic, un CBNPC est caractérisé par des éléments propres à la 

tumeur, qui ont montré leur valeur pronostique sur de grands ensembles de patients 

et qui sont essentiellement constitués du TNM et du type histologique. De ces 

différents paramètres, ainsi que de facteurs liés au patient lui-même, dépendra en 

grande partie le type de traitement proposé. 

 

1.3.1 Le stade TNM 

La classification TNM du cancer broncho-pulmonaire met en avant des 

caractéristiques qui sont évoqués par son acronyme correspondent à l’extension 

locale de la tumeur primitive (taille et envahissement de structures adjacentes) pour 

le paramètre T, extension ganglionnaire loco-régionale ou distante pour le paramètre 

N, et enfin envahissement métastatique d’organes à distance pour le paramètre M. 

Le stade de la maladie est quant à lui une résultante de la combinaison des 3 

paramètres ainsi évalués. Néanmoins cette classification a été remise à jour 

régulièrement en fonction de l’avancée des connaissances sur ce cancer, des 

observations cliniques, et des techniques d’investigation, la dernière version date de 

2017 (Detterbeck et al. 2017). On peut, regrouper les cancers de stades précoces (0, 

I, IIA), les stades intermédiaires opérables (IIB, IIIA), les stades intermédiaires non 
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ou marginalement opérables (IIIB, IIIC) et les stades métastatiques (IV), représentant 

respectivement 14,5 %, 17,8 %, 9,5 % et 58,3 % des malades au moment du 

diagnostic (« Cancer Du Poumon/ Données Par Localisation/ Cancers/ Maladies 

Chroniques et Traumatismes/ Dossiers Thématiques/ Accueil” n.d.; Siegel, Miller, 

and Jemal 2018). Cette nouvelle classification tient compte du bilan initial étiologique 

et d’extension, et est présentée dans le tableau 1 ci-dessous.  
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1.3.2. Le type histologique 

En plus du stade TNM de la tumeur, un élément déterminant pour la prise en charge 

thérapeutique est le type histologique. Depuis la classification des tumeurs broncho-

pulmonaires et du thymus de l’Organisation mondiale de la santé (OMS) établie en 

1999 principalement sur la base de la morphologie observée en microscopie optique, 

et plus tard en 2004, les pratiques diagnostics, techniques et thérapeutiques ont 

évolué. La majorité des carcinomes pulmonaires étant diagnostiquée à un stade 

tardif (environ 70 %) le diagnostic est le plus souvent posé par la réalisation de 

biopsies par les techniques les moins invasives possible (endoscopie bronchique, 

ponction transcutanée, biopsies liquides, chirurgie mini-invasive) dont les 

performances diagnostiques se sont améliorées ces dernières décennies. En effet, la 

caractérisation morphologique, immuno-histochimique et moléculaire des tumeurs 

s’est améliorée et précisée, prenant en compte des paramètres adaptés aux 

évolutions thérapeutiques. C’est en 2015 que l’OMS a dernièrement actualisé la 

détermination des types et sous-types histologiques des tumeurs du poumon avec 

notamment des changements concernant les adénocarcinomes (Travis et al. 2015). 
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Ainsi, il existe de nombreuses catégories et sous catégories de carcinomes broncho-

pulmonaires avec 4 types histologiques principaux : les carcinomes neuroendocrines 

broncho-pulmonaires à petites cellules (CPC) et les carcinomes broncho-

pulmonaires non à petites cellules (CBNPC) que représentent les carcinomes 

épidermoïdes, les adénocarcinomes et les carcinomes à grandes cellules. En plus de 

cela, il faut évoquer les tumeurs neuroendocrines non à petites cellules (carcinoïdes 

typiques et atypiques, et carcinomes neuroendocrines à grandes cellules), les autres 

types étant plus rares (carcinomes adénosquameux, sarcomatoïdes, lésions 

précancéreuses, tumeurs non classifiées, etc…). 

Le carcinome épidermoïde  

Ce type histologique se localise préférentiellement dans une bronche souche, lobaire 

ou segmentaire, et présente fréquemment un aspect de tumeur végétante (en chou-

fleur) ou bourgeonnante plus ou moins obstructive dans la lumière bronchique. 

Simultanément à sa progression endoluminale, la tumeur peut envahir en profondeur 

la sous-muqueuse et le tissu péribronchique. Les trois sous-types sont dits 

kératinisants, non-kératinisants ou basloïdes (Figure 3). En immunohistochimie, la 

caractérisation des marqueurs TTF1, et P40 est importante, en outre, la majorité des 

épidermoïdes pulmonaires sont TTF1 négatifs et P40 positifs. D’un point de vue 

moléculaire, environ 60 % à 70 % des épidermoïdes présentent des mutations que 

des thérapies existantes peuvent cibler, notamment dans les effecteurs des voies de 

signalisation PI3K et RAS (Cancer Genome Atlas Research Network 2012). 
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Figure 3 : Carcinomes epidermoïdes non kératinisant (gauche) et kératinisant (droite) 

 

L’adénocarcinome bronchique  

L’adénocarcinome est le type prédominant de carcinome pulmonaire dans de 

nombreux pays, à cause du changement des habitudes des fumeurs (voir 

paragraphe facteurs de risque). L’adénocarcinome se localise plus généralement en 

périphérie du poumon jusque dans les régions sous-pleurales. Les adénocarcinomes 

pulmonaires notamment précoces peuvent présenter un aspect de nodules en verre 

dépoli pur ou mixte (nodule solide associé à une plage de verre dépoli). Cette entité 

radiologique est encore actuellement controversée d’un point de vue diagnostique 

pour sa corrélation avec la pathologie, mais aussi pour sa prise en charge 

thérapeutique et son impact clinique (Fang et al. 2014 ; H. Y. Lee et al. 2014 ; 

Fournel et al. 2017). Les avancées récentes ont permis notamment une évolution de 

la classification des adénocarcinomes, avec une mise à jour de 2015 plus adaptée 

aux connaissances actuelles en termes de diagnostic et de thérapeutique, et inspirée 

de la classification IASLC/ATS/ERS de 2011 (Travis et al. 2011). Dans la 

classification de 2015, il existe une nouvelle entité qui fait suite au carcinome in situ 
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(anciennement bronchiolo-alvéolaire), il s’agit de l’adénocarcinome avec invasion 

minime (<5 mm d’invasion en profondeur et <3 cm en taille). Les adénocarcinomes 

invasifs sont, quant à eux, classés en fonction du contingent architectural 

prédominant (incrémentation par tranche de 5 % pour chaque contingent de tumeurs 

mixtes), et sont catégorisés en lépidique, acineux, papillaire, micropapillaire et solide 

(avec mucines et TTF1+) (Figures 4, 5, 6).  

 

Figure 4 : Exemple d’adénocarcinome micropapillaire 

 

Figure 5 : Aspect d’adénocarcinome lépidique 
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Figure 6 : Adénocarcinome de sous-type acineux 

Le diagnostic différentiel des adenocarcinomes pulmonaires (primitifs par opposition 

aux localisations secondaires) se fait en particulier grâce à l’immunomarquage TTF-1 

(Thyroid Transcription factor 1) qui est exprimé dans 85 % des cas de tumeur 

primitive pulmonaire (Penault-Llorca et al. 2016). D’un point de vue moléculaire, il 

existe 65 % d’adénocarcinomes présentant une modification génétique, une mutation 

activatrice comme EGF-R et KRAS (Kris et al. 2014) ou un réarrangement génique. 

La mise en évidence de ces anomalies moléculaires permet d’affiner le diagnostic 

d’extension de la maladie en aidant à la différentiation entre adénocarcinomes 

primitifs synchrones (tableau clinique relativement fréquent), et lésion primitive 

pulmonaire avec métastases dans le poumon homo- ou contro-latéral, un l’algorithme 

tenant compte de ces anomalies a été proposé par notre équipe (Mansuet-Lupo et 

al. 2019) .   

Dans l’ensemble, les modifications qui ont été apportées à la classification 

IASLC/ATS/ERS 2015 s’appuient sur des observations démontrant une implication 
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pronostique et théranostique des différentes caractéristiques communes aux entités 

décrites dans cette nouvelle histo-classification des adénocarcinomes.  

 

Les tumeurs neuroendocrines non à petites cellules 

En dehors du carcinome à petites cellules, non abordé dans ce mémoire, les autres 

tumeurs neuroendocrines pulmonaires sont constituées par les tumeurs 

neuroendocrines bien différentiées (anciennement de bas grade) que sont les 

carcinoïdes typiques et atypiques (Figure 7), et par une autre entité des tumeurs 

neuroendocrines de haut grade que sont les carcinomes neuroendocrines à grandes 

cellules (Figure 8). Les carcinoïdes sont observés souvent chez des patients plus 

jeunes que les autres cancers pulmonaires et ne sont pas significativement associés 

à l’intoxication tabagique (Hendifar, Marchevsky, and Tuli 2017). La distinction entre 

les deux sous-types typique et atypique a permis une stratification des patients selon 

leur risque de récidive et leur survie notamment après exérèse chirurgicale, les 

carcinoïdes atypiques étant plus agressifs (Cusumano, Fournel et al. 2017).  

 

Figure 7 : Tumeur carcinoïde pulmonaire 
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Le carcinome neuroendocrine à grandes cellules est une catégorie plus rare dont la 

caractérisation pathologique est controversée. Ces tumeurs neuroendocrines peu 

différentiées présentent des caractéristiques phénotypiques globalement partagées 

entre les carcinomes non-neuroendocrines à grandes cellules et les carcinomes 

neuroendocrines à petites cellules. De même que pour le diagnostic, le traitement 

des carcinomes neuroendocrines à grandes cellules est également intermédiaire et 

partagé entre celui des carcinomes à grandes cellules et les petites cellules. Le 

phénotype et le pronostic plus péjoratif de ce type histologique par rapport aux autres 

CBNPC, peut influencer la nature et la pertinence du traitement adjuvant (Fournel et 

al. 2013). 

 

Figure 8 : Carcinome neuroendocrine à grandes cellules 
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Le carcinome à grandes cellules  

Le carcinome bronchique à grandes cellules est essentiellement un diagnostic 

d’exclusion et s’applique aux tumeurs qui n’ont pas la morphologie typique d’un 

cancer bronchique à petites cellules et qui n’ont ni différenciation épidermoïde ni 

différenciation glandulaire (Figure 9). La proportion de cancers à grandes cellules 

varie donc largement selon les centres, en fonction des pratiques et du plateau 

technique anatomopathologique et moléculaire (Zachara-Szczakowski, Verdun, and 

Churg 2015).  

 

Figure 9 : Carcinome pulmonaire non à petites cellules (peu différentié) 

 

1.4. Immunité antitumorale et immuno-édition 

Au cours des dernières décennies, les facteurs classiques de risque de survenue, de 

progression et influençant le pronostic des CBNPC ont été aggrémentés par d’autres 

facteurs constituant une discipline plus globale et en plein essor : l’onco-

immunologie. En effet, sont venus s’ajouter aux pilliers classiques de l’oncogénèse, 
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représentés par les « hallmarks of cancer » de Hanahan et Weinberg, un concept 

tout aussi fondamental, prenant en compte non seulement la tumeur, mais aussi son 

hôte, qui est celui de la rupture dans la surveillance immunitaire et de l’échappement 

à l’immunité anti-tumorale (Dunn et al. 2002; Zitvogel, Tesniere, and Kroemer 2006).  

Le rôle du système immunitaire dans le développement des tumeurs se comprend 

assez globalement selon différents aspects : certains cancers sont « induits » par des 

virus contre lesquels le système immunitaire a un rôle de détection et d’élimination 

dont l’intégrité est protectrice contre le développement de ces pathogènes et des 

tumeurs associées (Leone 1973). Par ailleurs, un contexte local et/ou systémique 

d’inflammation chronique est favorable à la genèse et la prolifération tumorale, or en 

favorisant l’élimination d’agents pathogènes pro-inflammatoires le système 

immunitaire prévient, au moins partiellement, l’entretien d’un tel contexte (Ruppert et 

al. 2015). Enfin l’immunité de l’hôte a la capacité de repérer et détruire les cellules 

tumorales et ainsi de prévenir ou contrôler le développement de néoplasies.  

Malgré ces différents éléments, certaines cellules tumorales échappent à cette 

surveillance immunitaire, introduisant le concept d’immuno-édition (Vesely and 

Schreiber 2013; Mittal et al. 2014; O’Donnell, Teng, and Smyth 2019). L’immuno-

édition se décompose en trois principales phases qui sont la phase d’élimination, la 

phase d’équilibre et la phase d’échappement.  

La phase d’élimination correspond à la reconnaissance d’antigènes de cellules 

tumorales « transformées » par le système immunitaire de l’hôte. Globalement, 

comme lors d'une agression par un organisme du non-soi, deux grands mécanismes 

se mettent en œuvre. Tout d’abord, la réponse immunitaire innée faisant intervenir 

majoritairement des cellules macrophagiques et des natural killer (T) puis 

secondairement une réponse immunitaire adaptative qui implique une réponse 
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humorale et une réponse à médiation cellulaire complexe incluant notamment les 

cellules présentatrices d’antigènes (cellules dendritiques en particulier), les 

lymphocytes et différents signaux régulateurs dont le point de contrôle immunitaire 

(checkpoint) programmed cell death 1 (PD-1) et son ligand (PD-L1) (Vesely et al. 

2011). 

Le principe d’immunosurveillance est particulièrement illustré, au-delà de modèles 

expérimentaux multiples notamment chez la souris (DuPage et al. 2012 ; Teng et al. 

2015 ; Buqué and Galluzzi 2018), par l’incidence élevée de pathologies tumorales 

malignes dans différentes situations cliniques d’immunodépression ou suppression. 

Ainsi, chez des patients greffés et traités par immunosuppresseurs le risque de 

cancers induits (cutanés, pulmonaires ou autres) est plus important que dans la 

population générale (Dinh and Chong 2007; Ekström, Riise, and Tanash 2017). De 

même, les malades porteurs de déficience entrainant un dysfonctionnement des 

différents effecteurs de l’immunité, comme une déficience des cellules NK ou ceux 

ayant une gammapathie monoclonale bénigne, sont prédisposés à la survenue d’une 

pathologie néoplasique (Hayakawa, Kobayashi, and Yata 1986; Landgren et al. 

2019). De manière similaire, les patients infectés par le VIH qui entraine une 

immunodéficience, ont un risque élevé de développement une pathologie tumorale 

(Vangipuram and Tyring 2019).  

Malgré cette immuno-surveillance, même fonctionnelle, certaines cellules 

cancéreuses ne sont pas éliminées, la progression et la croissance tumorale se 

poursuivent tout en restant contrôlées par le système immunitaire. A ce stade de 

développement, la tumeur et son hôte entrent dans une phase dite d’équilibre. 

Durant cette phase, la tumeur n’est pas détectable cliniquement, car maintenue en 

dessous d’une certaine taille. Cette phase de "latence", dont le concept et les 
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mécanismes associés sont plus difficiles à mettre en évidence et différencier des 

deux deux autres phases, est rendu possible grâce à l’immunité adaptative. En efftet, 

certains auteurs ont pu montré, sur des tumeurs induites à des souris déplétées en 

lymphocytes T CD4+ ou CD8+ ou en interféron γ (INFγ) que l’équilibre était une 

phase différente que l’élimination ou l’échappement, avec des cellules néoplasiques 

qui se transforment mais prolifèrent très peu in vivo (Koebel et al. 2007). C’est cette 

phase qui serait responsable du délai de latence entre la transformation cellulaire 

initiale et la possible détection clinique de la tumeur. Une conséquence de cette 

étape d’équilibre entre la tumeur en formation et le système immunitaire consiste en 

l'émergence, au sein d’une population tumorale hétérogène, de clones échappant à 

cette veille immunitaire, et auraient acquis un certain nombre de caractéristiques leur 

permettant d’assurer une transition vers la phase d’échappement (Jäger et al. 1996). 

Il s'agit de l'immuno-sélection. 

La transition entre phase d’équilibre et d’échappement est très probablement 

progressive avec la poursuite de l’immuno-sélection des variants cellulaires tumoraux 

les moins immunogènes. A ce phénomène vient s’ajouter l’immuno-subversion 

correspondant au développement de mécanismes permettant l’augmentation de la 

tolérance de l’hôte envers sa tumeur. Le processus d’immuno-sélection permet en 

particulier de bloquer la reconnaissance et détection des cellules tumorales par 

l’immunité en diminuant l’immunogénicité de la tumeur par défaut de présentation 

antigénique (Zitvogel, Tesniere, and Kroemer 2006). Quant à l’immuno-subversion, il 

s’agit d’un processus plus dynamique qui a pour principe de réprimer un grand 

nombre de cellules immunitaires normalement impliquées dans la défense anti-

tumorale, via des signaux inhibiteurs agissant directement ou indirectement sur les 

lymphocytes, les cellules dendritiques, les macrophages ou les cellules myéloïdes 
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suppressives (Quaranta and Schmid 2019; Kottke et al. 2017; Seo and Tokura 

1999).   

La barrière que représente le système immunitaire contre le développement tumoral 

peut donc être dépassée dans certaines conditions qui dépendent à la fois de la 

tumeur elle-même et de l’hôte. Les interactions dynamiques existant entre ces deux 

entités incluent notamment le système immunitaire dont la compréhension des 

mécanismes impliqués donne lieu au développement croissant d’outils 

thérapeutiques, pronostiques, ou prédictifs de réponse aux traitements.  

 

 

Chapitre 2. Le microenvironnement immunitaire  

Le microenvironnement tumoral est un système dynamique et diversifié composé de 

nombreux types cellulaires différents, présentant des interactions, comme des 

cellules épithéliales, endothéliales, ou immunitaires ainsi que d’une matrice 

extracellulaire constituée notamment de collagène et de fibronectine (voir Figure 11 à 

la fin du chapître 2.1.). La localisation, le phénotype, l’organisation et le degré 

d’infiltration des cellules immunitaires peuvent varier d’une manière importante entre 

les patients pour un même type de tumeur, mais aussi en fonction du type de tumeur 

(Milette et al. 2019; Altorki et al. 2019 ; Wood et al. 2014). Selon le concept 

d’immuno-édition, les nombreuses interactions entre l’hôte et la tumeur via l’immunité 

et le microenvironnement ont une importance fondamentale dans l’émergence, la 

prolifération et la dissémination des tumeurs pulmonaires. Nous allons détailler ci-
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dessous les principales cellules impliquées dans ce processus en insistant sur les 

points de contrôle (check-point) immunitaires, en particulier PD-1/PD-L1.  

 

2.1. Principaux acteurs cellulaires de l’immunité 

antitumorale 

Il existe deux grands systèmes de défense distincts qui interviennent dans la réponse 

immunitaire de l’hôte : la réponse immunitaire innée ou non spécifique et la réponse 

immunitaire adaptative dite spécifique qui se dichotomise en immunité à médiation 

cellulaire et à médiation humorale. 

 

 
2.1.1. La réponse immunitaire innée 
 
 
Physiologiquement, il s’agit de la première ligne de défense contre ce que 

l'organisme identifie comme du « non-soi ». Les cellules majeures de ce système de 

défense immunitaire sont les cellules dendritiques, les macrophages, et les 

lymphocytes dits « natural killer » (NK) : 

 

-  Les cellules dendritiques (CD) ont été initialement décrites par Langerhans au 

niveau de l’épiderme puis par Steinman et Cohn qui leur donnèrent leur 

dénomination définitive (Rowley and Fitch 2012). Les CD sont issues de précurseurs 

myéloïdes, communs avec les granulocytes et macrophages, qui vont se différencier 

grâce à des facteurs de croissance comme le granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor (GM-CSF) (R. M. Steinman and Banchereau 2007). Les CD 

immatures peuvent phagocyter des antigènes et migrer vers des organes lymphoïdes 
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où elles maturent secondairement. Elles sont également retrouvées dans des 

organes lymphoïdes dits tertiaires (peau, systèmes respiratoire et digestif,..), décrits 

dans le microenvironnement tumoral, en particulier des CBNPC (W. H. Fridman et al. 

2014; de Chaisemartin et al. 2011 ; Dieu-Nosjean et al. 2008a). Leur maturation se 

traduit par une surexpression de molécules du complexe majeur d'histocompatibilité 

(CMH de classe I et II) et par une surexpression des molécules de co-stimulation 

servant notamment à l’activation des lymphocytes T. Les cellules dendritiques ainsi 

maturées ont perdu leur capacité de phagocytose, mais présentent à leur surface les 

épitopes reconnaissables par les lymphocytes. Les cellules dendritiques matures 

expriment en particulier la molécule DC-LAMP (dendritic cell-lysosomal associated 

membrane protein), une glycoprotéine transmembranaire qui est un marqueur 

intéressant pour évaluer la présence de cette population cellulaire et de son 

phénotype au sein du microenvironnement (Salaun et al. 2004; L.-C. Zhu et al. 

2007). Les trois fonctions principales des CD sont la présentation antigénique 

permettant d’initier la réponse immunitaire adaptative que nous détaillerons plus loin, 

la sélection négative de lymphocytes T permettant entre autres l’immunotolérance du 

« soi », et la sécrétion de chimio ou cytokines entrainant la différenciation des 

lymphocytes T. La réponse Th1, à médiation cellulaire, est mise en place lorsque les 

cellules dendritiques sécrètent de l’interleukine-12 (IL-12), permettant aux 

lymphocytes T CD4+ immatures de se différencier en cellules Th1 qui produisent de 

l'interféron gamma (IFN-γ) utile notamment à la défense contre les germes 

intracellulaires. Quant à la réponse à médiation humorale Th2, elle est mise en jeu 

en l’absence de sécrétion d’IL-12 par les CD, et les lymphocytes ainsi différenciés qui 

s’y associent participent à la maturation et à la différenciation des lymphocytes B via 

la sécrétion d’interleukines (IL-4,-5,-13) (L. Steinman 2007).  
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Le rôle des CD dans l’immunité anti-tumorale consiste, en particulier, à présenter des 

peptides exogènes sur leurs molécules du CMH II aux lymphocytes T CD4+ et sur 

leurs molécules du CMH I aux lymphocytes T CD8+ (Hansen and Andersen 2017).  

 

- Les macrophages, observés et définis depuis le IXXème siècle, sont des cellules 

monocytaires ayant quitté la circulation sanguine pour atteindre les tissus. Il en existe 

deux grands types : les macrophages M1 induits par l’IL-12, l’IFN-γ, et le TNF-α ; puis 

les macrophages M2 induits eux par les interleukines IL-4 et -13. Les 

macrophages M1 servent à éliminer et contrôler les cellules tumorales quand les M2 

ont plutôt un rôle favorisant l’échappement à l’immunité anti-tumorale (Najafi et al. 

2019). Certains macrophages du microenvironnement ont notamment la capacité 

d’empêcher la pénétration des lymphocytes CD8+ cytotoxiques à l’intérieur des 

tumeurs où ils pourraient y exercer leur activité anti-tumorale (Peranzoni et al. 2018). 

  

- Les cellules natural killer (NK), décrites au cours des années 70, dérivent de 

précurseurs lymphoïdes médullaires (Herberman et al. 1975). Ce sont des 

lymphocytes qui n’ont pas de TCR (T cell receptor), ne sont pas classables en 

lymphocytes de type B ou T, et qui expriment les marqueurs CD56, NKp46, et CD16. 

Leurs fonctions principales sont le contrôle précoce d’infections (virales surtout), et 

l’immuno-surveillance des néoplasies (Terunuma et al. 2008). Les NK reconnaissent 

leur cible grâce à la présence à leur surface de récepteurs et exercent leurs fonctions 

cytolytiques par action directe et sécrétion de granules lytiques (granzyme et 

perforine), ou indirecte via des anticorps présentant une activité cytotoxique (ADCC, 

antibody dependant cell cytotoxicity), ou via la sécrétion d’IFN-γ ou autre cytokines. 

Dans les CBNPC et le cancer en général, les cellules NK sont activées par la perte 
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des molécules de CMH I par les cellules tumorales, ou par reconnaissance de 

ligands activateurs exprimés par les cellules transformées (Aktaş et al. 2018). Lors 

de l’échappement du contrôle immunitaire, il semble que certaines cellules NK aient 

un phénotype altéré entrainant leur perte de capacité de reconnaissance et de 

cytolyse des cellules néoplasiques (Platonova et al. 2011).  

 

2.1.2. La réponse immunitaire adaptative 

 

C’est cette partie du système immunitaire qui nous intéresse plus particulièrement 

dans ce travail, car elle met en jeu un ensemble complexe d’interactions, incluant des 

acteurs cellulaires et des signaux co-stimulateurs ou -inhibiteurs, dont le check-

point PD-1/PD-L1, que nous allons détailler : 

 

- Les lymphocytes T sont des piliers de l’immunité en général et anti-tumorale en 

particulier. Ces cellules se différencient, sont éduqués et sélectionnés dans le 

thymus qui involue à l’âge adulte en conditions physiologiques (Rodewald 2008). Les 

lymphocytes qui sont positivement sélectionnés sont ceux qui ont été en contact 

avec des antigènes présents sur des molécules du CMH tandis que ceux qui ne l’ont 

pas été entrent en apoptose. A l’inverse, la sélection négative permet une élimination 

de lymphocytes interagissant de manière trop intense avec des auto-antigènes.  

L’ensemble des lymphocytes T expriment CD3 et le TCR primordial à l’induction d’un 

signal immunitaire par la reconnaissance des peptides présentés sur les molécules 

du CMH exprimé par les cellules présentatrices d’antigènes (Adiko et al. 2015; R. N. 

Germain 1994).  
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Il existe plusieurs types de lymphocytes T : les lymphocytes T cytotoxiques (CD8+), 

auxiliaires (CD4+), régulateurs (Treg), et dits NKT, car présentant des 

caractéristiques intermédiaires entre lymphocytes T et cellules NK. 

 

 - Les lymphocytes T auxiliaires CD4+ (helper, en anglais) ont pour rôle principal 

de recruter et de stimuler des effecteurs cellulaires de l’immunité. La différenciation 

des lymphocytes CD4+ naïfs se fait, après stimulation par des cytokines (IL-4, IL-12, 

TGF- β, en particulier), en différentes entités T helper de type 1, 2, ou 17 (Th1, Th2, 

et Th17), et en Treg (Seder and Paul 1994). Ces différents sous-types de 

lymphocytes T CD4+ se caractérisent par les cytokines qui s’y associent, ainsi les 

Th1 produisent de l’IFN- γ, de l’IL-2 et du tumor necrosis factor α (TNF-α) alors que 

les Th2 sécrètent les interleukines IL-4, -5, -6, -10, notamment et les Treg de l’IL-10 

et -13 ainsi que du TGF-β. La différenciation et développement de ces sous-types 

cellulaires est (Kelso et al. 1991). 

 

- Les lymphocytes T CD8+ (cytotoxiques) sont également fondamentaux dans 

l’immunité anti-tumorale. Ces lymphocytes sont principalement activés par la 

présentation au niveau de leur TCR d’épitopes présents sur le complexe CMH I de 

cellules dites présentatrices d’antigène (CPA), comme les cellules dendritiques, et 

peuvent ensuite lyser leur cible via libération d’enzymes cytotoxiques, à la manière 

des NK décrits précédemment (Mittrücker, Visekruna, and Huber 2014). Plus 

précisemment, la réalisation d’une réponse immunitaire spécifique à un antigène met 

en jeu des signaux d’immuno-modulation : un premier signal résultant de l’interaction 

du TCR porté par le lymphocyte et le complexe peptide-CMH porté par une CPA (le 

plus souvent une CD mature), puis un second signal dit co-stimulateur qui induit un 
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phénotype « actif » des lymphocytes CD8+. Cette deuxième étape fait intervenir des 

molécules B7-1 et B7-2 (CD80 et CD86, respectivement) présentes à la membrane 

des CD et qui sont reconnues par les lymphocytes T via CD28. L’activation des 

lymphocytes est, en situation physiologique, contrebalancée par des signaux 

inverses dits co-inhibiteurs, afin notamment de limiter les phénomènes d’auto-

immunité. Ces signaux inhibiteurs représentent en particulier des couples 

ligand/récepteur appelés check-point immunitaires, incluant CTLA-4, TIM-3, LAG-3, 

et PD1/PD-L1 (Perez-Gracia et al. 2014). Enfin, après leur activation, les 

lymphocytes CD8+ ont besoin, pour proliférer, d’un 3ème signal dépendant de voies 

de signalisation cellulaire de survie ou prolifération comme PI3K/AKT, et MAPK qui 

sont activées par les signaux co-stimulateurs ou par le TCR (Figure 5). 

 

 

 

Figure 10 : Schéma des interactions moléculaires induites par la liaison de récépteurs induisant un 
signal co-inhibiteur (CTLA4 et PD-1) ou co-stimulateur (CD28) avec leurs ligands respectifs. 
L’activation de signal co-stimulateur ou du TCR, par interaction entre cellule présentatrice d’antigène 
(APC) et lymphocyte T, entraine la stimulation de voies de signalisations de survie ou prolifération 
cellulaire comme PI3K/AKT et MAPK. On voit également que l’activation du point de contrôle 
immunitaire PD-1/ligand inhibe le TCR et le CD-28 (Wei, Duffy, and Allison 2018)  
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- les lymphocytes B sont responsables de la réponse immunitaire humorale par 

production d’anticorps faisant suite à leur activation consécutive à la reconnaissance 

d’antigène. Les lymphocytes B jouent également le rôle de cellules présentatrices 

d’antigènes (Chung, Silverman, and Monroe 2003). Ces lymphocytes se trouvent 

généralement dans les ganglions, la rate, et la circulation systémique, mais peuvent 

également résider dans des ganglions lymphoïdes tertiaires notamment dans les 

cancers « solides » (Colbeck et al. 2017). L’importance de l’organisation 

lymphocytaire au sein de structures lymphoïdes tertiaires ainsi que la présence de 

cellules dendritiques matures associées, a été de nouveau, démontrée dans des 

études récentes notamment dans le cadre de tumeurs comme le sarcome et de leur 

réponse à l’immunothérapie (Petitprez et al. 2020). Au sein des différents types de 

néoplasies, le rôle des lymphocytes B dans l’immunité anti-tumorale est controversé, 

certains effets étant pro et d’autre anti-tumoraux. Dans les CBNPC tous stades 

confondus, la présence simultanée et dense de follicules lymphoïdes et de CD 

matures représenterait un biomarqueur significatif de bon pronostic (C. Germain et 

al.2014).  
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Figure 11 : Représentation d’une tumeur et de son microenvironnement incluant les différents types 
cellulaires endothéliaux, épithéliaux et surtout immunitaires qui sont détaillés à la suite de cette figure. 
On notera que sont reportés les effets sur la tolérance immunitaire et l’immuno-suppression 
engendrée sur les lymphocytes et cellules présentatrices d’antigènes, ainsi que l’influence des 
fibroblastes ou macrophages associés aux tumeurs. Les MDSC sont des cellules dérivées de la 
moelle ayant également un effet immunosuppressif (Desbois, Champiat, and Chaput 2015)   

 

- la présentation de néoantigènes et immunogénicité tumorale 

Les mutations dans les cellules tumorales peuvent donner naissance à des protéines 

anormales, dont des fragments, appelés néoantigènes, sont affichés à la surface des 

cellules liées aux molécules du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH). Si un 

néoantigène est reconnu par une cellule T CD8+, cette cellule peut cibler et détruire 

toutes les cellules tumorales qui expriment ce néoantigène. Cependant, cette 

réponse cytotoxique peut être bloquée, par exemple, par un micro-environnement 

immunosuppressif. Les traitements d'immunothérapie ciblant les points de contrôle 

immunitaire peuvent permettre aux lymphocytes T CD8 de déclencher une réponse 
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immunitaire efficace contre la tumeur. De nombreuses recherches en 

immunothérapie se concentrent sur les cellules T CD8. Cependant, il semble de plus 

en plus que les lymphocytes T CD4 + puissent également jouer un rôle clé dans les 

réponses immunitaires ciblant les tumeurs (E. Tran et al. 2014; Borst et al. 2018). 

Les résultats d’une étude récente mettent en évidence la nécessité pour une tumeur 

d'exprimer des néoantigènes reconnus à la fois par les lymphocytes T CD4+ et CD8+ 

pour générer une réponse efficace au blocage de check-points immunitaires 

(Alspach et al. 2019). Les données de cette étude démontrent que les lymphocytes T 

CD4 non seulement facilitent l'amorçage (ou priming en anglais) des lymphocytes T 

CD8, mais collaborent également avec ces lymphocytes T CD8 au niveau du site 

tumoral pour maintenir une réponse antitumorale significative de l'immunothérapie. 

Le mécanisme permettant cette collaboration reste à déterminer plus en profondeur 

même si l’implication de l'interféron-γ (IFN-γ) pourrait être nécessaire permettant 

cette collaboration. L'IFN-γ est produit par les lymphocytes T CD8 et les lymphocytes 

T auxiliaires CD4 et peut aider à contrebalancer un microenvironnement tumoral 

globalement immunosuppresseur (Castro et al. 2018) .Les tumeurs qui répondent à 

l'immunothérapie sont associées à la présence de cellules immunitaires activées 

appelées macrophages qui expriment la protéine iNOS Les lymphocytes T auxiliaires 

CD4 seuls ne sont pas suffisants pour entrainer cette expression iNOS dans les 

macrophages, et les lymphocytes T CD8 sont également nécessaires, suggérant une 

interaction entre ces trois types cellulaires (Corthay et al. 2005).   

 

2.2. Le point de contrôle immunitaire PD-1/PD-L1   

Parmi les check-point immunitaires précédemment cités, le couple PD-1/PD-L1 joue 

un rôle fondamental dans l’immunité et dans les mécanismes d’échappement mis en 
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place par les tumeurs pulmonaires, c’est pourquoi il a fait et fait encore actuellement 

l’objet d’une multitude de travaux et de développement thérapeutiques.  

 

2.2.1. Régulation de PD-L1 

PD-L1 est codé par le gène PDCDL1 qui se trouve sur le chromosome 9 chez 

l’homme, à la position p24.1.2. Décrit pour la première fois par Dong et al en 1999 

sous le nom de B7-H1. La longueur totale de PD-L1 est codée dans sept exons, ce 

qui correspond à une protéine de 40 kDa de 290 acides aminés (Figure 12).  

 

Figure 12 : Séquence de PD-L1 humain montrant les 7 exons et leur taille (Shi et al. 2013) 

 

L’expression de PD-L1 peut être constitutive ou inductible. On peut trouver une 

expression constitutive faible de PD-L1 sur des lymphocytes non activés, des cellules 

présentatrices d’antigène et dans des cellules cornéennes, syncytio-trophoblastiques 

ou des cellules des îlots de Langerhans, où elle contribue à l’homéostasie tissulaire 

dans les réponses pro-inflammatoires. Dans le contexte d’une inflammation et / ou 

d’une infection, PD-L1 est induite afin d’induire les phénomènes de tolérance 

immunitaires. Des acteurs majeurs de la régulation de PD-L1 sont les récepteurs 1 et 

2 de l’IFN-γ, qui vont pouvoir stimuler le promoteur de PD-L1 au niveau de son 

élément de réponse, en grande partie via stimulation de la voie Jak/STAT 

aboutissant à l’activation de facteurs de transcription (IRF), et (Figure 13).  
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Figure 13 : Mécanismes impliqués dans la signalisation IFN-γ et son récepteur. Après liaison, JAK1 
est activée permettant la phosphorylation et dissociation de STAT1/2 et leur dimérisation permettant 
l’association à IRF, leur entrée dans le noyeau pour jouer leur rôle de facteur de transcription par 
stimulation de promoteur au niveau des éléments de réponse à l’interféron (ISRE) (Masumi 2013) 

 

L’activation de la voie Jak/STAT par IFN-γ peut également up-réguler l’expression de 

PD-L1 par les voies de signalisation MEK/ERK et PI3K/AKT, et la phosphorylation de 

mTOR. 

Dans un contexte de cancer, PD-L1 peut être surexprimé à la suite de l’activation de 

drivers oncogéniques évoqués précédemment. Les mutations du récepteur de l’EGF 

(EGF-R), par exemple, entrainent une addiction oncogénique de la tumeur et une 

suractivation des voies de signalisation d’aval de ces récepteurs entrainant 

potentiellement une augmentation de l’expression de PD-L1 par les cellules 

tumorales. Il existe d’ailleurs une expression de PD-L1 significativement plus 

importante dans les CBNPC présentant une mutation EGF-R et certains traitements 

développés pour inhiber EGF-R entrainent une down-régulation de la transcription de 

PD-L1. Dans d’autres types de tumeurs comme celles présentant une mutation de 
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PTEN, il existe une surexpression de PD-L1 qui est favorisée par une activation 

soutenue de la voie PI3K/AKT. Par ailleurs, dans le lymphome à cellules T, le gène 

de fusion NPM/ALK favorise l’up-régulation de PD-L1 via l’activation constitutive de 

STAT-3. Le rôle des différentes protéines de la famille STAT semble en effet 

important dans l’expression de PD-L1, celles-ci étant souvent évoquées dans les 

études investiguant les mécanismes impliqués dans cette régulation.  

L’expression de PD-L1 est également influencée par les récepteurs de type toll (ou 

toll-like receptors, TLR), fortement exprimés par les CPA et activés par différents 

types de pathogènes et organismes du « non soi ». La régulation de PD-L1 par les 

TLR repose avant tout sur l’activation de kinases comme MEK/ERK (Figure 14). 

 

Figure 14 : Voies de signalisation régulant l’expression de PD-L1. La transduction du signal via PAMP 
et IFN-γ entraîne la phosphorylation de NF-κB, MAPK (JNK, p38 et ERK), mTOR et STAT. La 
signalisation d’aval médiée par ces molécules déclenche la translocation nucléaire de divers facteurs 
de transcription qui se lient au promoteur de PD-L1 et induisent en outre la transcription et la 

traduction de PD-L1 (Ritprajak and Azuma 2015). 

Comme dans tout type de protéines, la régulation de PD-L1 est complexe et peut 

intervenir à de nombreux niveaux, pas seulement transcriptionnel mais aussi par des 
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mécanismes de régulation post-transcriptionnelle ou post-traductionnelle qui doivent 

encore être clarifiés (Zerdes et al. 2018). 

 

2.2.2. Description et fonction 

Le récepteur PD-1 est une protéine transmembranaire de la famille des protéines B7-

CD28 qui, globalement, régulent l’équilibre entre signaux co-inhibiteurs et co-

stimulateurs. Il possède deux ligands différents que sont PD-L1 (également nommé 

B7-H1 ou CD274), et PD-L2 (ou B7-DC et CD273) (Greenwald, Freeman, and 

Sharpe 2005). Le récepteur PD-1 se localise à la membrane des lymphocytes T CD4 

+, CD8 +, NK, des lymphocytes B, et de certains monocytes. Les autres membres de 

la famille CD28 sur les lymphocytes T sont plus marginaux que celle de PD-1, de 

même PD-L1 est plus largement exprimé que PD-L2. Le ligand PD-L1 est lui, en 

effet, exprimé sur les cellules B, les CD, les macrophages, les mastocytes, les 

cellules T dérivées de la moelle osseuse, des cellules endothéliales et épithéliales, et 

par certaines cellules tumorales. Généralement la liaison d’un ligand à PD-1 sur les 

lymphocytes T entraine leur inhibition (Keir, Francisco, and Sharpe 2007). C’est 

pourquoi, en situation physiologique, l’axe PD-1/PD-L1 joue un rôle pivot dans la 

tolérance immunitaire et la prévention des phénomènes d’auto-immunité. 

PD-1 et ses ligands sont des protéines transmembranaires qui comprennent un 

domaine extracellulaire, une région transmembranaire et une partie terminale dans le 

cytoplasme. De même, PD-L1 est une glycoprotéine transmembranaire de type I 

composée de domaines typiques d’IgC et d’IgV (Figure 15). 
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Figure 15 : Structure tridimensionnelle du ligand PD-L1 montrant un domaine proximal de type IgV, et 
un domaine distal de type IgC. La zone verte entourée de rouge correspond au site de liaison avec le 
récepteur PD-1 (Ostrand-Rosenberg, Horn, and Alvarez 2015).  

 

Les fonctions biologiques de PD-L1 dépendent de la liaison avec son récepteur PD-1 

dont la partie distale intracellulaire est appelée « immunoreceptor tyrosine-based 

switch motif » (ITSM). La phosphorylation d’un résidu tyrosine dans le domaine ITSM 

de PD-1conduit au recrutement de la tyrosine phosphatase 2 contenant un domaine 

SH2 (SHP-2), qui est responsable de la déphosphorylation de certains transducteurs 

de signal à proximité du TCR dans la synapse immunologique, comme ZAP-70 (zeta-

chain-associated protein kinase 70), JNK (c-Jun terminal kinase), CD3ζ, PKCθ et 

ERK (Yokosuka et al. 2012). Ainsi, l’activité PI3K induite par CD28 (une molécule de 

costimulation) est diminuée et, par conséquent, conduit à une moindre activation 

d’AKT. La réponse inhibitrice induite est secondaire à l’inactivation de voies de 

signalisation comme PI3K/AKT et Ras/ERK. Plus en détail, la déphosphorylation de 

la caséine kinase 2 (CK-2), cible de SHP-2, conduit à l’activation de PTEN qui est un 

antagoniste physiologique de la voie PI3K/AKT. Concernant l’inhibition de la voie 

Ras/ERK par activation PD-1/PD-L1, elle dépend principalement de l’inhibition 

directe de Ras et de la déphosphorylation de phospholipase Cγ (Bivona et al. 2003). 

Plus globalement la régulation négative entrainée par la signalisation PD-1/ligand 
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conduit à une diminution de la libération des cytokines et chimiokines, une diminution 

de la cytotoxicité des lymphocytes T ainsi qu’une inhibition des signaux de survie 

cellulaire (Figure 16).  

 

 

Figure 16 : « Synapse immunologique » réalisée entre une cellule présentatrice d’antigène (APC) et 
une cellule T. En dehors des interactions existant entre le peptide présenté sur le CMH et le TCR de la 
cellule T ainsi qu’entre B7-1 et CD28 (signal costimulateur), on peut constater la liaison PD-1/PD-L1 
(signal co-inhibiteur). Cette liaison entraine une cascade de signalisation inhibant la voie de 
profilération PI3K/AKT/mTOR ainsi que Ras et Bcl, notamment. Les effets résultants consistent en 
une diminution de la croissance et survie des cellules T ainsi qu’une baisse de leurs capacités 
effectrices (Chinai et al. 2015). 

 

Selon le type de cellules concernées, la liaison PD-1/PD-L1 ou dans une moindre 

mesure PD-L2,  résulte en différents événements, et a notamment diverses 

conséquences sur le phénotype et l’activité des lymphocytes T. Par exemple, les 

lymphocytes T effecteurs CD8+ exprimant PD-1, la liaison de PD-L1 sur son 

récepteur inhibe la fonction du TCR et la signalisation co-stimulatrice, entrainant 
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l’apoptose, l’anergie et l’épuisement (ou exhaustion) des cellules T (Wherry 2011; 

Wherry and Kurachi 2015). L’épuisement ou exhaustion immunitaire, c’est-à-dire 

l’altération progressive des fonctions effectrices des lymphocytes T après 

présentation antigénique durable, est un mécanisme de régulation qui empêche la 

destruction des tissus lors d’une infection chronique. Une des principales 

caractéristiques de l’épuisement des lymphocytes T est qu’elle s’effectue par 

l’activation simultanée de plusieurs signaux co-inhibiteurs, dont PD-1/PD-L1. Ces 

phénomènes d’exhaustion ont notamment lieu dans des infections virales, comme le 

VIH et certaines hépatites, où les signaux co-inhibiteurs entrainent l’apoptose, 

l’inhibition de la réplication et de la maturation des lymphocytes T effecteurs, ainsi 

que l’induction parallèle de cellules T régulatrices (Butte et al. 2007 ; Charlton et al. 

2013; L. Chen 2004). En effet, la liaison de PD-L1 à PD-1 sur des lymphocytes Treg 

favorise leur prolifération, et sur des cellules T naïves entraîne la différenciation des 

lymphocytes T CD4 + vers le sous-type TH1.  

Dans certaines situations, l’activation de PD-1/PD-L1 peut protéger les cellules 

contre l’attaque de cellules T cytotoxiques en réduisant leur temps avec la cible (Keir, 

Francisco, and Sharpe 2007; Francisco, Sage, and Sharpe 2010; Fife and 

Pauken 2011). Dans le thymus, il a été montré qu’une expression importante de PD-

L1 où son interaction avec PD-1 empêche la prolifération et la différenciation des 

lymphocytes T naïfs (Probst et al. 2005). La voie de signalisation PD-1/PD-L1 est 

physiologiquement cruciale pour permettre la tolérance immunitaire, un processus de 

sélection négative de lymphocytes autoréactifs se déroulant dans les organes 

lymphoïdes primaires (tolérance centrale) et secondaire (tolérance périphérique). En 

outre, l’inactivation de PD-1 / PD-L1, sur des modèles in-vivo, conduit à des 

phénomènes d’auto-immunité (Nishimura et al. 1999). 
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En résumé, l’axe PD-1/PD-L1 joue un rôle physiologique primordial dans la 

régulation des lymphocytes T et la découverte de l’expression « détournée » de PD-

L1 par certaines cellules tumorales en vue d’échapper à leur détection et/ou 

élimination par le système immunitaire de l’hôte, en a naturellement fait une cible 

thérapeutique majeure.  

 

2.2.3. Rôle de PD-1/PD-L1 dans la régulation de la réponse 

immunitaire anti-tumorale 

La mise en évidence de l’importance du point de contrôle immunitaire PD-1/PD-L1 

dans la régulation des interactions cellulaires du microenvironnement tumoral a été 

un élément fondamental de nombreuses avancées dans le domaine de 

l’oncoimmunologie. En effet, une sur-activation de PD-1 se rencontre fréquemment 

dans les lymphocytes infiltrant de nombreux types de tumeurs « solides » (tumor 

infiltrating lymphocyte, TILS), où l’expression de PD-L1 est « exploitée » par les 

cellules malignes pour échapper à leur élimination par le système immunitaire. 

Globalement, en plus de l’interaction entre une CPA (cellule dendritique ici) et un 

lymphocyte T CD8+ la liaison PD-1/PD-L1 va entrainer une polarisation des 

lymphocytes CD4+ (via la voie du TGFβ) en phénotype Treg qui vont à leur tour 

inhiber les CD8+ effecteurs. Il en va de même des macrophages M2 qui ont un rôle 

immunosuppressif s’exerçant directement sur les CD8+ cytotoxiques par PD-1/PD-

L1, ou indirectement via PD-1/PD-L2 et les lymphocytes Th2. La modulation des T 

CD8+ par des cellules stromales comme les fibroblastes associés aux tumeurs 

s’effectue aussi par l’intermédiaire de la signalisation PD-1/PD-L1. Enfin, les cellules 

tumorales échappent notamment à l’effet cytotoxique des CD8+ grâce au signal co-
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inhibiteur PD-1/PD-L1 dont l’expression du ligand PD-L1 est elle-même entretenue 

par l’interferon-γ (IFN-γ) (Figure 17). 

 

Figure 17 : Impact de la signalisation impliquant PD-1/(PD-L1/PD-L2) sur les cellules du 

microenvironnement immunitaire et sur les cellules tumorales (Cohen and Sznol 2015).  

 

Il est, par ailleurs, intéressant de noter que la liaison PD-1/PD-L1 up-régule 

l’expression de slug, snail et twist, facteurs de transcription intervenant dans la 

transition épithélio-mésenchymateuse et la migration cellulaire (Q. Yu et al. 2010), 

via une activation de la voie MAPK, suggérant un lien entre le caractère invasif des 

tumeurs et le contrôle immunitaire (Pece and Gutkind 2000). Il a été démontré que 

PD-L1 protège les cellules cancéreuses de l’effet cytotoxique des lymphocytes 

T CD8+. En effet, la liaison de cellules cancéreuses exprimant PD-L1 sur leur 

surface à PD-1 exprimée sur des lymphocytes T CD8+ activées, entraîne l’anergie, 

l’exhaustion et l’entrée en apoptose de ces derniers ainsi que l’affaiblissement des 
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capacités du système immunitaire de l’hôte à les sélectionner et les adresser 

correctement. De même, l’activation de l’axe PD-1/PD-L1 entre les cellules tumorales 

et les T CD8+ altère la fonction cytolytique directe de ces cellules via le TCR (H. 

Dong and Chen 2003; Azuma et al. 2008; H. Dong et al. 2002 ; Blank, Gajewski, and 

Mackensen 2005). Dans environ 20 % à 30 % des CBNPC on retrouve une 

expression de PD-L1 > 50 % des cellules tumorales en immunohistochimie (IHC) 

(Mei et al. 2019 ; Scheel et al. 2016), dans la limite des tissus analysés et en 

considérant l’hétérogénéité tumorale.  

L’expression de PD-L1 par les cellules tumorales ainsi que par les cellules 

immunitaires du microenvironnement a un impact sur l’infiltrat lymphocytaire intra-

tumoral et sur la survie, ce qui a été largement étudié dans ce type de cancer avec le 

plus souvent une influence péjorative sur la survie d’une forte expression de PD-L1 

par les cellules tumorales de CBNPC (Konishi et al. 2004; Okita et al. 2017 ; Ohtaki 

et al. 2018). La valeur pronostique de l’infiltrat immunitaire dans une tumeur dépend 

de la nature des cellules immunitaires (caractéristiques phénotypiques), de leur 

densité et de leur localisation (Galon et al. 2012 ; Wolf Herman Fridman et al. 2012). 

Dans le CBNPC, deux tiers des cellules inflammatoires sont des lymphocytes, dont 

80 % de cellules T (Al-Shibli et al. 2008). Dans la plupart des études, une densité 

importante de T CD8+ au sein de tumeurs pulmonaires est associée à un pronostic 

plus favorable (Feng et al. 2016 ; Ruffini et al. 2009 ; Horne et al. 2011). En 

l’occurrence, il a été également montré que la densité de T CD8+ pouvait être 

inversement corrélée à des facteurs histo-pronostics péjoratifs comme la présence 

d’emboles intra-vasculaires, suggérant que l’impact positif de l’infiltration 

lymphocytaire pourrait être liée à la neutralisation de phénomènes métastatiques (Al-

Shibli et al. 2008). L’organisation des cellules immunitaires et leur localisation a 
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également une influence importante puisque la présence de structures lymphoïdes 

tertiaires également appelés Ti-BALT (tumor-induced bronchus associated lymphoid 

tissue) est associée à une survie plus élevée dans les CBNPC comme dans des 

métastases pulmonaires de primitifs extra-thoraciques (Dieu-Nosjean et al. 2008 b ; 

Goc et al. 2014 ; Schweiger et al. 2016). Certains auteurs ont proposé un score 

immunitaire basé sur l’identification et le calcul de la densité de populations 

cellulaires de l’immunité adaptative, notamment les lymphocytes T « mémoires », 

avec une évaluation de la densité qui était effectuée dans deux localisations 

distinctes des pièces tumorales (centrale et périphérie). Ce score immunitaire avait 

une valeur pronostique significative dans les cancers colorectaux, mais n’a pas été 

validé dans le CBNPC. En effet, l’impact thérapeutique ou pronostique de 

l’expression de PD-1/PD-L1 par les cellules immunitaires associées à la tumeur 

(périphérie ou stroma intra-tumoral) dans la prise en charge clinique « de routine » 

des CBNPC n’est pas consensuel car ne reposant pas sur un niveau d’évidence 

assez robuste malgré un rationnel solide et une traduction clinique significative dans 

certaines études (S.-P. Wu et al. 2018). Dans la méthodologie de la thèse nous 

verrons que nous avons notamment utilisé un score PD-L1 immunitaire allant de 0 à 

2, afin d’analyser l’effet du cisplatine sur ce paramètre.    

Chapitre 3. Cadres thérapeutiques du CBNPC 

Les algorithmes de traitement du CBNPC sont en évolution constante et sont 

régulièrement mis à jour par les différentes sociétés savantes d’oncologie thorax en 

fonction des avancées et des résultats d’essais cliniques. Globalement, les grands 

cadres de traitements, que nous allons exposer ci-dessous, sont choisis en fonction 

du stade de la maladie avec des variantes et des associations qui dépendent des 
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facteurs pronostics précédemment décrits (nature de la tumeur, paramètres 

phénotypiques, altérations moléculaires…) et surtout de la condition générale du 

malade qui est le premier critère pris en compte par le clinicien responsable. Afin de 

résumer de manière simple les cadres thérapeutiques, il est possible de les répartir 

en 3 groupes : le traitement des stades précoces (I, II), des stades localement 

avancés non opérables et métastatiques (IIIB, IIIC, IV), et celui du cas particulier des 

stades intermédiaires opérables (IIIA) (Detterbeck et al. 2013). Pour rappel, la 

répartition de ces différents groupes et des traitements associés, précisément 

rapportée dans le paragraphe relatif au TNM, est globalement de 30% pour les 

stades précoces, 10% pour les intermédiaires opérables et 60% pour les localement 

avancés non opérables et métastatiques dont le traitement sera avant tout 

systémique.  

 

3.1. Traitement des stades précoces 

Pour le CBNPC de stade précoce (stades IA, IB et IIA, IIB), le traitement de 

référence reste la chirurgie d’exérèse malgré des avancées importantes dans 

l’identification des sous-groupes de patients qui bénéficient le plus de traitements 

complémentaires ou exclusifs non chirurgicaux qui, eux également, ont beaucoup 

évolué avec le temps.  

Aujourd'hui, les évolutions techniques chirurgicales, l’amélioration de la réhabilitation 

post-opératoire ainsi que de la prise en charge multidisciplinaire dans des centres 

experts semblent être associées à un bénefice pour le patient en termes de pronostic 

et de qualité de vie (Howington et al. 2013; Batchelor et al. 2019). Brièvement, les 

principes de l’exérèse oncologique étant de retirer l’ensemble de la maladie 
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macroscopique avec des marges saines (R0) et souvent d’y associer un prélèvement 

ou curage systématique des ganglions médiastinaux, à but curatif et surtout de 

classification de la tumeur (Darling 2013; Osarogiagbon et al. 2012).  

Dans une proportion significative de patients, un traitement complémentaire à la 

chirurgie (adjuvant) permet d’améliorer les résultats en termes de survie sans 

récidive et de survie globale. Après analyse de la pièce opératoire en 

anatomopathologie et évaluation clinique du malade, un traitement adjuvant peut 

donc être proposé, notamment de la chimiothérapie à base de sels de platine dont le 

bénéfice est fermement établi pour les tumeurs de stade II ou plus. Pour les maldes 

de stade I pathologique, le bénéfice de la chimiothérapie adjuvante est moins net et 

dépend notamment de la taille de la tumeur à l’analyse définitive ainsi que de la 

présence de facteurs histopronostiques péjoratifs comme des embols tumoraux. 

Les autres traitements locaux comme la radiothérapie stéréotaxique ou la 

radiofréquence sont pour l’instant réservés aux malades inopérables (pour des 

raisons fonctionnelles, anatomiques ou autres) ou à des inclusions dans des 

protocoles de recherche. 

3.2. Cas particulier des stades intermédiaires  

Le cas des CBNPC de stade intermédiaire (IIB, IIIA), chez les patients présentant 

une tumeur résécable et qui sont fonctionnellement opérables, est beaucoup plus 

controversé. Le traitement de ces patients repose sur un arsenal thérapeutique varié 

dont le choix d’utilisation et la séquence dépendent de différents éléments cliniques 

propres au malade et à l’évaluation para-clinique pré-thérapeutique de l’extension 

tumorale. La chirurgie joue un rôle essentiel dans le cadre de la prise en charge 

multimodale de ces patients qui vise à remplir deux objectifs principaux : éradiquer la 
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pathologie tumorale intra-thoracique patente et réduire la survenue de métastases 

systémiques extra-thoraciques. En effet, elle peut permettre à la fois de guider le 

traitement par une évaluation pré-thérapeutique ou peropératoire, notamment 

ganglionnaire médiastinale, et constitue surtout une des deux options permettant 

d’effectuer le contrôle local de la maladie. Un des éléments clés permettant de 

déterminer les possibilités thérapeutiques et le pronostic de ce groupe de malades 

présentant un stade intermédiare, est l’évaluation de l’atteinte ganglionnaire 

médiastinale N2.  Si les stades IIIA dus à une atteinte T4 N0-1 sont le plus souvent 

éligibles à un traitement d’exérèse chirurgicale s’inscrivant dans une prise en charge 

multimodale (Postmus et al. 2017), les stades IIIA dus à une atteinte N2 représentent 

un sous-groupe plus hétérogène dont la prise en charge est moins univoque. Il existe 

cependant un certain consensus sur le fait de différentier au sein de ces malades 

deux situations différentes : les patients présentant une maladie N2 diffuse dite 

infiltrante ou « bulky » et ceux présentant une maladie N2 limitée. Les tumeurs 

« bulky » N2 sont normalement considérées non résecables, et dans ce cas un 

traitement systémique exclusif est recommandé (Detterbeck et al. 2013). En 

revanche, pour la maladie N2 non infiltrante, les débats restent plus 

ouverts concernant deux points principaux :  

- L’intérêt d’un staging médiastinal extensif afin de diminuer le nombre de patients 

opérés d’une maladie « minimal » N2. 

- Le choix du traitement de la maladie clinical N2 non bulky. 

Concernant la première question, le type et la topographie de la tumeur primitive 

ainsi que la présence d’une atteinte clinical N1 doivent inciter à une exploration 

médiastinale selon les recommandations de l’ESMO (Postmus et al. 2017). 
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Toutefois, le pronostic relativement favorable des patients opérés d’une tumeur 

minimal N2 dans le cadre d’un traitement multimodal fait que la majorité des équipes 

françaises ne préconise pas de staging médiastinal extensif préopératoire mais 

indiquent une chirurgie d’emblée si une atteinte N2 n’est pas objectivée à l’évaluation 

radiologique et métabolique. 

Concernant la deuxième question, les données actuelles de la littérature ne 

permettent pas de trancher entre les deux options thérapeutiques locorégionales 

constituées par la chirurgie précédée d’une chimiothérapie d’induction 

(néoadjuvante)  et la radio-chimiothérapie exclusive (Xu et al. 2015). En effet, les 

essais randomisés comparant ces différentes modalités thérapeutiques sont 

controversés de par leur design et par la variabilité de la morbimortalité 

postopératoire. Globalement ces études ne permettent pas de conclure à la 

supériorité d’un traitement par rapport à l’autre (Albain et al. 2009; van Meerbeeck et 

al. 2007), et les prises en charge dépendent des centres experts, y compris le notre, 

qui se basent, au-delà des essais randomisés sur les résultats encourageants des 

séries chirurgicales après chimiothérapie néoadjuvante (environ 30% de survie à 5 

ans) (Stefani et al. 2010; Alifano et al. 2008). 

En pratique et pour simplifier, les principaux arguments avancés pour suggérer qu’un 

malade de stade IIIA est éligible à la chirurgie sont : la présence d’une seule 

station N2, un down-staging après chimiothérapie néo-adjuvante et un risque 

chirurgical faible ou modéré (Ramnath et al. 2013). Le niveau de preuves fourni par 

ces caractéristiques pour justifier du bénéfice apporté par une exérèse chirurgicale 

reste néanmoins insuffisant et il est nécessaire de mieux définir les sous-populations 

de patients IIIa éligibles, indépendamment de la tumeur elle-même, dont la nature 

précise n’est parfois déterminable qu’après chirurgie. En ce sens, la chirurgie 
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d’exérèse permet en outre d’effectuer une large analyse de la tumeur et des 

ganglions associés, en apportant une quantité importante de matériel biologique 

analysable sur différentes zones de tumeurs parfois très hétérogènes. Les résultats 

de l’analyse anatomo-pathologique en morphologie, immunohistochimie et étude 

moléculaire sont plus exhaustifs que sur des biopsies, et permettent la recherche de 

facteurs prédictifs de réponse aux traitements systémiques chez des malades qui 

vont généralement en recevoir à plus ou moins court terme.  

Ce groupe de malades opérés d’un CBNPC va nous intéresser particulièrement dans 

ce mémoire puisqu’il permet d’analyser des échantillons tumoraux prélevés 

chirurgicalement, donc en quantité généralement supérieure aux biopsies, avant et 

après traitement systémique (chimiothérapie en l’occurrence).  

 

3.3. Traitement des stades métastatiques et localement 

avancés non opérables 

Lorsque la maladie est trop avancée et qu’un contrôle local n’est plus faisable ou 

« acceptable » en termes de balance-bénéfice/risque, la base du traitement, qu’il soit 

réalisé dans une optique curative, ou palliative active à but de chronicisation, est 

avant tout systémique. Sans traitement la médiane de survie de ce groupe de 

malade est évaluée entre 2 et 4 mois. Comme pour les stades moins avancés, 

l’association à un traitement local est possible (exemple des CBNPC oligo-

métastatiques) dans des cas particuliers ou dans le cadre de protocoles, mais le but 

essentiel est le contrôle d’une maladie à expression clinique systémique pour lequel 

un traitement local exclusif serait probablement insuffisant. Là encore, les indications 
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des traitements systémiques ne cessent d’évoluer et l’essor récent des 

immunothérapies a fait encore plus bouger les lignes ces dernières années, rendant 

rapidement les recommandations et le choix des sous-populations cibles obsolètes. 

Globalement, on peut regrouper les thérapies systémiques en trois grandes familles, 

les approches métaboliques exclusives ne faisant pas l’objet de recommandations 

claires pour le moment, avec par ordre chronologique de développement : les 

chimiothérapies conventionnelles, les thérapies ciblées, et les immunothérapies au 

sens large en particulier les immune checkpoint inhibitors (ICI). Le rationnel et les 

indications de la radiothérapie ou de traitements locaux, comme dans certains 

CBNPC oligo-métastatiques ou dans la chirurgie de rattrapage ne seront pas 

abordés dans ce mémoire.   

 

3.3.1. Les chimiothérapies conventionnelles et sels de platine 

Pendant longtemps dans le CBNPC, les recommandations de grade 1A, 

préconisaient de traiter les malades de stade métastatique dont l’état général le 

permettait, en première ligne, par une chimiothérapie systémique à base de sels de 

platine (cisplatine ou carboplatine) afin d’apporter un bénéfice en termes de survie et 

de qualité de vie (Socinski et al. 2013). Actuellement, ce type de traitement est 

instauré en l’absence d’altération moléculaire cible ou de facteurs prédictifs 

favorables à la réponse aux immunothérapies qui sont généralement mieux tolérées. 

Cette chimiothérapie à base de sels de platine s’effectue en combinaison avec un 

autre médicament dont le choix dépend en partie de l’histologie de la tumeur 

(adénocarcinomes 45% des CBNPC, épidermoїdes 23% et carcinomes à grandes 

cellules indifférenciés 3%, les autres types n’étant pas éligibles aux traitements de 
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première ligne). Les molécules utilisables dans les recommandations sont le 

paclitaxel, et le docetaxel qui sont des taxanes jouant un rôle de poison du fuseau 

par inhibition de la fonction des microtubules, de même que la vinorelbine un vinca-

alcaloïde, la gemcitabine qui est un anti-métabolite s’incorporant dans l'ADN en 

mimant la cytidine et inhibant la synthèse nucléotidique, et surtout le pemetrexed qui 

est un autre membre de la classe des anti-métabolites, analogue de l'acide folique,  

bloquant des processus métaboliques folate-dépendants, essentiels à la réplication 

cellulaire par le biais de l'inhibition de la thymidylate synthétase. Le pemetrexed avait 

montré sa supériorité en termes de pronostic, ou de tolérance par certaines 

populations comme les asiatiques, en première ligne, en association avec un sel de 

platine (Scagliotti et al. 2008; X. Zhang et al. 2013).  

Toutefois, les médianes de survie obtenues après le développement des 

chimiothérapies sont restées relativement faibles à cause, notamment, de la toxicité 

importante de ces agents anti-tumoraux résultant du peu de spécificité de leur mode 

d’action, qui entraine une limitation des doses d’administration. A cela s’ajoute la 

problématique des phénomènes de résistance, notamment aux sels de platine. Cette 

résistance peut être intrinsèque, puisque seule une partie des patients répondent 

initialement aux chimiothérapies à base de platine, ou bien la résistance peut être 

acquise, résultant en des rechutes de la maladie. Le travail de thèse porte sur le type 

majeur de chimiothérapie du CBNPC que sont les sels de platine. Le carboplatine et 

le cisplatine ou cis-diaminedichloroplatine(II), son prédécesseur, sont les sels de 

platine les plus fréquemment utilisés pour le traitement du CBNPC. Ils présentent 

différentes structures mais ces deux formes ont globalement des modes d’action 

identiques (Figure 18). 
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Figure 18 : structure chimique des principaux sels de platine (González-Mahave et al. 2005) 

 

Les deux sels de platine sont des agents d’alkylants non spécifiques du cycle 

cellulaire, le carboplatine exerce effet anti-tumoral par le même mécanisme que son 

prédécesseur, le cisplatine. Généralement, ils fonctionnent par la formation de 

liaisons ou adduits sur les molécules ADN qui induisent des coupures simple ou 

double brinde ces molécules d’ADN ce que l’on appelle « dommages à l’ADN ». 

Lorsque l’ADN est suffisamment endommagé il y a induction de l’apoptose ou de 

mort cellulaire par nécrose. Plus en détail, les formes aqueuses actives du cisplatine 

pénètrent dans le noyau et se lient à l’ADN puis génèrent des ponts avec l’ADN 

entrainant des changements conformationnels et des cassures. Les dommages 

infligés à l’ADN entrainent la réponse attendue si les systèmes de détection et de 

réparation des lésions de l’ADN ne permettent pas de rétablir l’intégrité de l’ADN et si 

l’apoptose peut être déclenchée et exécutée par la voie extrinsèque et intrinsèque. 

L’effet cytotoxique induit par les complexes de platine est fortement lié à la quantité 

de platine accumulée dans les cellules et qui pénètre dans le noyau. La diminution 
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de l’accumulation de drogue est l’une des altérations fréquentes des cellules 

résistantes au cisplatine d’où l’importance fondamentale des processus d’influx et 

d’eflux qui permettent de faire rentrer la drogue ou de l’expulser de son site d’action, 

respectivement. En outre, le cisplatine est une molécule hautement polarisée qui ne 

diffuse pas facilement à travers les membranes lipidiques. Il a été montré que des 

cellules de levures ou de souris, dont l’expression du transporteur du cuivre de haute 

affinité (CTR1) était inhibée, devenaient résistantes au cisplatine, ce qui a permis 

d’identifier l’influence des transporteurs du cuivre dans le trafic cellulaire du cisplatine 

et son accès à sa cible ADN (Ishida et al. 2002; Katano et al. 2002). Il implique 

notamment CTR1 qui transporte à la fois le cuivre et le Cisplatine dans le cytoplasme 

(CTR2 ayant un rôle moins bien défini chez l’homme) et dont le rôle clé dans la 

quantité de platine intracellulaire a été amplement établi (Howell et al. 2010). 

Au contraire, les transporteurs du cuivre ATP7-A et -B servent à l’efflux du cisplatine 

hors du cytoplasme et sont responsables d’une diminution du niveau de platine dans 

les cellules (Boal and Rosenzweig 2009). En conséquence, la modification de 

l’expression de ces transporteurs ou de leur localisation dans les cellules 

cancéreuses, dans des modèles précliniques et sur chez des patients présentant un 

CBNPC avec un faible taux d’expression de CTR1, a été significativement associé à 

une mauvaise réponse aux chimiothérapies à base de platine (Ishida et al. 2010; H. 

H. W. Chen et al. 2012). D’autres transporteurs membranaires sont impliqués dans 

les phénomènes d’efflux du cisplatine hors des cellules, en particulier CFTR/MRP 

(ATP-binding cassette subfamily C), ATP11B et MRP2 (multi-drug resistance-

associated protein 2), mais leur rôle individuel serait moins important que celui des 

transporteurs du cuivre (Yamasaki et al. 2011). Parmi les mécanismes de trafic du 

cisplatine dans les cellules, il faut aussi évoquer le glutathion S-conjugué qui est une 



69 
 

pompe de détoxification qui permet d’éliminer les xénobiotiques des cellules. La 

libération du glutathion S-conjugué à partir de cellules est un processus dépendant 

de l’ATP et qui est médié par des glycoprotéines membranaires intégrales 

appartenant à la famille des protéines MRP (Keppler et al. 1999; Keppler 1999). Le 

métabolisme et la détoxification des xénobiotiques se composent de trois étapes : la 

phase I d’oxydation), la phase II de conjugaison et la phase III d’élimination. Ces 

phases font notamment intervenir le cytochrome P450, MRP1, MRP2, MRP3 et 

MRP5 qui jouent un rôle dans la pharmaco-résistance aux sels de platine en 

augmentant les efflux de médicaments (Young et al. 2001 ; A.-K. Yang et al. 2010). 

Une fois rentré dans la cellule et en particulier dans le noyau, le cisplatine doit se lier 

à l’ADN pour créer les ponts et dommages. Avant l’interaction avec l’ADN, le 

cisplatine est activé par l’aquation dans le tampon chlorure puis il se lie de manière 

covalente à une base purique (adénosine ou guanine) et créé majoritairement des 

adduits bi-fonctionnels intra-brin (80 % à 90 % des cas) mais également inter-brins 

ou des ponts dits mono-fonctionnels (Figure 19) (Muggia et al. 2015; Rabik and 

Dolan 2007).  
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Figure 19 : Différents types de liaisons sels de platine-ADN. Ces liaisons peuvent se faire sur un seul 
brin (intra-strand ou via une proteine DNA-protein crosslink) ou par des ponts entre 2 brins (interstrand 

crosslink) (Rabik and Dolan 2007). 

 

Ces différents adduits induisent donc des dommages en provoquant des 

changements stériques dont la présence perturbe les étapes de réplication et de 

transcription de l’ADN et modifie le comportement de protéines cellulaires qui 

reconnaissent ces lésions (Muggia et al. 2015; Ho and Schärer 2010 ; Enoiu, Jiricny, 

and Schärer 2012). 

Le destin des cellules ayant subi les déformations structurelles de l’ADN induites par 

les adduits cisplatine dépend ensuite des capacités de systèmes de reconnaissance 

et de réparations des lésions de l’ADN. Ces systèmes, qui ne seront pas détaillés ici, 

comprennent des protéines cellulaires tels que les protéines à boites du groupe à 

haute mobilité (HMG) et différentes protéines comme ERCC1 ou MSH2 impliquées 

dans des voies de réparation de l’ADN de type NER (nucleotid excision repair) ou 

MMR (mismatch repair). Lorsque les systèmes de reconnaissances des lésions de 

l’ADN (induite par le cisplatine ici) sont défaillants ou que les systèmes de réparation 

sont surexprimés, l’activation des signaux déclenchants l’apoptose sont inhibés ou 

réduits, n’entrainant pas l’effet escompté de la drogue cytotoxique, ce qui participe 

aux phénomènes de résistance. Par exemple, il a été montré que les patients ayant 

un CBNPC dont l’ARNm ERCC1 était surexprimé avaient des survies médiocres 

après chimiothérapie à base de cisplatine (Rosell et al. 2003). De même, le rôle des 

PARP (poly [ADPribose] polymérase) dans la réparation des lésions de l’ADN 

induites par les sels de platine a aussi été mis en avant dans le CBNPC comme 

potentiel biomarqueur théranostique (notamment PARP1) et dont l’inhibition pourrait 

sensibiliser les tumeurs au cisplatine (Ken A. Olaussen et al. 2013 ; Cheng et al. 

2013). Après l’identification d’ERCC1 comme éventuel biomarqueur de réponse ou 



71 
 

cible thérapeutique, dans le CBNPC, visant à diminuer la résistance au cisplatine 

(Ken André Olaussen et al. 2011), de nombreuses études précliniques ou cliniques 

ont été initiées et ont malheureusement montré certaines limites, suggérant l’intérêt 

d’approches nouvelles (Friboulet et al. 2013).  

La réponse aux dommages de l’ADN (DDR) est un processus compliqué qui implique 

la transduction du signal de dommage aux effecteurs d’aval, pour provoquer la mort 

cellulaire, si le dommage est irréparable, par apoptose ou nécrose. Deux principales 

voies conduisent à la mort cellulaire par apoptose : la voie extrinsèque passant par 

les récepteurs de mort cellulaire (Fas) et la voie intrinsèque mettant en jeu le 

relargage de facteurs proapoptotiques par la mitochondrie. L’activation de l’une ou 

de l’autre des voies conduit à l’activation d’une voie effectrice commune. Dans la voie 

extrinsèque, des caspases initiatrices sont activées en amont. Ces caspases 

initiatrices activent les caspases effectrices qui clivent, à leur tour, différents 

substrats, induisant la mort cellulaire. Les deux grandes voies sont connectées par 

l’intermédiaire d’un membre proapoptotique de la famille Bcl-2 (BID). Une troisième  

voie peut également entrainer l’apoptose dite caspase-indépendante et faisant 

intervenir p53 (“Apoptosis Inducers - Apoptosis and Cell Cycle” n.d.) (Figure 20).  
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Figure 20 : Schéma des différentes voies apoptotiques. (“Apoptosis Inducers - Apoptosis and Cell 
Cycle” n.d.)  

 

L’apoptose induite par le cisplatine se distingue de la nécrose par des 

caractéristiques de retraction cellulaire, de condensation de la chromatine, de 

fragmentation de l’ADN ATP-dépendante, et notamment par le rôle fondamental des 

ROS (reactive oxygen species) alors que la nécrose dépend plutôt d’une 

hyperactivation de PARP induisant une déplétion en NAD+/ATP (Lieberthal, Triaca, 

and Levine 1996). Le choix du mode de mort cellulaire dépend de multiples facteurs 

tels que la concentration de médicaments, la disponibilité énergétique, ou l’échec 

des voies apoptotiques par altération des protéines impliquées directement ou 

indirectement comme p53, Bax, Bcl-2 et les caspases (Gonzalez et al. 2001). Le 

mode d’action du cisplatine jusqu’à son effet sur la mort cellulaire sont résumés dans 

la figure ci-dessous (Figure 21). 
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Figure 21 : Résumé du mode d’action du cisplatine avec les phénomènes d’influx et d’efflux, sa 
transformation en forme active, sa liaison à l’ADN, la création de dommages de l’ADN entrainant un 
arrêt du cycle cellulaire et une inhibition de la transcription, ainsi qu’une transduction de signaux 
pouvant entrainer l’apoptose, la nécrose, ou la survie cellulaire en fonction des systèmes de 
réparation de l’ADN (Oberoi et al. 2013).  

 

De même que pour les étapes précédentes, les altérations de molécules impliquées 

dans le processus d’apoptose induite peuvent participer aux phénomènes de 

résistance au cisplatine de certaines tumeurs et patients qui nous intéressent 

particulièrement dans ce mémoire et font partie de la problématique du travail de 

thèse.  

 

3.3.2. Les thérapies ciblées 

Au cours des dernières décennies, les altérations moléculaires des CBNPC ont été 

largement étudiées à la fois pour décrypter les mécanismes d’oncogénèse, comme 

décrits précédemment, mais surtout, car ces modifications génétiques ou 

épigénétiques constituent des biomarqueurs théranostiques majeurs. Certaines 

tumeurs pulmonaires développent une dépendance vis-à-vis d’un oncogène ou d’une 
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voie de signalisation, un oncogène étant activé ou surexprimé, phénomène aussi 

appelé l’addiction oncogénique. Les principaux inducteurs oncogéniques dans le 

domaine de l’oncologie thoracique, également nommés dans la littérature anglo-

saxonne « drivers » oncogéniques, sont les mutations des oncogènes EGF-R, et 

KRAS ou réarrangements d’ALK (anaplastic lymphoma receptor tyrosine kinase). 

Ces altérations sont plus fréquemment associées aux adénocarcinomes, mais, ces 

dernières années, de nouvelles cibles moléculaires ont été mises en évidence et sont 

également rapportées pour d’autres types histologiques : par exemple les mutations 

de HER2, BRAF, et PI3K/AKT, ou les translocations RET  et ROS1. De nombreuses 

stratégies thérapeutiques ont été et sont encore développées pour inhiber ces voies 

de signalisation dont certaines sont décrites ci-dessous.  

Le récepteur EGF-R appartient à la famille des récepteurs à tyrosine kinase ERBB 

(Hynes and MacDonald 2009). Le gène EGF-R est situé sur le chromosome 7 

(7p11.2) et code pour une glycoprotéine transmembranaire à activité tyrosine-kinase. 

Il est intéressant de noter que le récepteur EGF-R s’homo-dimérise ou se dimérise 

avec HER2 ou HER3. Selon l’association engagée, plusieurs voies impliquées dans 

la survie, la prolifération, et la résistance aux traitements des cellules tumorales, 

telles que PI3K/AKT, RAS/ERK et JAK/STAT, sont activées. La voie des 

RAS/RAF/MEK joue un rôle clé dans le cycle cellulaire, la migration et la survie 

cellulaire. L’activation de la voie des PI3K/AKT favorise l’angiogenèse, et les 

processus métastatiques (Gazdar 2009; Ayoola et al. 2012). L’analyse moléculaire 

des tumeurs a permis le développement des thérapies dites "ciblées", car elles 

s’adressent à des patients portant une altération génétique particulière, comme les 

mutations activatrices d’EGF-R. Il s’agit notamment des inhibiteurs de tyrosines 

Kinases (TKI) comme le gefitinib (Iressa®) et l’erlotinib (Tarceva®). Les mutations 
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somatiques du gène codant EGF-R chez les patients atteints de cancer du poumon 

ont été décrites en 2004, et sont présentes chez 10 % des patients occidentaux 

contrairement aux populations sud-est asiatiques où elles sont trois fois plus 

fréquentes (Lynch et al. 2004 ; Sequist et al. 2007). Cette découverte a suscité un 

engouement important et le développement des TKI qui ont été testés, en première 

ligne, pour les CBNPC stade IV de patients mutés EGF-R (Inoue et al. 2009 ; Sequist 

et al. 2008 ; Asahina et al. 2006 ; Inoue et al. 2006 ; Rosell et al. 2009). Les résultats 

étant très encourageants en termes de survie sans progression (9 à 14 mois) et de 

taux de réponse (55 % à 80 %), des essais randomisés ont suivi pour comparer les 

TKI aux chimiothérapies cytotoxiques à base de platine (Zhou et al. 2015 ; Mok et al. 

2009). Ceux-ci ont permis d’établir des recommandations, de grade IA, préconisant 

l’utilisation de TKI en première ligne de traitement du CBNPC de stade IV pour les 

patients mutés EGF-R en se basant sur de meilleurs taux de réponse et une 

meilleure tolérance (Socinski et al. 2013 b).  

ALK est un membre de la famille des tyrosines kinases du récepteur à l’insuline qui 

est codé par le gène ALK sur le chromosome 2. Plusieurs variantes d’ALK-EML4 ont 

par la suite été caractérisées dans le CBNPC (Takeuchi et al. 2008). Des 

réarrangements d’ALK surviennent chez un peu moins de 5 % des patients atteints 

de CBNPC, et sont plus fréquemment observés chez les patients jeunes, faiblement 

tabagiques, présentant un adénocarcinome non muté EGF-R ou KRAS (Shaw et al. 

2009). De la même façon, ont été développés des TKI comme le crizotinib, molécule 

inhibant notamment ALK (dont 3 à 5 % des CBNPC présentent un réarrangement, et 

qui a montré sa supériorité en termes de survie sans progression et tolérance à une 

chimiothérapie à base de sels de platine en première ligne de traitement des 

stades IV (Soda et al. 2007 ; Solomon et al. 2014).  
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L’oncogène c-ros 1 (ROS1) est une cible relativement récente du cancer du poumon 

qui code également pour un récepteur de tyrosine-kinase de la famille des récepteurs 

d’insuline. Des réarrangements chromosomiques impliquant ROS1 ont été décrits à 

l’origine dans des glioblastomes puis dans des lignées cellulaires de CBNPC ainsi 

que des tumeurs, où la fusion ROS1 a été identifiée comme un « driver » 

oncogénique (Acquaviva, Wong, and Charest 2009; Vecchiarelli and Bennati 2018). 

Les réarrangements de ROS1 sont constatés dans 1 à 2 % des CBNPC (Lin and 

Shaw 2017).  

Les mutations du gène KRAS sont caractérisées par une épidémiologie très 

fréquente et spécifique. Des mutations du gène KRAS sont observées dans 18 à 

32 % des adénocarcinomes, 13 % des carcinomes à grandes cellules, et 2 à 7 % des 

carcinomes épidermoïdes chez les patients caucasiens (Mascaux et al. 2005 ; 

Graziano et al. 1999). L’association entre les mutations de KRAS et le tabac est 

indéniable comme rapporté dans différentes méta-analyses et sont plus fréquentes 

chez les patients afro-américains que chez les caucasiens (Ahrendt et al. 2001; 

Dearden et al. 2013). Les mutations du gène KRAS sont généralement décrites 

comme un biomarqueur défavorable (Ragusa et al. 2014 ; Ohtaki et al. 2014). 

La voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR a de nombreuses fonctions, notamment la 

régulation de la survie cellulaire, la différenciation et l’affichage des propriétés 

analogues à celles des cellules souches, la croissance, la prolifération, le 

métabolisme, la migration et l’angiogenèse (Cho 2014; P. Wu and Hu 2010). Il joue 

un rôle clé dans la signalisation en aval par la phosphorylation et l’activation de 

plusieurs effecteurs, dont la sérine/thréonine kinase, l’AKT et le mTOR, un régulateur 

essentiel de la croissance et du métabolisme cellulaires. Cette voie de signalisation 
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est également une cible de thérapies moléculaires émergentes ou en cours de 

développement (Fruman and Rommel 2014).  

D’autres thérapies systémiques ont, en parallèle, été développées, testées et 

utilisées, pour améliorer les résultats des chimiothérapies. En 2006 un 

antiangiogénique, le bevacizumab (anti v-EGF), a reçu l’autorisation de mise sur le 

marché aux USA pour son association avec une chimiothérapie de première ligne à 

base de platine chez les patients avec un CBNPC non épidermoїde, suite à deux 

études randomisées montrant un bénéfice pronostique significatif, mais confirmant 

également l’incidence d’effets indésirables graves comme des saignements, en 

limitant parfois l’usage (Sandler et al. 2006; Johnson et al. 2004). 

Toutefois l’ensemble de ces thérapies de type TKI ne s’adressent, d’une part, qu’à 

une minorité de patients sélectionnés pour exprimer des biomarqueurs spécifiques et 

d’autre part sont également soumis à un phénomène de résistance intrinsèque 

(mutations situées en aval d’EGF-R et parfois associées à une mutation d’EGF-R, 

notamment de la voie BIM) ou acquise définie par une progression de la maladie 

après réponse initiale (survenue 8 à 14 mois après le début du traitement) (Su et al. 

2012 ; Karachaliou et al. 2014). 

  

3.3.3. Les immunothérapies et les inhibiteurs de check-points 

immunitaires 

L’influence de facteurs liés à l’interaction entre l’hôte et la tumeur dans le cancer est 

en particulier représentée par l’étude du microenvironnement immunitaire, dont 

l’impact a été largement évoqué plus haut, avec le rôle fondamental de l’infiltrat de 
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cellules immunitaires (CD matures et lymphocytes T CD8+), de leur organisation en 

structures lymphoïdes tertiaires, de même que de la charge mutationnelle des 

tumeurs et du niveau d’expression PD-1/PD-L1 (Remark et al. 2015). L’ensemble de 

ces différents éléments doit être appréhendé en considérant qu’il existe de 

nombreuses interactions entre hôte et tumeur comme en témoigne l’importance de la 

voie précédemment décrite PD1/PDL1, à laquelle nous nous intéressons 

particulièrement dans ce projet. A la complexité de ces interactions s’ajoute des 

éléments liés au traitement (chirurgie, chimiothérapie néo-adjuvante à base de 

Cisplatine…) qui pourraient modifier les rapports entre tumeur et 

microenvironnement immunitaire (Remark et al. 2016). Ce sont ces modifications du 

« contexte immunitaire » notamment l’expression de PD-L1 après chimiothérapie qui 

font l’objet principal de la thèse.   

Comme évoqué dans un précédent chapitre, d’autres traitements systémiques ont 

été développés plus récemment faisant intervenir le système immunitaire de l’hôte 

contre sa tumeur. Ces différents traitements, regroupés sous le terme générique 

d’immunothérapies, représentent un large ensemble incluant de très nombreux 

acteurs de l’immunité, et allant de la conception de vaccinothérapies, de lymphocytes 

recombinés (CAR-T cells), jusqu’aux différentes méthodes de réactivation de 

l’immunité anti-tumorale (Helmy et al. 2013).  Parmi celles-ci, se sont 

particulièrement développés et diffusés dans le traitement du CBNPC, les inhibiteurs 

de check-points immunitaires (Corrales et al. 2018). Il s’agit d’anticorps dirigés en 

outre contre PD-1/PD-L1, CTLA-4, TIM3, et qui visent à interrompre ces voies de 

signalisation afin de rétablir l’immunité anti-tumorale (Pardoll 2012). Dans le CBNPC, 

les ICIs dont l’essor a été initialement le plus important correspondent au blocage du 

check-point PD-1/PD-L1 dont le ligand fait l’objet principal de la thèse.  
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Le Nivolumab est un médicament correspondant à des anticorps anti-PD-1 et qui a 

été initialement testé en seconde ligne de traitement du CBNPC de stade IV, et 

même comparé à une chimiothérapie standard (docetaxel) pour les épidermoїdes, 

montrant une survie globale et sans progression supérieure ainsi que de meilleurs 

taux de réponse (Gettinger et al. 2015 ; Borghaei et al. 2015 ; Brahmer et al. 2015). 

En dehors du Nivolumab, d’autres bloqueurs de PD-1 ou de PD-L1 ont été 

développés comme notamment le Pembrolizumab, le Durvalumab et l’Atezolizumab. 

L’action de ces anticorps vise évidemment à agir sur différents types de cellules 

immunitaires qui sont normalement inactivées ou inhibées par le check-point PD-

1/PD-L1, dont les cellules tumorales se servent notamment pour échapper aux 

systèmes de défense de l’hôte, comme précédemment décrit dans le mémoire et 

synthétisé dans le schéma ci-dessous (figure 22). 

  

Figure 22 : Action des anticorps anti-PD-1 ou anti-PD-L1 cette signalisation PD-L1 pouvant servir de 
"bouclier moléculaire" protégeant les cellules tumorales contre la destruction induite par les 
lymphocytes T cytotoxiques. La présence d’anticorps anti PD-1 ou anti PD-L1 permet théoriquement 
de renverser ou d’atténuer les mécanismes schématisés ici en particulièrement sur les interactions 

entre cellules tumorales, cellules dendritiques et lymphocytes (Wang et al. 2017). 

 

Ces ICIs ont été testés dans de nombreuses situations cliniques et ont montré une 

efficacité significative et une amélioration du pronostic du CBNPC métastatique tout 
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en ayant un profil de toxicité généralement plus favorable que les chimiothérapies 

traditionnelles (von Pawel et al. 2019; Roy S. Herbst et al. 2016 ; Reck et al. 2016). 

Les différents avantages, démontrés cliniquement, de ces ICIs ont permis leur large 

diffusion et l’élargissement global des indications. Si dans certains cas de CBNPC 

appelés « long responders » une réponse spectaculaire et stable aux anti-PD-1/PD-

L1 est observée, on n’observe ce type de bénéfice clinique que dans une minorité de 

malades. Par conséquent, l’identification des biomarqueurs de réponse pour la 

sélection des patients est un pan fondamental de l’optimisation des 

immunothérapies. A ce titre, l’importance de l’expression de PD-L1 par la tumeur a 

rapidement été mise en évidence. Même si les méthodes d’évaluation de PD-L1 ont 

mis du temps à se standardiser comme en témoignent les différences de résultats 

des différentes études et essais cliniques initiaux, de par l’hétérogénéité tumorale et 

la méthodologie immunohistochimique, ce marqueur reste la pierre angulaire de la 

prédiction du succès du blocage PD-1/PD-L1 en routine clinique (Guo et al. 2019 ; R. 

S. Herbst et al. 2019 ; Driver et al. 2017; Y. Liu et al. 2018 ; Munari et al. 2018 ; 

Takeda et al. 2019). En plus de l’expression de PD-L1 par les cellules tumorales ou 

les cellules immunitaires, d’autres biomarqueurs ont été identifiés afin d’améliorer la 

prédiction de la réponse à l’inhibition PD-1/PD-L1. On peut citer en particulier 

l’évaluation en immunohistochimie du nombre et phénotype des cellules T, de la 

clonalité de leurs récepteurs T, le niveau de charge mutationnelle (mutational 

burden) somatique, qui ont montré leur importance dans la visualisation plus globale 

et dynamique du microenvironnement et donc secondairement de l’efficacité d’anti-

PD-1 ou -PD-L1 (Maleki Vareki, Garrigós, and Duran 2017; Chae et al. 2016). Par 

ailleurs, certains critères purement cliniques ou épidémiologiques tels que le 

tabagisme ou le fait d’avoir une BPCO influencent la réponse aux ICIs, comme nous 
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avons pu le montrer dans une étude clinique fruit d’une collaboration au sein de 

l’hôpital (Biton et al. 2018).   

En plus d’autres marqueurs, l’évaluation de l’expression de PD-L1 reste donc un 

élément primordial avant d’instaurer un traitement anti-PD-1/PD-L1, les patients 

présentant une expression plus élevée de PD-L1 par les cellules tumorales étant les 

meilleurs répondeurs, ceci expliquant qu’un cut-off de 50 % de cellules 

tumorales PD-L1 positives ait été instauré dans de nombreux essais cliniques et par 

la suite pour poser les indications à ces traitements dans certaines situations 

(carcinomes épidermoïdes, 1ère ligne de traitement…) (Reck et al. 2016; Carbone et 

al. 2017). 

Les immunothérapies et ICIs sont en plein essor et font l’objet de nombreux 

protocoles de recherche pour développer de nouvelles molécules ou pour tester des 

combinaisons de traitements associant par exemple des ICIs entre eux ou des ICIs 

avec des thérapeutiques conventionnelles comme la chimiothérapie ou la 

radiothérapie. Ces développements actuels sont très divers et s’intéressent 

notamment à l’éventuel impact des immunothérapies anti-PD-1/PD-L1 sur le 

parcours du patient atteint de CBNPC. Les interactions potentielles entre les 

différents traitements que peut recevoir un patient porteur de CBNPC au cours de sa 

maladie représentent une partie essentielle du rationnel de ma thèse. 
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Chapitre 4. Thérapie innovante du CBNPC : Un 
anticorps dirigé conte les formes immatures de la 
neurotensine (NTS)  

 

L’avancée des nouvelles thérapies que ce soit les TKI ou les ICI a réellement 

amélioré le pronostic des patients du CBNPC, néanmoins ces thérapies s’adressent 

qu’à un nombre de patients sélectionnés, et sont très rarement curatives. La 

découverte de nouvelles approches s’impose, notamment afin de proposer des 

combinaisons thérapeutiques plus performantes, tout en restant peu toxique. Dans 

ce cadre, certains peptides jouant un rôle physiologique important sont dérégulés 

dans le cancer et peuvent avoir un impact sur la prolifération et progression tumorale, 

la résistance aux traitements ainsi que sur le métabolisme de l’hôte. 

Parmi ces peptides, à la fois facteurs pronostics et cibles de développements 

thérapeutiques, la neurotensine est un domaine d’expertise particulier de notre 

laboratoire et fait l’objet de nombreux projets de recherche, dont le travail numéro 2 

de cette thèse. 

4.1. La neurotensine (NTS) 

La neurotensine est un tridécapeptide linéaire de 1673 Daltons, découvert 

fortuitement à partir d’extraits d’hypothalamus et ensuite retrouvé dans des extraits 

intestinaux grâce à des techniques de dosage radio-immunologique (Hammer et al. 

1980; R. Carraway, Kitabgi, and Leeman 1978). Ce peptide est avant tout un neuro-

modulateur du système nerveux central (SNC) et en périphérie agit comme une 

hormone digestive impliquée dans l’absorption des graisses et plus globalement la 

digestion des nutriments. La séquence humaine, identique à celle de nombreux 
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mammifères, présente la séquence d’acides aminés suivante : pGlu-Leu-Tyr-Glu-

Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-COOH (R. Carraway, Kitabgi, and 

Leeman 1978; R. E. Carraway and Mitra 1990). La partie hexapeptidique (8-13) C-

terminale, hautement conservée chez la plupart des vertébrés, détient les propriétés 

biologiques et pharmacologiques de tout le peptide (Rostène and Alexander 1997 ; 

P. Kitabgi, De Nadai, Rovère, et al. 1992).  

 

4.1.1. Biosynthèse et maturation 

Comme la plupart des neuropeptides, NTS est libérée à partir d’un polypeptide 

précurseur de 170 acides aminés. La maturation de ce précurseur pro-NTS conduit à 

la libération de deux peptides apparentés que sont NTS et la neuromédine N (NN). 

Ces deux peptides partagent une même portion C-terminale et des activités 

pharmacologiques globalement comparables (de Nadai et al. 1994 ; P. Kitabgi, De 

Nadai, Labbe-Jullie, et al. 1992). Les peptides NTS et NN sont localisés près de 

l’extrémité C-terminale de leur précurseur et sont séparés par des séquences 

dibasiques KR (Lys-Arg) constituant les sites de reconnaissance pour le clivage par 

des endoprotéases (Dobner et al. 1987 ; Seidah and Prat 2012). Après maturation 

protéolytique spécifique à chaque tissu, différents produits biologiques sont générés 

incluant NTS, NN, et leur long fragment (LF-NTS et LF-NN, Figure 23), LF-NTS ayant 

probablement un rôle non négligeable dans la signalisation pro-tumorale 

neurotensinergique. 
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Figure 23 : Représentation schématique de la structure du précurseur NTS/NN et de ses produits de 
clivage. Pro-NTS/NN a une longueur de 170 résidus et les séquences NN et NTS sont localisées en 
tandem près de l’extrémité C-terminale 71 du précurseur. Les quatre sites de traitement dibasiques 
Lys-Arg (KR) sont représentés par des flèches jaunes en haut. Le pont disulfure Cys61-Cys110 est 
également représenté (figure adaptée à partir de travaux préalables du laboratoire). 

 

 

 

4.1.2. Sécrétion de NTS et taux plasmatique  

En périphérie, le précurseur NTS/NN est synthétisé et maturé par les cellules N 

endocrines de la muqueuse intestinale, en particulier du jéjunum et de l’iléon (Robert 

Carraway, Ruane, and Kim 1982; Helmstaedter et al. 1977). Le peptide NTS est 

directement libéré dans la circulation portale à partir de sites de stockage (granules 

cytoplasmiques) à la suite de divers stimulus. Le plus important de ces stimulus est 

la présence d’acides gras en quantité dans la lumière de l’intestin. Chez l’homme, 

l’ingestion massive d’acides gras entraine une augmentation significative du taux 

plasmatique de NTS, passant d’un facteur 1 à 10, en moins d’une heure (Ferris et al. 

1991).Cette augmentation du taux sérique reste stable pendant au moins 10 heures 

Précurseur 

LF-NN 

LF-NTS 
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après l’ingestion du repas (Gullo et al. 1998). D’autres facteurs, tels que la 

bombesine ou la substance P, stimulent plus modérément la libération de NTS. En 

revanche, l’acidité ou l’hyperosmolarité dans la lumière intestinale peuvent stimuler la 

sécrétion de NTS par les cellules entéro-endocrines afin notamment de 

contrebalancer la sécrétion d’acide gastrique (Schubert 2008).   

 

4.2. Recepteurs de la NTS 

Les actions de NTS sont principalement médiées par trois récepteurs NTSR1, 

NTSR2 et NTSR3. Le récepteur NTSR1 est le plus ubiquitaire et très largement 

présent dans le SNC, à la périphérie et dans une grande variété de tumeurs solides. 

Il est considéré comme le récepteur prédominant médiant les effets de NTS, en 

particulier dans le cancer, car favorisant la prolifération cellulaire, la migration et 

l’invasion des tissus.  

 

4.2.1. NTSR1 

La séquence protéique du récepteur de haute affinité pour NTS de type 1 (NTSR1) 

humain, isolée à partir de lignées de cellules tumorales coliques, consiste en 418 

acides aminés (46 kDa) (Vita et al. 1993). Ce  récepteur appartient à la superfamille 

des récepteurs couplés aux protéines G et contient sept domaines 

transmembranaires hydrophobes, trois boucles extracellulaires, trois boucles 

intracellulaires, une courte extrémité C-terminale intracellulaire ainsi qu’une plus 

longue extrémité N-terminale extracellulaire (Figure 24) (Patrick Kitabgi 2006). La 

liaison du NTS à la surface extracellulaire du NTSR1 induit des changements 
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conformationnels des domaines intracellulaires, leur permettant d’interagir avec les 

protéines G et de stimuler la signalisation d’aval (Pelaprat 2006). 

 

 

Figure 24 : Schéma représentant NTSR1 (bleu) et NTSR2 (jaune), les résidus communs entre les 2 
récepteurs sont colorés en vert. Les résidus impliqués dans la liaison à NTS sont indiqués en rose, à 
SR48692 un inhibiteur chimique du récepteur en orange, et aux deux en rouge. Des résidus cruciaux 
pour l’internalisation de NTSR1 sont en violet. La région de la troisième boucle intracellulaire (I3) 
essentielle au couplage à la phospholipase C, est représentée en gris. Les Y représentent les sites de 
glycosylation, les E les boucles extracellulaires, et J intracellulaires (Vincent, Mazella, and Kitabgi 
1999)  

 

 

Dans tous les systèmes étudiés, l’interaction de la NTS avec le récepteur NTSR1 

conduit à l’activation de la phospholipase C (PLC), à la production d’inositol-1,4,5-

triphosphate (IP3), suivi d’une libération de calcium intracellulaire ainsi qu’à la 

production de diacylglycérol (DAG) et l’activation consécutive de la PKC. L’activation 

de cette voie résulte du couplage préférentiel du récepteur NTSR1 à une protéine G 

hétérotrimérique de type Gαq/11. La Figure 25 résume les voies de signalisations 
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importantes associées au couple NTS/NTSR1 et ayant des conséquences sur les 

évènements cellulaires et leur implication dans la progression et l'agressivité 

tumorale. L'activation de la PKC est un événement majeur et central dans la 

signalisation oncogénique du NTSR1. Comme on peut le voir sur le schéma ci-

dessous, trois voies majeures sont activées : 

 - La NTS induit la libération du calcium intracellulaire qui entraine une augmentation 

de GMP cyclique, et à l'activation des histones deacétylases (HDAC) responsables 

des enzymes clés de la régulation épigénétique (voie mauve sur le schéma) (Bozou 

et al. 1989).  

- La NTS active également la famille des petites GTPase, comme Rho, Rac, Cdc42. 

Ces protéines ont un rôle important dans le cycle et la mobilité cellulaires (voie bleue 

sur le schéma).  

- Mais surtout, l'activation de la PKC engendre la stimulation de la cascade ERK. 

Cette activation se fait soit directement selon des voies dépendantes de l'activation 

de Raf-1 ou la de PKD. Ou par la transactivation du récepteur EGF-R suite à 

l'intervention des métalloprotéinases et la libération de ligands "EGF like". Cette 

cascade ERK est très impliquée dans l’induction de gènes associés dans la 

prolifération cellulaire, la survie ou la mobilité cellulaire (voie rouge et jaune) (Zhao et 

al. 2007). 
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Figure 25 : Résumé des voies de signalisation par lesquelles le couple NTS/NTSR1 peut contribuer à 
la progression tumorale (Dupouy et al. 2011) 

 

 

Dans ce mémoire, nous n’insisterons pas sur les médiateurs impliqués et les effets 

consecutifs de la stimulation neurotensinergique en situation physiologique, pour 

nous concentrer sur le rôle de la signalisation et stimulation NTS/NTSR1 dans le 

cancer broncho-pulmonaire, plus particulièrement.  

 

4.2.2. Rôle de NTS/NTSR1 dans le cancer et le CBNPC  

Le récepteur NTSR1 n’est que peu exprimé dans les cellules saines, mais il est dé-

réprimé dans de nombreuses cellules cancéreuses et tumeurs solides en particulier 

les cancers bronchiques (Dupouy et al. 2011). Les mécanismes impliqués dans la 

surexpression de NTSR1 par les tumeurs sont la dérégulation de la voie 

wnt/bétacaténine, comme cela a été montré par notre équipe, et l’hyperméthylation 

du promoteur (Souazé, Viardot-Foucault, et al. 2006 ; Souazé, Dupouy, et al. 2006 ; 



89 
 

Z. Dong, Wang, and Evers 2000). Dans un contexte physiologique, après son 

activation par le ligand, NTSR1 est dégradé dans des vésicules de lysosomes 

inhibant ensuite la signalisation NTSR1. Au contraire, dans la pathologie tumorale, 

des boucles de régulation autocrines et/ou paracrines à NTS se mettent en place, 

entrainant une modification du trafic cellulaire de NTSR1. Celui-ci est dirigé vers le 

compartiment péri-nucléaire trans-golgien de recyclage, où il s’accumule, puis est ré-

adressé à la membrane cellulaire. Les effets cumulatifs de la néosynthèse et du 

recyclage du NTSR1 restaurent et installent une sensibilité cellulaire permanente à la 

NTS. Ce mécanisme d’auto-entretien aboutit à l’activation chronique de toutes les 

signalisations et des cibles moléculaires de la NTS, en particulier la cascade MAPK, 

la libération du calcium intracellulaire, la famille des petites GTPases, et les gènes 

cibles associés comme Bcl-2, MMP9, ou IL-8 (détails Figure 26) (Dupouy et al. 

2011).  

Les stimulations autocrines et/ou paracrines de NTSR1 induisent et amplifient des 

effets cellulaires impliqués dans la croissance tumorale (prolifération et survie) et 

dans les processus métastatiques (la migration, l’adhérence, l’invasion cellulaire) 

(Alifano et al. 2010). Ces effets ont été retrouvés sur des tumeurs expérimentales 

avec une diminution de leur croissance et de l’émergence de métastases lorsque 

l’expression du NTSR1 est abolie et à l’inverse une augmentation de ces effets 

lorsque l’expression du NTSR1 ou de la NTS est forcée (Souazé, Dupouy, et al. 

2006). 
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Figure 26 : Signalisation pro-oncogénique induite par  la stimulation chronique du NTSR1 par NTS ou  
un agoniste de la NTS. L’activation de l’ensemble de ces drivers confère à la cellule tumorale un 
degré élevé d’agressivité, avec un haut pouvoir métastatique et une résistance aux traitements 
(Souazé, Dupouy, et al. 2006)  

 

Dans des modèles cellulaires d’origine pulmonaires et mammaires, l’activation 

chronique du NTSR1 induit l’expression et l’activation (de 200 à 600 %) des trois 

récepteurs majeurs aux facteurs de croissance (HERs) : EGF-R, HER2 et HER3. 

Cette activation chronique des HERs résulte de l’activation des métalloprotéinases 

(MMP9 dans le modèle mammaire et MMP1 dans le modèle bronchique) et de la 

libération respective de ligands spécifiques pour EGF-R et HER3, à savoir Hb-EGF 

et Neuréguline 1 ou Neuréguline 2 (Younes et al. 2014a ; Dupouy et al. 2014a).  

Le couple NTS/NTSR1 est donc un agent potentialisateur de la croissance et de la 

progression tumorale, en agissant sur l’activation concomitante de dimères et 

monomères des récepteurs aux facteurs de croissance.  

 



91 
 

4.2.3. Expression de NTSR1 dans le cancer et le CBNPC  

 Il a également été montré par notre équipe que l’expression de NTSR1 représente 

un marqueur de mauvais pronostic indépendant dans le CBNPC (Dupouy et al. 

2011 ; Alifano et al. 2010a). L’expression du NTSR1 en immuno-histochime a été 

étudiée sur une série de 138 patients présentant un adénocarcinome de stades 1 et 

sur 26 patients opérés de pneumothorax spontané (parenchyme pulmonaire non 

tumoral) où elle était absente alors qu’elle existait chez 60 % des cas 

d’adénocarcinomes (Figure 27). Ces patients étant naїfs de traitements d’induction 

(chimiothérapie ou radiothérapie), ces résultats montrent que l’activation du système 

neurotensinergique est associée à la progression tumorale du CBNPC.  

 

Figure 27 : Comparaison de l’expression de NTS /NTSR1 en IHC entre adénocarcinomes pulmonaires 
humains (n=138) et parenchymes sains (n=26). L’expression des deux protéines est significativement 
supérieure pour les adénocarcinomes (Figure conçue par l’équipe)  
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De plus, dans une série de 228 patients présentant un primitif pulmonaire réséqué, la 

forte expression de NTSR1 en immunohistochimie était associée à un plus mauvais 

pronostic, mais seulement pour les adénocarcinomes lorsqu’on effectue une analyse 

de survie en fonction du type histologique (Figure 28). Or, pour les adénocarcinomes, 

le récepteur est localisé à l’intérieur de la cellule indiquant son activation chronique, 

alors que dans les autres types, en particulier les épidermoïdes, NTSR1 est plutôt 

localisé à la surface, évoquant son statut non activé (Alifano et al. 2010). 

 

Figure 28 : Comparaison des taux de survie de patients opérés pour un CBNPC, tous types 
histologiques confondus, pour les adénocarcinomes (ADK), ou carcinomes épidermoïdes, en fonction 
de leur statut NTSR1. Le NTSR1 est donc un facteur pronostic significatif chez les patients opérés 

pour un adénocarcinome pulmonaire (Figure conçue par l’équipe) 

 

4.2.4. Influence du couple NTS/NTSR1 sur la réponse aux 

traitements  

L’activation concomitante de nombreuses signalisations à caractères oncogéniques 

non seulement favorise la progression tumorale, mais également impacte sur la 

sensibilité à certains traitements du CBNPC comme les sels de platine (J. Liu et al. 

2017 ; Dupouy et al. 2014 b). Ainsi l’équipe a montré dans un modèle de cancer de 

l’ovaire qu’un antagoniste du NTSR1, le SR 48692 améliore la réponse aux 

carboplatine. Dans des modèles expérimentaux in vivo et in vitro, des expositions 
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chroniques de cellules d’origine de cancer de l’ovaire, SKOV3 et A2780, répondaient 

mieux au carboplatine, traitement standard de ce cancer. En effet, comme cela est 

décrit dans la Figure 29, le blocage de l’activation de NTSR1 augmente la quantité 

de platine dans la cellule et à l’ADN ; ceci en diminuant l’efflux du médicament grâce 

à la baisse du taux protéique d’ATP7A et ATP7B.  

 

Figure 29 : Effets induits par le blocage de NTSR1 sur les mécanismes cellulaires d’influx et d’efflux 
des sels de platine (carboplatine) et les dommages associés (dans le cancer ovarien). Le blocage de 
NTSR1 est effectué par un antagoniste (SR-48692) représenté en rouge sur les protéines 
transmembranaires (Courtoisie Dr Liu J)  

 

Dans le but de développer une thérapie anti-tumorale ciblant le système 

neurotensinergique, l’équipe a conçu et produit des anticorps monoclonaux visant à 

bloquer la stimulation neurotensinergique. Un anticorps a été développé à partir du 

peptide mature actif NTS et un deuxième à partir du long fragment LF-NTS. Ces 
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anticorps ont été sélectionnés sur leurs propriétés neutralisantes in vitro. Ils font 

partie des outils pharmacologiques majeurs utilisés dans le travail numéro 2 de cette 

thèse.  

 

Chapitre 5. Rationnel et objectifs de la thèse 

Malgré les progrès réalisés dans la détection et le traitement du CBNPC, le taux de 

survie à 5 ans, est de 18 % tous stades et toutes histologies confondus et descend 

jusqu’à 5 % pour les malades de stade IV (Figure 30) (Siegel, Miller, and 

Jemal 2018).  

 

Figure 30 : Taux de survie à 5 ans des cancers broncho-pulmonaires (%), en fonction du stade 
localisé, à extension locorégionale, disséminé, puis tous stades confondus. En orange toutes les 
ethnies confondues, en vert caucasien, bleu non caucasien (Siegel, Miller, and Jemal 2018).   

 

Les malades traités par chirurgie, qui comptent actuellement pour 30 % des CBNPC 

au moment du diagnostic, représentent la population au pronostic le plus favorable 

avec une survie à 5 ans de l’ordre de 50 %, variant aussi selon le stade clinique et 
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pathologique (stade Ia >80 %, stade Ib environ 60 %, stade II autour de 30-40 %, 

stade III 20-30 %). Le bénéfice démontré du traitement multimodal sur ces malades 

« chirurgicaux » est significatif, mais reste modeste comme en témoigne, par 

exemple, le gain de survie à 5 ans de 5 % pour la chimiothérapie adjuvante (à base 

de sels de platine la plupart du temps), dans des essais randomisés contrôlés 

(Arriagada et al. 2010; 2004). Pour les patients de stade plus avancé (certains IIIa, 

IIIb et IV) traités par thérapie systémique exclusive ou combinée à la radiothérapie 

les faibles taux de survie à 5 ans rapportés montrent clairement qu’un plateau a été 

atteint en termes de bénéfice thérapeutique.  

Outre la prévention il semble donc nécessaire de bien comprendre les mécanismes 

de la carcinogenèse, de la progression tumorale, et de résistance aux traitements 

ainsi que leurs interactions éventuelles afin d’améliorer les résultats oncologiques à 

moyen ou long termes. Les grands axes de recherche mis en œuvre pour améliorer 

le pronostic comprennent notamment l’identification de biomarqueurs théranostiques 

permettant à la fois de prédire la réponse aux traitements existants ou de définir les 

cibles de nouveaux outils thérapeutiques à développer, puis de tester des 

combinaisons de traitements pour évaluer et optimiser leur efficacité. Dans cette 

thèse, deux aspects différents de l’arsenal thérapeutique du CBNPC sont 

explorés avec pour objectif final d’optimiser la prise en charge et améliorer le 

pronostic du cancer pulmonaire: le cisplatine et son influence sur l’expression de PD-

1/PD-L1, puis la NTS et l’impact de son blocage spécifique sur la réponse aux sels 

de platine. 

Le développement des immunothérapies et des ICIs ont représenté une avancée 

majeure du traitement du CBNPC et continuent de susciter beaucoup d’attente et 

d’espoir pour médecins et patients. Si les indications ne cessent d’évoluer et de 
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s’étendre, les ICIs comme les anti-PD-1/PD-L1 ne permettent un contrôle durable de 

la maladie que dans une proportion limitée de patients atteints par un CBNPC de 

stade avancé, notamment ceux dont la tumeur présente plus de 50% de cellules 

tumorales marquées PD-L1 (von Pawel et al. 2019; Reck et al. 2019). C’est pourquoi, 

ces dernières années, un intérêt prononcé pour l'expression de PD-L1 et sa 

régulation a été montré par différentes équipes de recherche (Maleki Vareki, 

Garrigós, and Duran 2017; Z.-Y. Dong et al. 2016).  

Plusieurs études ont évalué l’impact des traitements systémiques sur le 

microenvironnement tumoral des CBNPC et sur les point de contrôle immunitaires, 

notamment pour les sels de platine (Shin et al. 2018; P. Zhang et al. 2016). En effet, 

les sels de platine restent une arme thérapeutique majeure dans la prise en charge 

multimodale des patients atteints de CBNPC de tout stade, que ce soit en modalité 

néo-adjuvante, adjuvante ou en traitement systémique exclusif. Ceci a poussé notre 

équipe, comme d’autres, à s’intéresser particulièrement à la capacité du cisplatine à 

augmenter ou diminuer l’immunogénicité tumorale et par extrapolation les capacités 

d’élimination de l’immunité adaptative.  

Plus précisément, l’objectif principal de ce travail était d’étudier l’effet du cisplatine 

sur l’expression de PD-L1 par les cellules tumorales et immunitaires du 

microenvironnement, avec comme but corolaire de rationnaliser l’association de 

thérapies combinant sels de platine et anti-PD-1/PD-L1. En effet, en cas 

d’augmentation de l’expression de PD-L1 par le cisplatine, on peut émettre 

l’hypothèse d’une meilleure réponse aux ICI anti-PD-1 ou PD-L1, apportant une 

justification logique aux essais cliniques de thérapies combinées, comme certains 

réalisés actuellement (Antonia et al. 2017 ; S. V. Liu et al. 2018 ; Paz-Ares et al. 

2018; Gandhi et al. 2018). De plus, la mécanistique de la régulation de PD-L1 par les 
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sels de platine reste flou, et si certains auteurs ont proposé une régulation de la 

transcription du gène PD-L1 par l’intermédiaire de voies de signalisation 

oncogéniques telles que mTOR/PI3K/AKT (Zerdes et al. 2018), il semble nécessaire 

de continuer à explorer les mécanismes impliqués. 

Afin de répondre à ces premiers objectifs, j’ai, dans ce travail, analysé la modification 

d’expression de PD-L1 par le cisplatine à trois niveaux différents :  

- Une cohorte de patients opérés de CBNPC ayant reçu une chimiothérapie 

néoadjuvante. 

- Des tumeurs pulmonaires expérimentales greffées à des souris 

- Des lignées cellulaires de cancer broncho-pulmonaire permettant également 

d’initier une partie mécanistique.  

Les résultats attendus étant une up-régulation de PD-L1 par les cellules tumorales 

après traitement par le cisplatine et une meilleure efficacité anti-tumorale des 

traitements anti-PD-1/PD-L1 combinés aux sels de platine par rapport aux mono-

thérapies.  

En parallèle, l’équipe de recherche développant un outil pharmacologique anti-

neurotensine, le deuxième but de ce travail était de tester l’impact du blocage 

spécifique de la signalisation neurotensinergique sur la plasticité cellulaire at la 

croissance tumorale ainsi que sur la sensibilité au cisplatine, dans le CBNPC, tel que 

schématisé par la Figure 31 ci-dessous. Le but corolaire étant, là encore, d’évaluer et 

prédire l’utilité de thérapies combinant sels de platine et blocage ciblé du couple 

NTS/NTSR1, dans le traitement du CBNPC.   
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Figure 31 : Effets potentiels du blocage de la signalisation NTS/NTSR1  par un anticorps anti-NTS (en 
vert, partie droite) restaurant la dégradation physiologique de NTSR1 dans les lysosomes.Il en résulte 
une inhibition de l’activation en cascade de facteurs oncogéniques promouvant l’agressivité tumorale 
et son potentiel métastatique (Figure conçue par le laboratoire) 
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Chapitre 6. Résultats 

6.1. Le cisplatine augmente l'expression de PD-L1 et 
optimise l’inhibition du point de contrôle immunitaire PD-
1/PD-L1 dans le CBNPC (Travail 1) 

Cisplatin increases PD-L1 expression and optimizes immune check-point blockade in non-small cell 

lung cancer (Fournel et al. 2019, article publié, en annexe 1)   

 

6.1.1. Introduction 

Lors de la dernière décennie, le développement des immunothérapies a constitué 

une évolution majeure dans la prise en charge du cancer en général et du CBNPC 

en particulier. En effet, les indications de ce type de traitement sont de plus en plus 

nombreuses dans le parcours des patients ayant un cancer pulmonaire et il est 

important d’étudier les éventuelles interactions entre thérapies systémiques qui 

pourraient impacter leur efficacité anti-tumorale  ainsi que le pronostic des malades.  

Dans ce travail, nous évaluerons l’effet d’une drogue clé du CBNPC, le cisplatine, sur 

l’expression du ligand PD-L1, cible actuellement principale des inhibiteurs de point 

de contrôle immunitaire dans les néoplasies pulmonaires.  

 

6.1.2 Patients et spécimens chirurgicaux 

Nous avons examiné rétrospectivement une cohorte de 122 patients opérés dans 

notre centre de référence tertiaire de chirurgie thoracique entre 2000 et 2007, pour 

une résection à visée curative d'un carcinome broncho-pulmonaire primitif localement 
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avancé après chimiothérapie néo-adjuvante  qui avait permis d’objectiver une 

réponse partielle (PR) ou une maladie stable (SD), à l'évaluation 

tomodensitométrique (Eisenhauer et al. 2009). Tous les cas ont été préalablement 

discutés au sein d’une réunion de concertation multidisciplinaire. Finalement, pour 39 

cas sur 122, des échantillons tumoraux étaient disponibles pour analyse en 

immunohistochimie de tissus appariés en pré- et post-chimiothérapie néo-adjuvante. 

En effet, dans le cas de cette cohorte de patients étaient disponibles des blocs inclus 

dans la paraffine de ganglions lymphatiques médiastinaux métastatiques, obtenus 

lors du bilan initial de stadification par médiastinoscopie ou médiastinotomie 

antérieure, ainsi que des blocs de tumeur primitive pulmonaire obtenus lors de la 

résection chirurgicale, tout ceci permettant une évaluation immunohistochimique 

comparative de l’expression de PD-L1.  

Il est à noter que les analyses moléculaires telles que les mutations EGF-R ou K-ras 

et les tests de réarrangements ALK-ROS-1 n'étaient pas effectuées en routine à 

cette époque, rendant ces données inaccessibles à cause de l’absence de 

tumorothèque et d’échantillons congelés de manière systématique. Les données 

épidémiologiques ainsi que la réponse clinico-radiologique et pathologique à la 

chimiothérapie (exprimées en pourcentage de nécrose, ou fibrose par rapport au 

pourcentage de cellules tumorales viables) ont également été recueillies et 

analysées. La «viabilité» étant définie, lors de l’analyse de tissu post-chimiothérapie, 

par la présence de cellules tumorales présentant une chromatine nucléaire distincte 

et une membrane nucléaire ou cytoplasmique intacte, et par l’absence de signe de 

nécrose (caryorrhexis, caryolyse et pycnose). 
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Cohorte « contrôle » 

 En outre, nous avons évalué le statut PD-L1 en immunohistochimie sur une 

deuxième cohorte de 20 patients ayant subi une résection chirurgicale initiale du 

CPNPC avec évaluation du ganglion médiastinal pathologique postopératoire 

montrant une invasion tumorale de ganglions médiastinaux non diagnostiquée lors 

de la stadification préopératoire, ces cas étant aussi appelés minimal N2 ou plus 

communément N2 «de rencontre». Ces patients n’ayant reçu aucune chimiothérapie 

néo-adjuvante, l’évaluation de l’expression de PD-L1 entre ganglions lymphatiques 

tumoraux et tumeur primitive pulmonaire a servi de cohorte « témoin ». 

Un consentement éclairé a été obtenu de tous les patients ou de leurs proches (dans 

le cas de patients décédés). Le protocole a été approuvé par le comité d’éthique 

local (CPP Ile de France II, n ° 2008-133 et 2012 06-12) en accord avec la loi 

française et la déclaration d’Helsinki. 

 

6.1.3. Résultats préliminaires 

L’hypothèse d’une influence des sels de platine sur l’expression de PD-L1 avait été 

initialement évoquée par  des résultats préliminaires obtenus in vitro. En effet, lors de 

la réalisation d’un travail sur la neurotensine et le carboplatine dans le cancer 

ovarien, nous avions constaté une amplification du niveau de l’ARNm de PDL-1 par 

exposition de cellules SKOV3  (lignée de carcinome ovarien) au carboplatine (Figure 

32). 
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Figure 32 : niveau d’ARNm PD-L1 par PCR effectuée à 24h (colonne quadrillée) et 48h (colonne 

pleine)  après exposition de cellules SKOV3 à confluence, au PBS (Ctrl) ou au carboplatine (150 µM)  

 

Suite à cette observation, nous avons testé l’effet du cisplatine sur une lignée 

cellulaire de carcinome pulmonaire humain, LNM-R, dans différentes conditions 

expérimentales en termes de concentration et durée d’exposition à la chimiothérapie. 

De même que pour les SKOV3, le traitement par un sel de platine augmentait la 

quantité d’ARNm PD-L1 par rapport au contrôle, cet effet semblant plus important à 

des concentrations plus élevées de cisplatine et se vérifiait à 24 et 48 heures 

d’exposition (Figure 33). 
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Figure 33 : niveau d’ARNm PD-L1 par PCR effectuée à 24h et 48h après exposition de cellules LNM-
R à confluence, au PBS (Ctrl) ou au cisplatine à différentes concentrations 



103 
 

 6.1.4. Résultats du travail 1 

 

L'expression de PD-L1 n'est pas différente entre tumeur primitive pulmonaire 

et ganglions médiastinaux métastatiques  

 

Nous avons analysé l’expression de PD-L1 en immunohistochimie sur des pièces de 

résection de primitifs pulmonaires et de ganglions médiastinaux envahis, sur une 

cohorte de 20 patients présentant un envahissement ganglionnaire médiastinal 

« inattendu » n’ayant pas été diagnostiqué au bilan d’extension radio-métabolique 

préopératoire (minimal N2). De ce fait, les malades de cette cohorte n’avaient reçu 

aucun traitement d’induction et donc pas de cisplatine. A l’analyse pathologique 

définitive des spécimens, ces carcinomes pulmonaires étaient classés pN2. Comme 

le montre la Figure 34, aucune différence significative de pourcentage de cellules 

marquées PD-L1 n’a été observée entre les deux sites, primitif pulmonaire et 

secondaire médiastinal (p = 0,62).  

 

Figure 34 : Comparaison individuelle de % de cellules tumorales marquées PD-L1 entre tumeur 
primitive pulmonaire et ganglions médiastinaux métastatiques 
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Ceci représente un argument renforçant le postulat de base à l’analyse comparative 

de l’expression de PD-L1 avant et après chimiothérapie néo-adjuvante. En effet les 

tissus tumoraux disponibles pour l’analyse pré-chimiothérapie sont quasi 

exclusivement issus de biopsies ganglionnaires médiastinales. L’absence de 

différence d’expression constitutive entre les deux sites est donc un prérequis à 

l’analyse de l’effet d’un traitement sur l’expression de PD-L1 par les cellules 

tumorales, ce que semble confirmer les résultats préliminaires obtenus sur cette 

cohorte « contrôle ».  

Il est intéressant de noter qu’un seul patient a présenté un marquage positif de PD-

L1 ≥ 50 % des cellules tumorales dans le poumon primaire par rapport à <50 % dans 

les ganglions lymphatiques. De plus, dans la plupart des cas, le statut de PD-L1 était 

similaire entre les deux sites et seules quelques tumeurs abritaient un pourcentage 

plus élevé de cellules colorées par PD-L1 dans les tumeurs primaires que dans les 

ganglions lymphatiques, dans cette cohorte de patients ne recevant pas de cisplatine 

(Tableau 2). 

 

Tableau 2: Répartition des patients en fonction du statut PD-L1 et du site tumoral 

                             
% de cellules PD-L1 (+) 

 
0% 

 
1-49 % 

 
≥50 % 

Primitif pulmonaire    
       

n=13 n=5 n=2 

Ganglions médiastinaux n=15 n=3 n=2 

 

Au-delà des tests statistiques ne montrant pas de différence significative entre le 

statut de PD-L1 exprimé en tant que variable continue (dans une cohorte 

relativement petite d'une affection rare, N2 minimal), cette analyse descriptive 

catégorielle renforce notre hypothèse considérant que l'expression de PD-L1 à des 
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localisations nodales métastatiques peut être considérée comme représentative de 

celle de la tumeur primitive. 

 

La chimiothérapie à base de cisplatine induit l’expression de PD-L1 par les 

cellules tumorales et immunitaires de CBNPC réséqués 

 

Nous avons identifié trente-neuf patients ayant des échantillons de tumeur appariés 

permettant des analyses en immunohistochimie de tissus pré- et post chimiothérapie 

néo-adjuvante. Cette cohorte se composait de 29 (74,4 %) hommes et 10 (25,6 %) 

femmes, d’âge moyen 56,5 (± 8,1 ans). La plupart des patients étaient des fumeurs 

(76,9 %) avec une consommation moyenne de tabac de 37,1 (± 6,2) paquets-années 

(Tableau 3). Les patients atteints de broncho-pneumopathie chronique obstructive 

(BPCO) représentaient 51,3 % de l’ensemble de la cohorte. La chimiothérapie néo-

adjuvante consistait en l’administration d’un doublet comprenant toujours du 

cisplatine associé à un second agent chimiothérapeutique, permettant d’obtenir, au 

bilan de réévaluation, une réponse partielle ou une maladie stable chez 15 (38,5 %) 

et 24 (61,5 %) des patients, respectivement. Ces malades étant considérés éligibles 

à un traitement local chirurgical étaient donc opérés, et bénéficiaient majoritairement 

de lobectomie pulmonaire associée à un curage ganglionnaire médiastinal (51,3 % 

des cas). L’analyse pathologique des pièces de résection révélait que les tumeurs 

étaient principalement des adénocarcinomes, et que les taux moyens de 

remaniements histologiques post-chimiothérapie étaient répartis comme suit: 

nécrose (16,1 ± 20,3) %, fibrose (48,2 ± 27,7) % et cellules tumorales viables (35,7 ± 

23,0) %.  
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Tableau 3 : caractéristiques cliniques des patients opérés après chimiothérapie néo-adjuvante 

 
Variable Nombre de patients 

(%) 

Genre   
 Homme 

                   Femme 
Age      
                  ≤ 60 ans 
                  > 60 ans 
Tabagisme     
                  Jamais 
                  Sevré ou actif 
BPCO     
                  Oui  
                  Non  
Stade clinique  
                  Ia,b-IIa,b 
                  IIIa 
                  IIIb 
                  IV 
 
Type de chimiothérapie   
                  Cis + gemci 
                  Cis + vino 
                  Cis + autre 
         
Nombre de cure  de CT              
                  2 
                  3 
                  4       
Type de resection    
                  Lobectomie 
                  Bilobectomie 
                  Pneumonectomie 
Stade pathlogique     
                  Ia,b 
                  IIa,b 
                  IIIa 
                  IIIb 
                  IV 
Histologie    
                  Adénocarcinome 
                  Epidermoïde 
                  CBNPC 
                  Neuroendocrine 
NPC 
yp % de tumeur viable 
                  ≤50%  
                  >50%  
yp % de fibrose  
                  ≤30%  
                  >30%  
yp % de nécrose   
                  ≤30%  
                  >30%  

  
 29 (74,4%) 
 10 (25,6%) 
  
 25 (64,1%) 
 14 (35,9%) 
  
 9 (23,1%) 
 30 (76,9%) 
  
 20 (51,3%) 
 19 (48,7%) 
  
 0 (0,0%) 
 38 (97,4%) 
 1 (2,6%) 
 0 (0,0%) 
  
 
18 (46,2%) 
 13 (33,3%) 
 8 (20,5%) 
  
 
16 (41,0%) 
16 (41,0%) 
 7 (18,0%) 
 
 20 (51,3%) 
 4 (10,3%) 
 15 (38,5%) 
  
 7 (17,9%) 
 8 (20,5%) 
 22 (56,4%) 
 2 (5,1%) 
 0 (0,0%) 
  
 21 (53,8%) 
 11 (28,2%) 
 6 (15,4%) 
 1 (2,6%) 
  
 10 (25,6%) 
 29 (74,4%) 
 
 13 (33,3%) 
 26 (66,7%) 
 
 30 (76,9%) 
 9 (23,1%) 

    BPCO: broncho-pneumopathie chronique obstructive ; Cis: cisplatine; gemci: gemcitabine; vino: vinorelbine; 
CBNPC: carcinome non à petites cellules; CT : chimiothérapie ;  yp: analyse pathologique post-chimiothérapie.  
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Il est à noter que parmi les 39 cas de cette cohorte de patients ayant reçu une 

chimiothérapie néo-adjudante et ayant été opérés de leur tumeur primitive 

pulmonaire avec curage ganglionnaire médiastinal associé : 

– 15 malades ont été « downstagés » et ont présenté une diminution du stade de 

classification de la tumeur après analyse pathologique définitive, car les ganglions 

médiastinaux prélevés lors de la lymphadénectomie systématique étaient exempts 

de cellule tumorale après chimiothérapie (yp N2 négatifs). La chimiothérapie néo-

adjuvante ayant permis une régression complète de la tumeur au niveau 

ganglionnaire médiastinal, ces tissus n’étaient plus utilisables pour évaluer 

prospectivement l’expression de PD-L1 par les cellules tumorales. 

– 2 malades n’avaient plus de tissu ganglionnaire médiastinal disponible pour 

effectuer une nouvelle analyse d’immunohistochimie (échantillons de base 

probablement trop petits ou non conservés, la cohorte datant du début des 

années 2000). 

– 22 patients « seulement » ont présenté une atteinte tumorale résiduelle au niveau 

des ganglions médiastinaux malgré chimiothérapie d’induction (ypN2 +)  

Nous avons tout d’abord évalué le pourcentage de cellules marquées PD-L1 sur les 

lames de ganglions lymphatiques appariés de ces 22 derniers patients. Dans cette 

cohorte de petite taille, l’expression de PD-L1 par les cellules tumorales de ces sites 

métastatiques ganglionnaires était plus élevée après chimiothérapie néo-adjuvante, 

sans pour autant atteindre la significativité statistique. En effet, le pourcentage 

moyen de cellules tumorales positives pour PD-L1 entre tissus pré- et post-

chimiothérapie était respectivement de 5,7 et 13,3 (p = 0,17) (Figure 35). 
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Figure 35 : Comparaison du % de cellules tumorales ganglionnaires médiastinales marquées PD-L1 
avant et après chimiothérapie néo-adjuvante 

 

Afin d’élargir la taille de la cohorte aux 39 patients ayant été opérés après 

chimiothérapie d’induction, nous avons également réalisé un marquage PD-L1 

prospectif sur les échantillons de tumeur primitive pulmonaire réséquée (Figure 36).  

Là encore, les résultats montraient que le pourcentage de cellules tumorales PD-L1 

positives était plus élevé après chimiothérapie néo-adjuvante que pour les 

échantillons tumoraux initiaux (pré-chimiothérapie, 26 % contre 11 %, 

respectivement, p = 0,017), suggérant un effet inducteur du cisplatine sur 

l’expression de PD-L1 (Figure 37).  
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Figure 36 : Exemple de marquage PD-L1 en IHC, réalisé sur tissu tumoral ganglionnaire pré-
chimiothérapie et pulmonaire post-chimiothérapie d’un même patient et à différents grossissements. 
Le marquage PD-L1 est de couleur marron et la morphologie permet de différencier cellules tumorales 
et cellules immunitaires ou stromales  

 

 

Figure 37 : Comparaison du % de cellules tumorales marquées PD-L1 avant (ganglions) et après 
(tumeur pulmonaire primitive) chimiothérapie néo-adjuvante ;* p<0.05  
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Il est intéressant de noter que ΔPD-L1 (% cellules marquées PD-L1 après cisplatine - 

% cellules marquées PD-L1 avant cisplatine, voir méthodes) était positif, nul ou 

négatif dans 22 (56,4 %), 8 (20,5 %) et 9 (23,1 %) des cas, respectivement (Figure 

38). Parmi les patients ΔPD-L1 positifs, 9 (23,1 % au total) ont présenté un 

changement de catégorie d’expression PD-L1, passant de <50 % à ≥ 50 % de 

cellules marquées, et ont donc été classés comme ΔPD-L150 positifs.  

 

Figure 38 : Répartition catégorielle de ΔPD-L1 des cellules tumorales 

 

En cherchant d’éventuelles associations entre l’expression de PD-L1 et des facteurs 

cliniques ou pathologiques (Tableau 4) , nous avons noté que le sous-groupe de 

patients qui présentaient <5 % de cellules tumorales PD-L1 positives avant 

traitement à base de cisplatine avaient des tumeurs avec un taux de fibrose 

significativement plus élevé (p = 0,034) et qui tendaient à être composées d’une 

proportion plus faible de cellules tumorales viables (p = 0,101) après chimiothérapie 

néo-adjuvante que les autres patients. A l’inverse, les primitifs pulmonaires qui 

présentaient plus de 50 % de cellules tumorales PD-L1 positives après 
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chimiothérapie avaient un taux moyen de fibrose significativement plus faible (p = 

0,030), et un taux de nécrose significativement plus élevé (p = 0,011) que les autres. 

De plus, nous avons observé que la proportion de tumeurs présentant plus de 50 % 

de cellules tumorales viables après chimiothérapie était significativement plus élevée 

dans le sous-groupe de patients ΔPD-L150 positifs par rapport aux cas négatifs (p = 

0,019).  

Tableau 4 : Association entre facteurs clinico-pathologiques et ΔPD-L1 

 
Variable 

 
Moyenne (±SEM) 

ΔPD-L1 

 
Valeur du  p 

Proportion de patients 
ΔPD-L150 positifs dans la 

catégorie (%) 

 
Valeur du  p 

Genre 
   Homme 
   Femme 

 
13,7 (6,8) 

17,6 (12,3) 

 
0,78 

 
20,7 
30,0 

 
0,66 

Age > 60 ans 
   Oui 
  Non 
    

 
11,7 (8,4) 
17,8 (8,5) 

 
0,60 

 
14,3 
28,0 

 
0,28 

Tabagisme 
   Actif/sevré 
   Jamais 
    

 
14,7 (6,9) 

17,7 (14,5) 

 
0,84 

 
23,3 
22,2 

 
0,66 

BPCO 
   Oui 
   Non 

 
22,6 (8,2) 
7,8 (9,2) 

 
0,23 

 
30,0 
15,8 

 
0,25 

Type de Chimiothérapie 
   Cis + gemci 
   Cis + vino 
   Cis + autre 

 
16,7 (5,8) 
8,6 (4,2) 

23,2 (8,3) 

 
0,67 

 
22,2 
20,0 
33,3 

 
0,80 

Nombre de cures 
   <4 
   ≥4 

 
17,3 (6,2) 
1,8 (25,6) 

 
0,40 

 
20,0 
23,5 

 
0,67 

yp tumeur viable >50% 
   Oui 
   Non 

 
30,8 (13,2) 

8,7 (6,3) 

 
0,09 

 
50,0 
13,8 

 
0,02 

yp Nécrose >30% 
   Oui 
   Non 

 
6,6 (15,4) 
16,9 (6,3) 

 
0,47 

 
22,2 
23,3 

 
0,66 

yp Fibrose >30% 
   Oui 
   Non 

 
17,2 (6,9) 
9,6 (11,3) 

 
0,55 

 
19,2 
30,8 

 
0,33 

 

De même que pour les cellules tumorales, nous avons également effectué un 

marquage PD-L1 des cellules immunitaires du microenvironnement tumoral sur des 

lames de tissus pré- (ganglions médiastinaux) et post-(primitifs pulmonaires) 

chimiothérapie néo-adjuvante des 39 patients de la cohorte précédente. Comme 
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décrit dans les méthodes, nous avons, en collaboration avec des pathologistes 

spécialistes du cancer pulmonaire, analysé de manière aléatoire les lames 

d’immunohistochimie PD-L1 et attribué un « score immunitaire » aux échantillons des 

différents patients. Les scores correspondant aux tissus pré- et post- chimio d’un 

même patient ont ensuite été appariées afin de pouvoir en effectuer la 

comparaison (Figure 39). 

 Le nombre de tumeurs présentant un marquage PD-L1 des cellules immunitaires 

avec score = 2 était significativement plus élevé dans le groupe post-traitement par 

rapport au groupe pré-chimiothérapie (25,6 % contre 10,3 %, respectivement, p = 

0,001), suggérant une régulation positive du cisplatine sur l’expression de PD-L1 par 

les cellules immunitaires. 

 

Figure 39 : Score PD-L1 des cellules immunitaires du microenvironnement sur échantillons appariés 

 

Par ailleurs, il existait une tendance statistique signifiant que les patients chez qui 

une augmentation du score PD-L1 des cellules immunitaires avait été observée en 

post-chimiothérapie présentaient un taux de cellules tumorales viables supérieur aux 
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autres (taux moyen de cellules tumorales viables post-chimiothérapie de 43,6 % 

contre 31,8 %, p = 0,11). Ceci suggère qu’il pourrait exister un lien entre 

remaniements post chimiothérapie et variation d’expression de PD-L1, également 

pour les cellules immunitaires. 

Nous avons ensuite effectué des analyses similaires, en évaluant le score PD-L1 des 

cellules immunitaires, mais cette fois sur les échantillons tumoraux issus des 

exérèses de tumeurs de la cohorte de 20 patients n’ayant pas reçu de chimiothérapie 

et ayant un envahissement ganglionnaire pN2. La distribution des scores n’était pas 

identique entre ganglions métastatiques et primitif pulmonaire. Fait intéressant, il y 

avait plus de score immunitaire = 1 (intermédiaire) pour les localisations primitives 

pulmonaires que les localisations nodales secondaires. Néanmoins, en 

dichotomisant le score immunitaire PD-L1 comme nous l’avons fait pour la cohorte 

de patients ayant reçu un traitement néoadjuvant (score immunitaire 0 ou 1 opposé 

au score 2), il n’y avait pas de différence statistiquement significative entre les deux 

sites (p = 0,27).  

En parallèle, nous avons réalisé un marquage CD8+ en immunohistochimie afin 

d’évaluer l’éventuelle influence de la chimiothérapie néo-adjuvante sur cette 

population de lymphocytes cytotoxiques. Comme montré dans la figure ci-dessous, 

et en analysant le marquage CD8+ dans l’ensemble de la zone tumorale étudiée 

(périphérie et centre des foyers tumoraux à proprement parler), la densité moyenne 

de lymphocytes CD8 + n’était pas modifiée de manière significative après traitement 

d’induction (p = 0,59, Figure 40). De plus, il n’y avait pas d’association significative 

entre les variations d’expression de PD-L1 par les cellules tumorales et le nombre 

correspondant de lymphocytes CD8 + dans les échantillons post-chimiothérapie (p = 

0,92). 



114 
 

 

Figure 40: Densité moyenne de lymphocytes CD8+ sur les échantillons tumoraux avant et après 

chimiothérapie 

 

Au final, les résultats de l’étude de cohorte réalisés sur les patients ayant reçu une 

chimiothérapie néoadjuvante suggèrent que ce traitement augmente l’expression de 

PD-L1 par les cellules tumorales et les cellules immunitaires du microenvironnement, 

sans modifier la densité de CD8+ sur les échantillons tumoraux. Ces changements 

du niveau d’expression de PD-L1 semblaient être associés à la réponse 

pathologique à la chimiothérapie d’induction, avec notamment une moins bonne 

réponse objective chez les patients dont le ΔPD-L1 était le plus important. 

 

 

Le cisplatine augmente l'expression de PD-L1 dans les tumeurs expérimentales 

Pour confirmer nos résultats cliniques et mieux étudier l’influence du cisplatine (et 

non d’un doublet de chimiothérapies néo-adjuvantes) sur la régulation de 

l’expression de PD-L1 par les cellules tumorales, nous avons établi des tumeurs 

expérimentales en injectant des cellules issues de lignées de cancer pulmonaire 

humain (A549) à des souris nude, ou de carcinome pulmonaire murin (LLC1) à des 
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souris immunocompétentes (C57-Black6). Une fois que les tumeurs greffées avaient 

atteint un volume suffisant, nous avons réalisé des biopsies avant traitement et après 

injection de cisplatine, afin d'étudier l'expression de PDL-1 par PCR et Western blot. 

Tout d’abord, nous avons confirmé que les cellules LLC1 exprimaient bien PD-L1, le 

transcrit de l’ARNm PD-L1 était bien détectable en RT-PCR (Figure 41).  

 

Figure 41: PCR montrant que les cellules injectées LLC1 expriment bien le ligand PD-L1. La bande 
18S correspondant à l’ARNm d’une protéine de référence 

 

Nous avons ensuite analysé le niveau de protéine PD-L1 dans les lysats de tumeurs 

LLC1 avant et après traitement par cisplatine. L'estimation semi-quantitative a mis en 

évidence une augmentation significative de la protéine PD-L1 dans la tumeur après 

24 h de traitement avec 1mg/kg de cisplatine (p = 0,02, Figure 42).  

 

     Figure 42 : Western-Blot montrant une augmentation de l’expression protéique de PD-L1 après injection 
de cisplatine aux souris portant une tumeur LLC1, le contrôle utilisé pour les gels étant l’actine, et pour 
le diagramme la quantification est faite en % du niveau basal pré-cisplatine mis à 100%  
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Pour éliminer l’influence du composant immunitaire dans cette régulation, en 

particulier des lymphocytes T, nous avons évalué l’expression de PD-L1 dans un 

modèle de souris » nude » athymiques portant des tumeurs issues de la lignée 

cellulaire d’adénocarcinome pulmonaire humain (A549). L'analyse comparative des 

échantillons de tumeurs a montré une augmentation significative du niveau 

d'ARNm PD-L1 après traitement par 1 mg/kg de cisplatine pendant 24 heures (p = 

0,03, Figure 43). 

 

 

Figure 43 : Comparaison de l’expression de l’ARNm PD-L1 avant et après injection de cisplatine à des 
souris nude portant une tumeur A549, en moyenne sur le diagramme à gauche et en analyse 
comparative individuelle de chaque souris à droite  

 

Dans les groupes témoins recevant l'injection de PBS seul, les niveaux de transcrits 

PD-L1 n'étaient pas significativement modifiés (p = 0,53).  
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Le cisplatine augmente rapidement l'expression de PD-L1 de manière dose-

dépendante, via l'activation de l'AKT 

 

Afin d’aborder les mécanismes impliqués dans l’induction de l’expression de PD-L1 

par le cisplatine dans les cellules tumorales, nous avons tout d’abord étudié une 

dose réponse. Après le traitement des cellules LNM-R, les taux d’ARNm de PD-L1 

étaient augmentés de 1,5 à 7,5 fois par rapport aux groupes témoins. Un plateau est 

atteint vers la concentration de 4 µM de cisplatine. Sachant que la CI50 de cisplatine 

est de 12 ± 3,1 µM, l’augmentation de l’expression de PD-L1 est observée à doses 

de cisplatine très en dessous, que l’on peut considérer comme subtoxique. De plus, 

l’augmentation de la concentration de cisplatine était corrélée positivement aux 

niveaux associés d’ARNm PD-L1 et atteignait un plateau autour de 8 µM (Figure 44).  

 

 

Figure 44 : Niveau d’expression de l’ARNm PD-L1 par des cellules de LNM-R en fonction des 
concentrations de cisplatine. * p<0.05 ; ** p<0.01  

%
 p

ar
 r

ap
p

o
rt

 a
u

 c
o

n
tr

ô
le

  



118 
 

Nous avons également testé l’influence du cisplatine sur l’expression de PD-L1 dans 

d’autres populations cellulaires précédemment décrites (Figure 45). Comme pour la 

lignée cellulaire LNM-R, l’exposition des cellules tumorales au cisplatine pendant 24 

heures entrainait une augmentation de la quantité d’ARNm PD-L1. Cette 

augmentation était de l’ordre de 2 à 3 fois. 

 

 

 

 

 

 

Figure 45 : Expression de l’ARNm PD-L1 selon différentes concentrations de cisplatine après 24 h 
d’incubation, sur des cellules A549 et LLC1. Le contrôle correspond à une incubation avec du PBS.   * 
p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 

 

De manière similaire, nous avons évalué in vitro l’impact du cisplatine sur 

l’expression de la protéine PD-L1. Après traitement de 24 heures avec 16 µM de 

cisplatine. De même que pour l’ARNm PD-L1, les niveaux de protéine PD-L1 étaient 

augmentés dans les deux lignées cellulaires, par rapport aux témoins respectifs 

(Figure 46).  
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Figure 46 : Expression de la protéine PD-L1 après incubation de cellules LNM-R ou A549 avec du 

PBS (colonnes noires) ou du cisplatine à la concentration 16µM 

 

Comme PD-L1 est une protéine transmembranaire, nous avons ensuite vérifié la 

localisation de ce ligand par immunocytochimie. Comme illustré dans la figure ci-

dessous, le marquage PD-L1 était accru au niveau de la membrane cytoplasmique 

des cellules tumorales A549 traitées au cisplatine par rapport au témoin (Figure 47). 

Ceci suggère que la protéine PD-L1 surexprimée par l’exposition au cisplatine est 

bien adressée au niveau de sa localisation fonctionnelle. 

 

Figure 47 : Immuno-cytomarquage de PD-L1 (rouge) et nucléaire Hoechst (bleu) avec et sans 
traitement de cellules A549 par du cisplatine 16µM 
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Afin d’approfondir l’exploration de l’impact du cisplatine sur l’expression du 

ligand PD-L1 par les cellules tumorales, nous avons cherché à évaluer le rôle de la 

voie de signalisation PI3K/AKT dans cette régulation.  

Tout d’abord, nous avons réalisé la quantification en Western-Blot de la protéine AKT 

ainsi que de sa forme phosphorylée dans les mêmes conditions que pour PD-L1 lors 

des expériences décrites plus haut. Inversement à PD-L1, nous avons constaté que 

l’expression d’AKT n’était pas significativement différente entre les cellules tumorales 

(A549 et LNM-R) traitées par du cisplatine pendant 24 heures et les cellules 

« contrôles », au contraire de la forme phosphorylée pAKT qui était largement 

augmentée (Figure 48). Ceci suggère une possible activation de la voie PI3K/AKT dans 

les mécanismes impliqués dans la surexpression de PD-L1 par le cisplatine..  

 

Figure 48 : Expression protéique d’AKT et pAKT sans et avec incubation avec du cisplatine (24h) de 
cellules A549 et LNM-R 

 

De plus, nous avons traité des cellules LLC1 pendant 24 heures avec 8 µM de 

cisplatine un bloqueur d’AKT, le MK2206, ou du DMSO en tant que contrôle, pour 

confirmer l’implication de la voie de signalisation PI3K/AKT. 
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 La quantification de l’ARNm PD-L1, dans les mêmes conditions que précédemment, 

a révélé que le MK2206 neutralisait de manière significative l’uprégulation de PD-L1 

induite par le cisplatine (Figure 49). Comme cela est visualisé sur la figure ci-

dessous, les cellules traitées par la combinaison cisplatine plus l’inhibiteur d’AKT 

semblent exprimer un niveau de transcrit PD-L1 qui est égal au niveau basal 

(contrôle) alors que les cellules exposées au cisplatine plus DMSO (solvant du 

MK2206) montrent, comme lors des expériences initiales, des quantités augmentées 

d’ARNm PD-L1. 

 

Figure 49 : Expression de l’ARNm PD-L1 par des cellules LLC1, 24h après incubation par du DMSO 
(contrôle), par du cisplatine + DMSO, et du cisplatine + du MK (inhibiteur d’AKT) 

 

La réversibilité de l’effet d’augmentation de l’expression de PD-L1 après traitement 

au cisplatine par inhibition d’AKT a ensuite été confirmée au niveau protéique. De 

manière similaire à l’ARNm, les cellules LLC1 traitées par cisplatine en conbinaison 

avec MK2206 présentaient un taux plus bas de protéine PD-L1 par rapport aux 

cellules traitées par cisplatine seul et qui était quasi identique à celui des cellules du 

groupe contrôle (DMSO seul) (Figure 50).  
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Figure 50 : Expression de la protéine PD-L1 par des cellules LLC1, 24h après incubation par du 
DMSO (contrôle), par du cisplatine + DMSO, et du cisplatine + du MK (inhibiteur d’AKT) 

 

L’ensemble de ces résultats suggèrent qu’un des mécanismes expliquant 

l’augmentation d’expression de PD-L1 par le cisplatine pourrait impliquer la voie de 

signalisation PI3K/AKT et notamment la forme active phosphorylée d’AKT (pAKT). 

 

Le traitement combiné associant cisplatine et anticorps anti-PD-L1 améliore 

l’efficacité du traitement anti-tumoral 

L’expression de PD-L1 étant accrue après exposition au cisplatine, nous avons 

abordé la question d’une amélioration potentielle de la réponse tumorale par un 

traitement combiné associant le cisplatine à des anticorps anti-PD-L1, par rapport à 

un schéma en monothérapie (cisplatine ou anti-PD-L1 seul) dans le modèle de 

tumeur expérimentale LLC1.  

Comme décrit plus haut pour l’évaluation in vivo de l’expression de PD-L1, nous 

avons effectué des greffes de tumeurs syngéniques LLC1 à des souris C57-Black6 

immunocompétentes. Nous avons ensuite réparti les souris dans différents groupes 
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de traitement. Le traitement intraveineux était initié lorsque la charge tumorale 

atteignait 90 à 100 mm3, soit généralement deux semaines après l’injection initiale 

des cellules de carcinome pulmonaire en hétérotopique (flanc). La croissance de ce 

modèle LLC1 étant assez intense, les souris du groupe témoin présentaient des 

tumeurs dont le volume atteignait approximativement 3 000 mm3 au bout de 15 jours 

après le début des traitements. Par conséquent, conformément aux directives 

d’éthique animale, ayant atteint des points limites, nous avons mis fin à l’expérience 

à ce moment (J15) pour l’ensemble des groupes de traitement. L’efficacité de la 

thérapie systémique antitumorale était évaluée et comparée entre les groupes, par la 

mesure du volume tumoral et le ralentissement de croissance tumorale puisqu’aucun 

des traitements ne permettait une réduction du volume dans le modèle proposé ici. 

Comme rapporté par les courbes ci-dessous, le taux de croissance de la tumeur (par 

rapport au volume tumoral à J0 de traitement) n’était pas significativement différent 

entre le groupe témoin et les groupes IgG totales, anti-PD-L1, et cisplatine seuls. Le 

traitement au cisplatine correspondait à une dose cumulative subtoxique, à savoir un 

premier cycle de trois injections intra veineuses à la dose de 1mg/kg à J1, 3 et 5, 

suivi d'un deuxième cycle à J9 et 11 à la même dose. La DL50 du cisplatine injectée 

en intrapérionéal est de 12 mg/kg. En revanche, le volume tumoral moyen était 

significativement réduit (– 47 %) chez les souris traitées par le traitement associant 

cisplatine et anticorps anti-PD-L1 par rapport au groupe témoin (1530 ± 147 vs 2879 

± 400 mm3) (Figure 51). De même le traitement combiné était significativement plus 

efficace que les groupes comprenant un traitement par monothérapie de cisplatine 

ou anti-PD-L1. 
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Figure 51 : Croissance de greffes de tumeurs syngéniques (cellules LLC1) sur une durée de 15 jours, 
selon différents groupes de traitement (cf légende). CTRL : contrôle PBS, IgG : IgG totales (contrôle 
anticorps), PD-L1 : Ac anti-PD-L1 (10 mg/kg), cis : cisplatine (1mg/kg). Les flèches discontinues 
représentent les injections de cisplatine et les flèches continues celles d’Ac anti-PD-L1   

 

Les réponses individuelles aux traitements systémiques, illustrées à la Figure 52, ont 

révélé que, dans les groupes « contrôles » (témoins et IgG), les taux de croissance 

tumorale étaient assez dispersés parmi les animaux alors qu’ils étaient plus 

homogènes dans les groupes de traitements en monothérapie, à l’exception de 

quelques souris présentant une progression tumorale très élevée. La réponse 

tumorale dans le groupe d’animaux recevant du cisplatine associé à des 

anticorps anti-PD-L1 était également relativement homogène, les 10 souris porteuses 

de tumeurs présentant un ralentissement de croissance tumorale presque similaire. 
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Figure 52 : Analyse individuelle de la croissance tumorale dans chaque groupe de traitement de 
l’expérience précédente.  
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6.1.5. Discussion 

Notre approche expérimentale unique, consistant à étudier l’expression de PD-L1 

dans une même cohorte de patients avant et après chimiothérapie néo-adjuvante 

pour un carcinome pulmonaire primitif, a confirmé les données rapportées dans 

d’autres types de tumeurs « solides » humaines : la chimiothérapie augmente le 

niveau d’expression de PDL-1. Ce résultat souligne et renforce les données 

existantes de la littérature scientifique et ouvre également le débat sur la pertinence 

et la séquence des schémas thérapeutiques incluant blocage du check-point 

immunitaire PD-1/PD-L1 et chimiothérapie conventionnelle à base de sels de platine 

dans le cancer du poumon. 

En plus, des résultats cliniques et pathologiques observés dans cette série de 

malades ayant reçu une chimiothérapie d’induction à base de cisplatine, nos 

expériences précliniques, in vitro et in vivo, ont permis de mettre en évidence une 

induction précoce de PD-L1 par le cisplatine, associée à un effet biologique 

significatif. De même que l’effet précoce décrit ci-dessus, l’analyse d’échantillons 

appariés de tumeurs humaines a révélé une augmentation de l’expression de PD-L1 

plusieurs semaines après l’administration de cisplatine, dans le cadre d’une résection 

chirurgicale intervenant le plus souvent plus de 2 mois après la première injection de 

chimiothérapie néo-adjuvante, ce qui suggère un effet d’up-régulation prolongée de 

PD-L1 sur les cellules tumorales. Ces derniers résultats contrastent avec les 

observations décrites dans les carcinomes épidermoïdes de la tête et du cou, 

suggérant que l’augmentation d’expression de PD-L1 induite par le cisplatine pourrait 

ne pas être durable dans le temps (L. Tran et al. 2017). Une augmentation de 

l’expression de PD-L1 par le cisplatine, à la fois précoce et durable, aurait 
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probablement un impact majeur sur la conception de protocoles de thérapies 

systémiques combinées comprenant le cisplatine et les ICIs. Dans le même sens, 

certains auteurs ont précédemment démontré que la chimiothérapie d’induction à 

base de sels de platine pouvait induire l’expression de PD-L1 dans divers cancers, et 

concluaient que ce type de chimiothérapie systémique pourrait améliorer l’efficacité 

anti-tumorale d’un traitement consécutif par ICI (Tran et al. 2017; Grabosch et al. 

2018 ; H. Y. Ng et al. 2018 ; Mesnage et al. 2017). Même si le véritable bénéfice 

d’une telle association thérapeutique doit probablement être contrebalancé par 

l’impact négatif théorique de la chimiothérapie sur les cellules immunitaires (effet 

immunosuppressif), notre équipe avait préalablement montré que la chimiothérapie à 

base de platine n’affectait pas le contexte immunitaire du CBNPC après 

chimiothérapie d’induction (Remark et al. 2016 b). Dans ce travail de thèse, nous 

avons généralement cherché à concevoir des expériences dont les conditions 

permettraient de se rapprocher au maximum du contexte clinique. En effet, lors des 

expériences in vivo de greffes de tumeurs syngéniques, nous avons utilisé des doses 

sous-toxiques de cisplatine qui nous ont tout de même permis d’améliorer la réponse 

tumorale, en en ralentissant la croissance, par combinaison avec des anticorps anti 

PD-L1 comparée à des traitements en monothérapie de ces mêmes agents anti-

tumoraux. Dans l’ensemble, ces résultats suggèrent que l’administration de cisplatine 

peut réguler positivement l’expression de PD-L1 sans altérer de manière significative 

l’immunité anti-tumorale globale. 

L’impact réel et indépendant du cisplatine sur l’expression de PD-L1 pourrait bien sûr 

être contesté, car les différents doublets de chimiothérapies néo-adjuvantes 

comportaient effectivement du cisplatine, mais ce dernier était associé à d’autres 

agents chimiothérapeutiques qui pourraient également avoir un effet sur la régulation 
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de PD-L1. Cependant, nous n’avons trouvé aucune association statistiquement 

significative entre ΔPD-L1 et le type de doublet de chimiothérapies qu’avaient reçu 

les patients en préopératoire. De plus, plusieurs études rétrospectives analysant 

l’effet de la chimiothérapie néo-adjuvante à base de cisplatine, dans d’autres cancers 

que le CBNPC, ont rapporté des résultats similaires concernant son influence sur 

l’expression de PD-L1, alors que les protocoles thérapeutiques impliquent 

généralement des associations différentes de celles utilisées dans le cancer du 

poumon (Grabosch et al. 2018; H. Y. Ng et al. 2018). Il est donc légitime de penser 

que le cisplatine pourrait avoir un impact significatif et indépendant dans l’expression 

de PD-L1 par les cellules tumorales. 

La méthodologie consistant à analyser ΔPD-L1 après chimiothérapie d’induction en 

comparant le pourcentage de cellules tumorales exprimant PD-L1 entre des tissus 

issus de localisations métastatique (ganglionnaire) et primitive (poumon) semble 

pertinente et avantageuse. En effet, les résultats de nos analyses réalisées sur la 

cohorte « contrôle » de patients ayant été traités par chirurgie première, et présentant 

un envahissement ganglionnaire médiastinal à l’examen définitif postopératoire 

(minimal N2+), n’ont montré aucune différence significative de marquage PD-L1 

entre tumeur pulmonaire primitive et ganglions médiastinaux tumoraux associés. 

Bien que reposant sur l’analyse de « seulement » 20 patients, en raison de la rareté 

de cette condition clinique (minimal N2, ou N2 « de rencontre » non diagnostiquée à 

l’imagerie préopératoire), ce résultat suggère que le marquage PD-L1 des cellules 

tumorales dans les ganglions lymphatiques médiastinaux est représentatif de celui 

des tumeurs primitives pulmonaires. Or, dans notre cohorte principale de patients 

ayant reçu une chimiothérapie néo-adjuvante (39 patients), ce sont des tissus 

tumoraux issus de la même localisation métastatique (ganglions médiastinaux) qui 
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ont été utilisés pour évaluer le niveau d’expression de PD-L1 avant chimiothérapie à 

base de cisplatine. Même si les carcinomes pulmonaires N2 cliniques et N2 

minimaux représentent potentiellement des entités clinicobiologiques légèrement 

différentes, ces résultats corroborent ceux rapportés par d’autres auteurs montrant 

une expression de PD-L1 similaire ou supérieure par les cellules tumorales des sites 

métastatiques par rapport aux sites primaires (Y. Liu et al. 2018 ; Uruga et al. 2017), 

ce qui valide la pertinence de notre méthodologie d’analyse de ΔPD-L1. 

Nos analyses soulignent une forte association entre les modifications d’expression 

de PD-L1 par les cellules tumorales et les caractéristiques de réponse à la 

chimiothérapie néo-adjuvante, ce qui corrobore des résultats précédemment 

rapportés dans la littérature existante (P. Zhang et al. 2016). De même, il a été décrit 

qu’une forte expression de PD-L1 dans les tumeurs était associée à une résistance 

au cisplatine, et également qu’une augmentation de PD-L1 (ΔPD-L1 positif) après 

traitement d’induction pourrait refléter une mauvaise sensibilité à la chimiothérapie, 

avec un ΔPD-L1 très faible ou négatif chez les patients répondant au cisplatine (P. 

Zhang et al. 2016 ; S. Y. Lee et al. 2016). Nos résultats concordent avec cette 

hypothèse sur la base du fait que les patients ΔPD-L150 positifs présentent moins de 

critères pathologiques de bonne réponse à la chimiothérapie néo-adjuvante que les 

autres patients. Pour expliquer cette corrélation, nous pouvons supposer que le 

traitement néo-adjuvant a sélectionné les clones tumoraux résistants au cisplatine, 

toujours viables après traitement d’induction, résultant en une tumeur dont le 

pourcentage de cellules exprimant PD-L1 est plus élevé. De plus, cette dernière 

observation peut être reliée à certains mécanismes impliqués dans la surexpression 

de PD-L1. En effet, la régulation de cette protéine est très complexe et implique de 

nombreuses voies d’activation transcriptionnelles, post-transcriptionnelles et post-
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traductionnelles, dont la clarification nécessite probablement des études et analyses 

dédiées (Zerdes et al. 2018). Nos explorations mécanistiques étaient vraiment 

préliminaires et se sont concentrées sur une voie de signalisation oncogénique 

relativement ubiquitaire, mais spécifiquement impliquée dans la régulation positive de 

PD-L1 et qui est d’autre part connue pour favoriser la survie et la résistance à 

l’apoptose induite par le cisplatine des cellules cancéreuses : la voie de 

signalisation PI3K/AKT (Lastwika et al. 2016; Mittendorf et al. 2014 ; Sarris, Saif, and 

Syrigos 2012). Les résultats obtenus dans ce travail de thèse corroborent ces 

observations et montrent que l’inhibition de la voie PI3K/AKT bloque de manière 

significative l’augmentation d’expression de PD-L1 des cellules tumorales exposées 

au cisplatine, suggérant une implication de cette voie de signalisation dans l’effet 

préalablement décrit. 

Une surexpression de PD-L1 par les cellules immunitaires du microenvironnement 

après traitement des patients par de la chimiothérapie néo-adjuvante représente un 

autre résultat important. En effet, une stimulation soutenue de l’axe PD-1/PD-L1 

pourrait altérer l’activité anti-tumorale, car il a été démontré que des proportions 

élevées de lymphocytes T régulateurs PD-L1 + et/ou de lymphocytes T CD8 + et PD-

1 (+) dans le stroma des CBNPC étaient associées de manière significative avec une 

bonne réponse aux ICIs (S.-P. Wu et al. 2018). Dans de futurs travaux, il serait, en 

outre, intéressant d’étudier l’impact des traitements associant une chimiothérapie à 

base de cisplatine et des ICI, de manière concomitante ou séquentielle chez 

l’homme, sur l’immunité anti-tumorale. Plus particulièrement, il serait pertinent 

d’étudier l’influence du nombre et du phénotype des cellules immunitaires du 

microenvironnement sur les résultats de traitements combinant blocage de PD-1/PD-

L1 et chimiothérapie néo-adjuvante « classique » à base de sels de platine.  
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Principales limites du travail 1: 

Tout d’abord, l’évaluation de l’expression de PD-L1 en IHC chez l’homme reposait 

sur une cohorte rétrospective comprenant un nombre limité de patients opérés et 

présentant des caractéristiques cliniques et pathologiques hétérogènes. De plus, les 

analyses moléculaires n'étaient pas effectuées systématiquement au moment de la 

prise en charge initiale (cohorte relativement ancienne) et n'ont pas pu être réalisées 

à posteriori pour l'étude en cours. Par conséquent, nous n'avons pas pu analyser 

l'impact d’éventuelles altérations moléculaires comme celles décrites dans 

l’introduction, et de la charge mutationnelle sur le ΔPD-L1 des cellules tumorales ou 

immunitaire du microenvironnement. 

 Par ailleurs, la représentativité et fiabilité des analyses comparant l’expression de 

PD-L1 avant et après cisplatine pourraient être remises en cause par l’hétérogénéité 

probable de l’expression de PD-L1 au sein même des tumeurs, surtout si l’on 

considère que les biopsies obtenues en médiastinoscopie ne sont qu’un 

« échantillonnage » parfois réalisé en zone non représentative de l’ensemble de la 

tumeur. Tout ceci suggère que l’interprétation des différences observées doit rester 

prudente (Ilie et al. 2016 ; Munari et al. 2018). Cette limitation méthodologique peut 

également être soulevée concernant les expériences impliquant des biopsies de 

tumeurs syngéniques greffées à des souris qui, de plus, ont l’inconvénient de ne 

mimer que de manière incomplète une tumeur humaine « normale ». En effet, les 

greffes expérimentales réalisées dans ce travail, étaient faites par injection de 

cellules tumorales en position hétérotopique et avaient généralement une croissance 

assez rapide ce qui limite la constitution « à l’identique » d’une tumeur pulmonaire 

avec son stroma, son microenvironnement (Zitvogel et al. 2016). 
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6.1.6. Matériel et méthodes du travail 1 

 Immunohistochimie 

Pour chaque tumeur, nous avons réalisé un immunomarquage de PD-L1 sur des 

lames fraichement coupées, à partir de blocs déparaffinés représentatifs de la 

tumeur, en utilisant un anticorps anti-PD-L1 (E1L3N, Signalisation cellulaire) et 

incubées sur Bond autom (Leica), comme décrit précédemment et validé par le 

collège français de pathologistes thoracique PATTERN (Adam et al. 2018). La 

coloration a été réalisée et analysée en aveugle par deux observateurs incluant au 

moins un anatomo-pathologiste expert en oncologie thoracique. L’évaluation du 

niveau d’expression PD-L1 par les cellules tumorales était basée sur les scores 

précédemment publiés (Roy S. Herbst et al. 2014). En bref, l’expression de PD-L1 

par les cellules tumorales a été évaluée en pourcentage de cellules tumorales 

marquées de 0 à 100 %. La variable ΔPD-L1 a été calculée comme étant la 

différence entre le pourcentage de cellules tumorales marquées pour PD-L1, après et 

avant traitement par cisplatine. Les patients qui présentaient un marquage PD-L1 

passant de <50 % avant chimiothérapie néo-adjuvante à ≥ 50 % après, ont été 

catégorisés comme ΔPD-L150 positifs. Le marquage PD-L1 a également été exécuté 

et analysé sur les cellules immunitaires du microenvironnement tumoral, ces cellules 

étant présentes au sein de massifs tumoraux comme en périphérie dans le stroma. 

Une catégorisation par analyse semi-quantitative a ensuite été réalisée comme suit : 

score 0 : aucune cellule immunitaire positive pour PD-L1 ; score 1 : 1 à 10 % de la 

surface tumorale occupée par des cellules immunitaires PD-L1 + ; score 2 : plus de 

10 % de la surface tumorale occupée par des cellules immunitaires PD-L1 +. Les 

macrophages alvéolaires n’ont pas été comptabilisés dans cette analyse. 
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Le marquage spécifique des lymphocytes T CD8 a été réalisé en utilisant des 

anticorps anti-CD8 (SP16, Spring Bio). Après incubation, les sections ont été 

balayées avec Nanozoomer et les cellules CD8 + comptabilisées avec le logiciel 

Halo® permettant de calculer la densité cellulaire, exprimée en nombre de cellules 

marquées par mm2. Une analyse secondaire a ensuite été réalisée dans une zone 

prédéfinie manuellement pour évaluer la densité des lymphocytes T au sein de la 

tumeur. 

 

Xénogreffes de tumeurs 

Des souris NMRI-Foxn1 nu/nu (Janvier™) et C57BL/6 j (Janvier™) athymiques 

mâles, âgés de quatre semaines, ont été utilisées pour générer des tumeurs 

expérimentales en greffant des cellules tumorales issues de lignées de carcinome 

pulmonaire humain (A549), ou murin (LLC1). Les souris ont été injectées dans les 

flancs lors d’injections uniques ou multiples, selon l’expérience, avec  5 x 106 

cellules A549 ou 5 x 105 cellules LLC1. 

Pour les expériences visant à caractériser in vivo la régulation de PD-L1 et l’impact 

du cisplatine sur cette dernière en PCR ou Western-Blot, les protocoles 1 (Figure 53) 

et 2 (Figure 54), schématisés ci-dessous, ont été réalisés.  
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Figure 53: Protocole 1 

 

 

Figure 54: Protocole 2 

 

 Pour les expériences visant à comparer l’efficacité antitumorale de différents 

traitements, lorsque les tumeurs avaient atteint un volume de 90 à 100 mm3 (volume 

de tumeur ont été calculé à l’aide de la formule (L x W2)/2), les animaux étaient 
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randomisés dans 5 groupes différents pour recevoir, en injection rétroorbitale, les 

traitements suivants : cisplatine (cis-diamine dichloroplatin (II) : CDDP), véhicule 

(PBS), anti-PD-L1 (Bio X cell®, 10 mg / kg), IgG totale murine (groupe contrôle des 

anticorps anti-PD-L1), ou la combinaison CDDP et anti-PD-L1. Les anticorps ont été 

injectés à la dose de 10 mg/kg aux jours 1 et 5. Le CDDP a été injecté à la dose de 

1 mg/kg aux jours 1, 3, 5, 8 et 10. Sur la base d’expériences préliminaires, la 

posologie de cisplatine était déterminée pour rester à une dose subléthale (DL50 de 

cisplatine était de 12 mg/kg en injection intrapéritonéale chez la souris). 

Ethique animale 

Toutes les procédures ont été effectuées conformément au « Guide de soin et 

d’utilisation des animaux de laboratoire ». « Le Comité d’Ethique en Expérimentation 

Animale Charles Darwin # B751201 » a donné son approbation.  

 

Lignées cellulaires, culture et réactifs 

Pour les expériences in vitro et in vivo de greffes expérimentales, nous avons cultivé 

et traité des cellules tumorales issues de carcinomes bronchopulmonaires non à 

petites cellules :  

– La lignée A549 : Elles correspondent à des cellules épithéliales alvéolaires 

d’adénocarcinome humain. Elles constituent une lignée cellulaire décrite dans un 

premier temps par DJ Giard et al. en 1972, qui avaient cloné des cellules issues de la 

résection d’une tumeur pulmonaire chez un homme caucasien de 58 ans (Giard et al. 

1973). Cette lignée cellulaire est probablement la plus utilisée pour créer des 

modèles de xénogreffes de tumeurs pulmonaires expérimentales.  
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– La lignée LLC1 : acronyme de Lewis Lung Carcinoma 1, ces cellules sont issues 

d’une tumeur qui s’est développée spontanément sous la forme d’un carcinome 

épidermoïde dans le poumon d’une souris C57BL. Ces clones ont été caractérisés et 

isolés en 1951 par le Dr Margaret Lewis de l’Institut Wistar et cette lignée est 

devenue l’objet des premiers modèles de tumeurs transplantables (Rashidi et al. 

2000). En règle générale, le carcinome pulmonaire du modèle de Lewis est 

hautement métastatique, même chez les souris immunocompétentes. Lorsque ces 

cellules sont injectées par voie sous-cutanée à des souris, les tumeurs 

hétérotopiques ainsi créées sont connues pour métastaser avidement au poumon 

(Bugge et al. 1997). Une étude de 1996 a pu mettre en évidence que le site 

préférentiel de métastases du modèle de Lewis correspondait aux poumons après 

injection de cellules en intraveineux. Les tumeurs LLC1 ont généralement 

l’apparence d’une masse homogène semi-ferme qui n’est pas manifestement 

hémorragique (Anderson et al. 1996). Selon un article de revue de 2015, le 

carcinome du poumon de Lewis est le seul modèle reproductible de greffe de tumeur 

pulmonaire primitive syngénique, donc utilisant un greffon immunologiquement 

compatible avec des souris (Kellar, Egan, and Morris 2015). 

Les lignées cellulaires A549 (CCL-185™) et LLC1 (CRL-1642™) ont été achetées 

chez ATCC®.  

– La lignée LNM-R : comme décrit précédemment par notre équipe de recherche 

(Alifano et al. 2010 b), la lignée LNM-R a été sous-clonée à partir de cellules LNM-

35, elle-même sélectionnée « in vivo » à partir de la lignée originale NCI-H460 

(carcinome pulmonaire à grandes cellules) de façon à obtenir une sous-lignée 

caractérisée par un potentiel métastatique ganglionnaire très élevé (Kozaki et al. 

2000). L’observation visuelle de cette lignée montrait qu’elle se composait de deux 
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sous-populations cellulaires distinctes que nous avons sous-cloné, au sein de notre 

laboratoire, selon les critères morphologiques suivants (Figure 55) : la lignée LNM-R 

se différencie par une morphologie plus bombée d’apparence plus arrondie que nous 

avons dénommée « ronde » (LNM-R), comparée à la lignée LNM-F plus adhérente, 

plus étalée et aplatie sur la boite de culture, que nous avons dénommée « Flat » 

(plate). La lignée LNM-F présentant des caractéristiques de croissance et de culture 

inférieures à sa lignée sœur LNM-R, c’est cette dernière que nous avons 

sélectionnée pour les expériences de ce travail.  

 

 

Toutes les cellules ont été cultivées dans du DMEM (Gibco®) additionné à 10 % de 

sérum de veau fœtal (FBS) (Gibco®) et de glutamine 2 mM, à 37 °C, dans une 

Figure 55 :  

Aspects morphologiques des deux sous clones 
LNM-R (round) et –F (flat) issues de la lignée 
parentale LNM-35 
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atmosphère humidifiée contenant 5 % de CO2 (Younes et al. 2014 b). Pour les 

expériences in vitro, les cellules ont été cultivées jusqu’à 80 % de confluence, puis 

exposées à différents traitements, dans un milieu supplémenté de 1 % de FBS.  

L’inhibiteur d’AKT le MK2206 a été acheté auprès de Selleckchem®. Il s’agit d’un 

inhibiteur allostérique hautement sélectif des trois isoformes d’AKT (AKT1, AKT2 et 

AKT3 mais avec moins d’efficacité sur AKT3) qui se lie au domaine PH et à la région 

hinge pour induire une conformation bloquant la translocation membranaire d’AKT. 

Le MK-2206 inhibe la signalisation d’AKT in vivo et peut ainsi freiner la croissance 

tumorale, du moins dans le cancer mammaire (Zardavas, Baselga, and 

Piccart 2013). Des études de phases I ont montré que le MK-2206 était capable de 

diminuer des taux de pAKT, PRAS40 et P-GSK3β dans des cellules tumorales, des 

cellules sanguines mononucléées et des follicules pileux avec un profil de tolérance 

acceptable (Sangai et al. 2012).  

 

RT-PCR et RT-PCR quantitative 

Les analyses quantitatives de RT-PCR, SDS-Page, Western-blot et 

immunocytochimie ont été effectuées comme décrit précédemment par notre équipe 

(Z. Wu et al. 2019) : 

2 µg d’ARN total ont été soumis à une transcriptase inverse, pendant 1 heure à 

37 °C, en utilisant 1 µg d’amorces nucléotidiques aléatoires hexamériques (primers) 

non spécifiques dN, 1 mM de dNTP, 10 mM de dithiothréitol, 24 UI de RNase 

(RNaseOUT) et 200 UI de M-MLV RTenzyme (Invitrogen ™). L’amplification PCR a 

été réalisée sur 400 ng d’ADNc issus de la réaction de transcription inverse et en 



139 
 

utilisant 0,2 mM de dNTP, 2,5 mM de MgCl2, 1 UI d’ADN polymérase Thermostart 

Taq (ThermoFisher Scientific ™) et 25 pmol de chaque amorce spécifique : 

– PD-L1 humain (5’-TGCCGACTACAAGCGAATTACTG-3  et 5’ CTGCTTGTCCAGATGACTTCGG-3’) 

– Souris PD-L1 (5’-TGCGGACTACAAGCGAATCACG-3  et 5’-CTCAGCTTCTGGATAACCCTCG -3’) 

– 18S (5’-AGGAATTGACGGAAGGGCAC-3 et 5’ -GTGCAGCCCCGGACATCTAAG-3’) 

- RPLP0 (5’ -CACTGGTCTAGGACCCGAGAAG-3 et 5’-GGTGCCTCTGGAGATTTTCG-3’) 

La RT-PCR quantitative a été réalisée à l’aide du kit SensiFAST SYBR Hi-ROX 

(Bioline®) et l’amplification détectée dans un système de PCR rapide en temps 

réel 7900HT (ThermoFisher Applied Biosystems ™). La quantité relative de gènes a 

été normalisée par rapport à 18S et à RPLPO ; la quantification du niveau  de 

transcrits a été faite en utilisant le coefficient d’amplification 2 -ΔCT. 

Analyse SDS-PAGE et Western blot 

Les protéines ont été extraites des cellules en utilisant un tampon RIPA supplémenté 

en cocktail d’inhibiteur de protéases et de phosphatases (Sigma-Aldrich®), séparées 

avec du SDS-PAGE et transférées sur des membranes de PDVF. Les bandes de 

transferts Western ont été révélées avec des anticorps primaires, anti-PD-L1 (1: 

1000, Rockland®) et anti-Actine conjugués à la HRP de Santa Cruz Biotechnology®. 

Les anticorps primaires ont été incubés pendant une nuit à 4 °C. Des anticorps 

secondaires antichèvre (Santa Cruz Biotechnology®) conjugués à la HRP ont été 

utilisés à des dilutions de 1 : 1000 pendant 1 heure à température ambiante et les 

bandes spécifiques visualisés par chimioluminescence augmentée (substrat de 

transfert Western de Pierce™ ECL 2, Thermo Scientific™). 
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Immunocytochimie 

Les cellules ont été ensemencées sur des lames de verre de 12 mm de diamètre, 

puis fixées avec 4 % de paraformaldéhyde, HEPES 250 mM pendant 20 minutes à 

température ambiante et saturés pendant 30 minutes par du PBS supplémenté de 

10 % de sérum de cheval. Les lames ont ensuite été incubées pendant une nuit à 

4 °C avec l’anticorps primaire dilué dans du PBS avec du sérum de cheval à 1,5 % 

(anticorps monoclonal anti-PD-L1, dilué à 1/1000) puis incubées pendant 2 heures à 

température ambiante avec des anticorps secondaires fluorescents : IgG anti-lapin 

conjugué Alexa Fluor 555 (H + L) (A-31572, Invitrogen®). Les noyaux ont été 

contrecolorés avec du Hoechst 1 : 50000 et du réactif ProLong® Gold Antifade (Life 

technologies®). 

 

Statistiques 

Les données descriptives ont été exprimées sous forme de fréquences pour les 

variables catégorielles et de moyenne (± écart type) ou médiane pour les variables 

continues, en fonction de la distribution observée. Pour les diagrammes à colonnes, 

les courbes ou les statistiques incluant la variable ΔPD-L1, les données ont été 

exprimées sous forme de moyenne (± SEM). Les données catégorielles ont été 

comparées en utilisant le test du Chi2 ou de Mac-Nemar, selon le cas. Les variables 

continues et normalement distribuées résultant de l’analyse des tissus appariés a été 

réalisée en utilisant le test t de Student pour échantillons appariés. Les 

comparaisons inter-groupes ont été effectuées à l’aide d’un test ANOVA. Ces 

analyses statistiques ont été réalisées à l’aide de GraphPad Prism (GraphPad 

Software, Inc., La Jolla, USA). 
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6.1.7 Annexe 1 
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6.2. Modulation de la plasticité et de l’hétérogénéité 
cellulaire et restauration de la sensibilité au cisplatine par 
un anticorps anti-neurotensine, dans le CBNPC (travail 2) 

Modulation of lung cancer cell plasticity and heterogeneity with the restoration of cisplatin sensitivity by 

neurotensin antibody (Wu Z, Fournel L, et al. 2019, article publié rapporté ci-dessous) 

 

6.2.1. Introduction 

Malgré des avancées thérapeutiques substantielles ces dernières décennies, avec 

les chimiothérapies, les thérapies ciblées puis les immunothérapies, le cancer du 

poumon reste la première cause de mortalité liée au cancer (Siegel, Miller, and 

Jemal 2018). Il s’agit d’une pathologie très hétérogène, composée majoritairement 

par les CBNPC qui représentent près de 85% des néoplasies pulmonaires. Dans au 

moins 60% des cas, la maladie, souvent  asymptomatique, est diagnostiquée au 

stade métastatique (Locher et al. 2013), chez des patients qui recevront 

généralement un traitement systémique, avec une probabilité significative de recevoir 

une chimiothérapie à base de sels de platine à un moment donné de leur parcours 

de soins. Les régimes de chimiothérapie standard combinent la plupart du temps un 

composé de sel de platine avec un antimétabolite (principalement du pemetrexed) ou 

un poison du fuseau (paclitaxel). Ce traitement augmente la survie globale jusqu'à 12 

mois ou plus, contre 4,5 mois avec les soins de support seuls (Sandler et al. 2006; 

Scagliotti et al. 2008). Malheureusement, les patients finissent en très grande 

majorité par progresser d’un point de vue tumoral, de par une interruption de 

traitement dûe à une mauvaise tolérance clinique ou par des phénomènes de 

résistance. 

Ces processus de résistance peuvent être à la fois intrinsèques ou acquis. 

Récemment, la nature hétérogène des tumeurs a été révélée par des diagnostics 
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moléculaires avancés, décrivant la constitution génétique des clones intra-tumoraux. 

Il est devenu clair que l'hétérogénéité tumorale est, au moins partiellement, 

responsable de la variabilité initiale de réponse aux traitements des patients 

(Dagogo-Jack and Shaw 2018), tandis que des expériences supplémentaires ont 

révélé que l'hétérogénéité tumorale est dynamique dans l'espace et le temps. Une 

hétérogénéité spatiale, observée au sein de la tumeur primitive, a également été 

détectée entre sites distants, organes ou ganglions lymphatiques, comme le 

suggèrent les analyses génétiques (Suda et al. 2018). L'évolution tumorale dans le 

temps a également été montrée par la mise en évidence de modifications génétiques 

au cours de la maladie et l'apparition de nouvelles mutations ou la restauration du 

phénotype sauvage (Dagogo-Jack and Shaw 2018). 

La plasticité tumorale devient également un problème majeur, car la résistance peut 

émerger de l'activation des voies de signalisation oncogénique secondaires, d’une 

sélection clonale ou de mutations acquises (H. A. Yu et al. 2013; Sequist et al. 2011). 

En effet, les caractéristiques physiologiques tumorales sont dynamiques, en fonction 

notamment de leur microenvironnement immunitaire, de leur accès aux facteurs de 

croissance, de leur vascularisation et/ou vasculature, et de leur adaptation aux 

traitements. Plusieurs études ont montré que cet aspect dynamique des tumeurs les 

entraîne au cours de la progression vers un état plus agressif et incontrôlable qui 

favorise finalement la résistance aux drogues anti-tumorales (Bhang et al. 2015; 

Jamal-Hanjani et al. 2017; Russo et al. 2016). Les caractéristiques dynamiques des 

cellules tumorales induites par leur plasticité rendent problématique le 

développement d'une thérapie systémique efficace. Ces caractéristiques adaptatives 

ne sont pas unidirectionnelles et peuvent être modulées, les cellules présentant un 

comportement plus ou moins agressif, indépendamment de leur statut mutationnel. 
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La modulation de la plasticité des cellules tumorales visant à les maintenir dans un 

état moins agressif constitue une approche thérapeutique pertinente pour améliorer 

les performances des thérapies systémiques, chimiothérapies en particulier.  

Dans ce contexte, nous avons voulu démontrer que la diminution de l'activité du 

récepteur de haute affinité à la neurotensine de type 1 (NTSR1) impacte l'agressivité 

des cellules tumorales tout en améliorant la réponse à la chimiothérapie, en 

rétablissant la sensibilité aux sels de platine.  

La neurotensine est synthétisée à partir d'une proforme de 170 acides aminés, clivée 

par des convertases pour produire du NTS et de la neuromédine N. Le clivage 

manqué de la proform NTS produit un NTS à long fragment (LF-NTS) qui s'est révélé 

présenter la même activité biologique que le peptide mature mais avec une plus 

grande stabilité, ce qui permet également une facilitation du ciblage thérapeutique et 

de l’étude expérimentale (Friry et al. 2002). La LF-NTS circulante est active et 

significativement corrélée au développement du cancer du sein, du diabète, des 

maladies cardiovasculaires et de la mortalité totale (Melander et al. 2012). Sur la 

base des résultats précédemment évoqués, nous avons émis l'hypothèse que suite à 

une production anormale de NTS, le proforme immature serait préférentiellement 

libéré au voisinage des cellules tumorales, et induirait une activation NTSR1 

soutenue et intense avec signalisation associée. En effet, une activation chronique 

avec des doses élevées d'agoniste NTS, dans des lignées cellulaires surexprimant 

NTSR1, induit une activation du gène NTSR1 et un recyclage permanent de NTSR1 

à la surface cellulaire (Toy-Miou-Leong et al. 2004; Najimi et al. 1998). La sur-

stimulation de NTSR1 se produisant dans les tumeurs, induit une cascade 

d'activation autocrine des trois principaux récepteurs du facteur de croissance 

épidermique (EGF-R, HER2, HER3) (Younes et al. 2014). Dans une tentative pour 
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altérer ou inhiber ces effets en cascade, nous avons développé un anticorps 

neutralisant le LF-NTS. Dans ce travail, nous corrélons tout d'abord l'expression de 

NTSR1 avec la réponse à la combinaison de traitement au platine et au pemetrexed 

chez des patients atteints d'adénocarcinomes pulmonaires métastatiques primitifs. 

Nous démontrons que le mAb LF-NTS agit sur la plasticité des cellules tumorales 

des cellules cancéreuses du poumon. Ce traitement a entraîné l'altération de leur 

agressivité en diminuant la croissance et la réduction des processus métastatiques. 

En affectant la plasticité cellulaire, la réponse au traitement au cisplatine a été 

restaurée tout en améliorant l'activité physique et en augmentant le poids corporel 

 
 
6.2.2. Principaux résultats  

La forte expression du NTSR1 dans les cellules tumorales des stades avancés 

du CBNPC est inversement corrélée à la sensibilité à la chimiothérapie à base 

de sels de platine  

– L’évaluation en immunohistochimie du score neurotensinergique (expression de 

NTS et NTSR1) a été réalisée sur des biopsies de 28 malades traités pour un 

CBNPC non épidermoïde de stade avancé (IIIB ou IV), et confronté aux données 

cliniques incluant en particulier la réponse à la chimiothérapie. Plus l’expression de 

NTS et/ou NTSR1 était importante et donc le score neurotensinergique élevé, moins 

les patients répondent à la chimiothérapie selon les critères RECIST.  

– L’étude d’une sous populations de patients opérés d’un CBNPC issues d’un essai 

randomisé comparant chirurgie seule contre chirurgie plus chimiothérapie adjuvante 

(doublet incluant du cisplatine) a permis de constater que les malades ayant un 

niveau de transcrit NTSR1 élevé (≥ 80ème percentile) ont une survie plus courte que 
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les autres après chimiothérapie et que cette thérapie adjuvante ne permettait pas 

d’obtenir de meilleurs résultats oncologiques que pour les patients du groupe 

contrôle contrairement à ceux ayant une expression NTSR1 plus faible.   

– L’analyse de base de données TCGA-LUAD a confirmé que l’expression de 

NTSR1 était significativement associée à la croissance tumorale et à la réponse à la 

chimiothérapie.   

 

Développment un anticorps dirigé contre le fragment long de la neurotensine 

(LF-NTS)  

– Comme le suggéraient les précédents travaux de notre équipe, nous souhaitions 

cibler la neurotensine, et notamment son fragment long (plus stable), afin de bloquer 

l’activation de son récepteur le NTSR1 par stimulations autocrines et paracrines. 

Nous avons donc développé un anticorps anti fragment long de la 

NTS/NN/proformNTS à partir d’un peptide conjugué à la thyroglobuline bovine puis 

sélectionné par Elisa. 

– Les propriétés neutralisantes de l’anticorps anti LF-NTS sur NTSR1 ont été 

vérifiées in vitro sur le ralentissement de la croissance cellulaire de cellules 

surexprimant NTSR1 et la NTS les LNM-R. De plus, l’effet activateur de NTS/NTSR1 

sur les drivers oncogéniques majeurs que sont par exemple HER3 et EGF-R et leurs 

voies de signalisation associées, comme montré dans les travaux de notre équipe, 

est contrecarré par l’anticorps anti LF-NTS, in vitro (Younes et al. 2014). 
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L’anticorps anti LF-NTS réduit la croissance et le potentiel métastatique de 

tumeurs expérimentales du CBNPC 

La croissance tumorale a été testée sur plusieurs modèles de tumeurs 

expérimentales, des xéno-ou -orthogreffes avec les cellules LNM-R, A549, ou LLC-1 

et sur des PDX provenant de patients avec un adénocarcinome PT2 NO et PT2N1. 

En comparant la croissance des tumeurs deux à deux sur chaque animal traité par 

des anticorps anti LF-NTS, on a pu constater que le traitement réduisait de 40 à 

65 % la taille des tumeurs selon les modèles par rapport au groupe contrôle. En 

parallèle, nous avons observé que la croissance tumorale des cellules silencées pour 

le NTSR1, bien moins rapide par rapport aux cellules sauvages, n’était pas affectée 

par l’anticorps (voir Figure 4 de l'article en annexe 2). 

L’invasion lymphatique ganglionnaire des tumeurs expérimentales a été évaluée 

dans les différents groupes de souris, montrant que les taux de ganglions 

métastatiques des animaux traités au LF-NTS étaient significativement plus bas que 

pour les contrôles. Un résultat similaire a également été observé pour les taux de 

métastases pulmonaires induites par le modèle de Lewis, LLC1 (voir Figure 6 de 

l’article en annexe 2). 

Le co-traitement par anticorps anti LF-NTS restaure la sensibilité au cisplatine 

de tumeurs expérimentales 

Nous avons vu que le couple NTS/NTSR1 est un marqueur d'agressivité tumorale et 

que l'activation du NTSR1 amplifie la signalisation à caractère oncogénique. En 

parallèle à ces études, un groupe de chercheur a mis évidence l'influence des sels 

de platine sur l'expression de la NTS. Mansour et collègues ont en effet montré que 

l’oxaliplatine et le cisplatine injectés en intrapéritonéal. Chez des rats normaux 
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induisaient une augmentation de la neurotensine circulante responsable des 

dommages du nerf sciatique et de troubles locomoteurs associés (Al Moundhri et al. 

2013). Nous avons donc émis l'hypothèse que les sels de platine utilisé lors des 

traitements tumoraux pouvaient également induire une surexpression de la NTS, 

celle-ci pouvant, dès lors qu'elle active le NTSR1 exprimé à la surface de cellules 

cancéreuses, impacter la sensibilité cellulaire au cisplatine. Dans un premier temps 

nous avons confirmé, dans nos modèles, l'amplification de la NTS par le cisplatine 

dans la cellule tumorale. En effet, l'ARNm de la NTS était augmenté dans les cellules 

LNM-R lorsque celles-ci étaient traitées par du cisplatine pendant 24h, et cette 

augmentation est abolie en présence de l'anticorps anti NTS (Figure 56A). Lorsque 

des tumeurs expérimentales sont réalisées sur un modèle de souris nude portant en 

hétérotopique des tumeurs LNM-R,  on peut constater en immunohistochimie que le 

marquage NTS est plus fort lorsque les animaux ont été traités au cisplatine (Figure 

56B).  

 Afin de confirmer l'impact de la NTS sur la sensibilité aux sels de platine, j'ai 

comparé la CI50 du cisplatine sur la mortalité cellulaire dans des cellules exposées à 

un agoniste de la NTS (JMV 449), comme les cellules A549 ou LNM-R qui 

présentent une boucle autocrine à la NTS. De mêmes, des clones issus de ces 

lignées cellulaires  avaient une expression de NTSR1 ou de NTS abolie par 

l'approche des shARN, et ont été également traités au cisplatine afin d’analyser et 

comparer leur sensibilté à cette drogue. La Figure 56C a ainsi confirmé notre 

hypothèse selon laquelle la NTS interfère sur la sensibilité cellulaire au cisplatine, du 

moins in vitro.    
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Figure 56 : (A) Quantification de l’expression ARNm de NTS par traitement de cellules LNM-R par du 
cisplatine. L’augmentation de l’ARNm NTS est abolie par l’exposition à un anticorps anti LF-NTS. (B) 
Coupes de tumeurs expérimentales LNM-R marquées pour la NTS et montrant une augmentation du 
marquage chez les animaux traités au cisplatine 1mg/kg, 5 injections. (C) CI50 du cisplatine après 72h 
de traitement de cellules de lignées A549 et LNM-R traitées à subconfluence.Le JMV (10

8
M), agoniste 

de NTS, a été utilisé sur les cellules A549 uniquement. Des clones issus de ces lignées ont été 
silencés pour la NTS (SI NTS) ou le NTSR1 (SI NTSR1). 

 

 

– Pour confirmer ces résultats  par un modèle in vivo, nous avons réalisé une 

expèrience chez la souris nude portant des tumeurs doubles, en greffant des cellules 

LNM-R d'un coté qui expriment NTS et NTSR1 et de l'autre des cellules silencées 

pour le NTSR1 (R-SI NTSR1) (Figure 57). L’analyse de la croissance tumorale 

montrait que les tumeurs LNM-R étaient résistantes au cisplatine alors que les R-

SI NTSR1 y étaient plus sensibles. De même, lorsque des souris portant des 

tumeurs LNM-R étaient traitées par des anticorps anti LF-NTS combinés au 

cisplatine, la croissance tumorale était significativement réduite par rapport au 
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groupe cisplatine seul suggérant une restauration de la sensibilité accrue au 

cisplatine. De plus, les ganglions prélevés homolateraux à la tumeur LNM-R non 

silencée NTSR1 étaient moins envahis lorsque les animaux étaient traités avec les 

anticorps anti-NTS en combinaison avec le cisplatine que lorsqu’ils ne recevaient pas 

de traitement ou du cisplatine seul.   

 

 

Figure 57: Modèle de doubles tumeurs établi à partir de cellules LNM-R, et d’un clone dont 
l’expression du NTSR1 a été éteinte de façon sable par des ARN interférents (sh-RNA).  (A) La 
tumeur de gauche exprimant NTS et NTSR1 répond faiblement au Cisplatine mais cette réponse est 
augmentée de 2 à 3 fois en présence de mAbs LF-NTS. La tumeur de droite invalidée pour 
l’expression de NTSR1 répond au Cisplatine et l’association avec les mAbs NTS n’améliore pas cette 
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réponse. Cette expérience démontre l’efficacité et la spécificité des anticorps sur la croissance 
tumorale et la sensibilisation au Cisplatine. (B) Ratio de ganglions prélevés présentant un 
envahissement par des cellules tumorales sur les animaux contrôles (traitées par cisplatine seul) par 
rapport à ceux traités par des anticorps anti-NTS en combinaison au cisplatine 

 

 

– Des expériences réalisées in vitro sur des cellules A549 ou LNM-R traitées par 

anticorps anti LF-NTS ont permis de constater que ce traitement augmentait la 

quantité de platine dans le noyau (où il exerce son action principale), par 

spectrométrie de masse, ainsi que le marquage phospho-γH2AX, témoignant de 

cassures double-brin d’ADN, par rapport aux groupes contrôles (Figure 58).  

 

Figure 58 : Immunocytochimie montrant le marquage de phospho-γH2AX sur des cellules A549 ou 
LNM-R traitées pendant 72h par du cisplatine seul, du cisplatine plus des IgG totales (contrôle), ou du 
cisplatine plus des anticorps anti LF-NTS. (en supplementary data par rapport au papier publié). 

 

Ces différents modèles suggérent que le blocage de la signalisation NTS/NTSR1 est 

susceptible d’améliorer la sensibilité au cisplatine de CBNPC, ce qui nécessitait une 

validation in vivo sur de plus grands ensembles, de réaliser une partie mécanistique, 
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et de poursuivre le développement de l’anticorps anti-FL-NTS dont les propriétés 

seraient parallèlement évaluées. Cette partie représente le travail numéro deux de la 

thèse.  

 

Le traitement à long terme par anticorps anti LF-NTS n’induit pas d’effet 

secondaire significatif chez la souris 

Des souris C57/BL6 ont reçu des anticorps anti LF-NTS pendant 180 jours à une 

dose hebdomadaire de 5 mg/kg. Les souris traitées prenaient plus de poids et 

avaient une activité physique plus intense que les souris « contrôle ». Les dosages 

sanguins de triglycérides, du glucose et du cholestérol n’étaient pas significativement 

différents entre les 2 groupes. Ce constat était stable et persistant le long de 

l’expérience (voir Figure 6 de l’article en annexe 2).     

 

6.2.3 Matériel et méthodes du travail 2  

Cf article publié (annexe 2) 

 

Méthodes supplémentaires à l’article publié  

Public Data Bases 

Deux bases de données ont été analysées. JBR.10, un essai contrôlé randomisé 

mené en Amérique du Nord, a démontré un avantage du traitement adjuvant 

cisplatine / vinorelbine pour les stades réséqués IB à IIIA de CBNPC (Winton et al. 

2005) .Dans cette analyse, des tissus tumoraux surgelés ont été collectés 

prospectivement auprès de patients canadiens. Le profilage de l'expression des 
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gènes a été complété dans 133 échantillons, en utilisant des puces à 

oligonucléotides U133A (Affymetrix, Santa Clara, CA), 62 étaient dans le groupe 

d'observation (OBS), tandis que 71 étaient dans le groupe adjuvant cisplatine / 

vinorelbine, (ACT) (C.-Q. Zhu et al. 2010). 

La deuxième base de données sur l'adénocarcinome pulmonaire (LUAD) a été 

obtenue à partir des données du Cancer Genome Atlas (TCGA), via via cbioportal 

(http://www.cbioportal.org) (Gao et al. 2013; Cerami et al. 2012). Dans cette base de 

données, 305 patients de stade IB à IV ont bénéficié d’une chirurgie et d’une 

chimiothérapie. Des données normalisées sur l'expression génique des tissus 

tumoraux et des informations cliniques ont été fournies. L'âge moyen était de 64,6 

ans, 81% étaient des fumeurs et 232 patients avaient un cancer du poumon de stade 

précoce (stades IB, IIA et IIB). 

 

Extraction d'ARN, RT-PCR et RT-PCR quantitative (voir travail 1) 

Primers  

NTS 5’-CAGCTCCTGGAGTCTGTGCT-3’ and 5'-AGTATGTAGGGTCTTCTGGGTT-3'; 

NTS (qPCR)5’-ACAGCAGGGCTTTTCAACAC-3’ and 5'-

AGGGTCTTCTGGGTTTATTCTCA-3'; NTSR1 5’-CCTTCAAGGCCAAGACCCTC-3' and 5’-

CAGCCAGCAGACCACAAAGG-3'; NTSR1 (qPCR) 5’-CGAGCACAGCACATTCAGCA-

3'and 5’-CAGCCAGCAGACCACAAAGG-3' 36B4 5’-CCTGGAGGGTGTCCGCAAT-3’ and 

5’-CAGGGGCAGCAGCCACAAA-3’ 18S 5’-AGGAATTGACGGAAGGGCAC-3’ and 5’-

GTGCAGCCCGGACATCTAAG-3’. 

 

SDS-PAGE et  Western blot  

Cf travail 1 et (Younes et al. 2014) 

http://www.cbioportal.org/
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Mesures du platine 

L'accumulation de platine dans la cellule entière et au niveau de l'ADN a été 

déterminée par analyse en spectrométrie de masse à plasma à couplage inductif 

(ICP-MS) comme décrit dans (J. Liu et al. 2017). Pour l'accumulation intracellulaire 

de platine, les cellules ont été trypsinisées, lysées dans 1% de Triton X-100, 0,1% de 

SDS (w / v) pendant 15 min sur de la glace, incubées dans 52,5% (v / v) d'acide 

nitrique à 65 ° C pendant 2 h, et enfin la concentration d'acide a été réduite à 5% 

pour le stockage. Le niveau de protéine totale a été déterminé avec le kit de dosage 

de protéine DC ™ (Bio-Rad®). Pour l'accumulation de platine au niveau de l’ADN, 

les cellules ont été digérées pendant une nuit à température ambiante dans un 

tampon de lyse (50 mM Tris-HCl pH = 8, 10 mM EDTA, SDS 0,6% (p / v), 50 μg / ml 

RNase A, 400 mm NaCl, 400 μg NaCl, 166 μg / ml de protéinase K). Après digestion, 

les échantillons ont été homogénéisés dans du NaCl 1 M par agitation. Les 

échantillons ont ensuite été centrifugés à 3000 tr / min pendant 15 min à 4 ° C et 2 

volumes d'éthanol ont été ajoutés aux surnageants. L'ADN a été récupéré en 

enroulant l'ADN autour d'une pipette en verre, lavé dans de l'éthanol à 70%, séché à 

l'air et remis en suspension dans de l'eau. Les résultats ont été normalisés par les 

niveaux de protéines ou les quantités d'ADN. 

 

Analyse des lipides fécaux 

Les excréments ont été prélevés sur des souris hébergées individuellement sur une 

période de 48 heures. Les matières fécales ont été séchées à 60 ° C pendant 24h, 

pulvérisées dans de l'eau (5 ml pour 300 mg) puis incubées avec 5 ml de 
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chloroforme-méthanol (2: 1). Après agitation au vortex, la suspension a été 

centrifugée à 1000 x g pendant 10 min à température ambiante. La phase liquide 

inférieure contenant les lipides extraits a été évaporée à sec. Les échantillons ont été 

remis en suspension dans 500 pi de chloroforme contenant 2% de Triton X-100, 

évaporés à sec et finalement remis en suspension dans 500 pi d'eau. Avant 

l'analyse, les échantillons ont été chauffés pendant 10 min à 60 ° C. La concentration 

finale de solvant était de 2% de Triton X-100 dans l'eau. Le cholestérol total et les 

triglycérides ont été dosés en utilisant un analyseur de biochimie selon le protocole 

du fabricant (Randox Laboratories Ltd, Roissy en France, France). Les calibreurs et 

les contrôles de qualité ont été dilués avec 2% de Triton X-100 dans de l'eau. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2.4 Annexes du travail 2 



165 
 



166 
 



167 
 



168 
 



169 
 



170 
 



171 
 



172 
 



173 
 



174 
 



175 
 



176 
 



177 
 



178 
 



179 
 

 

 

 



180 
 

Figures supplémentaires annexes au travail 2  

 

Figure S1 : Optimisation de la dose et de la fréquence d’administration des anticorps anti-LF-NTS sur 
des greffes expérimentales de tumeurs LNM-R. 

 

 

Figure S2 : Courbe de croissance tumorale de tumeurs LNM-R silencées pour NTSR1 dans différents 
groupes de traitements, contrôles, cisplatine ou anticorps anti-LF-NTS seuls ou combinaison cisplatine 
avec les anticorps anti-LF-NTS.Ce dernier traitement combiné n’apportait pas de diminution 
significative de la croissance tumorale par rapport aux monothérapies ou aux contrôles. 
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Chapitre 7. Conclusions générales et perspectives  

Dans ce travail de thèse, nous avons montré que le cisplatine augmente l’expression 

de PD-L1 dans différents modèles précliniques corroborés par l’analyse de cohortes 

de patients atteints de CBNPC. Les résultats obtenus suggèrent un impact inducteur 

du cisplatine sur l’expression de PD-L1 par les cellules tumorales qui serait 

significatif, reproductible, et persistant dans le temps avec un effet précoce et plus 

tardif. Ceci peut fournir une base solide et fiable pour des explorations ultérieures, 

ainsi que pour la justification rationnelle d’essais cliniques, en cours ou à venir, 

portant sur des thérapies combinées comprenant un blocage de PD-1/PD-L1 et des 

drogues cytotoxiques comme le cisplatine. Lors de protocoles associant 

chimiothérapie et/ou radiothérapie à des ICI administrés ultérieurement, la question 

de la pertinence de procéder à une réévaluation séquentielle du statut PD-L1 est 

également posée, afin notamment de sélectionner de manière optimale le sous-

ensemble de patients éligibles à de tels traitements. La problématique liée à la 

représentativité des différentes méthodes d’évaluation du « statut » PD-L1 des 

tumeurs reste un point important à explorer, et se pose d’autant plus à l’heure du 

développement de prélèvements de moins en moins invasifs comme les biopsies 

liquides. Par ailleurs, les résultats préliminaires très récents obtenus avec des 

combinaisons d’immunothérapies, comme un anti-PD-1/PD-L1 associé à un anti-

CTLA-4, sont encourageants dans le CBNPC de stade avancé et peuvent 

représenter une option thérapeutique intéressante dans certaines sous-populations 

de malades, sans pour autant supplanter les chimiothérapies seules ou en 

association avec un ICI (Landre et al. 2019 ; Hellmann et al. 2019). En effet, même si 

la recherche de biomarqueurs d’éligibilité à des immunothérapies ne cesse de 

s’accroître, et que les indications à ces traitements se multiplient, il est fort probable 
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que les sels de platine restent des drogues « clé » dans le cancer pulmonaire de par 

le recul important qui existe sur leur efficacité, sur la compréhension de leurs 

mécanismes d’action et de résistance associée, ainsi que sur le profil de toxicité 

significatif, mais globalement maîtrisé au contraire des immunothérapies. Dans cette 

optique, l’utilisation d’un anticorps ciblant la signalisation neurotensinergique 

représente une approche intéressante pour ses potentielles propriétés anti-tumorale 

intrinsèques, et sa capacité à restaurer la sensibilité aux sels de platine en facilitant 

l’accès à la cible ADN, tout en n’ayant que peu d’impact fonctionnel et donc que peu 

d’effets secondaires majeurs prévisibles. 

La caractérisation mécanistique et clinico-pathologique des résultats associés à ces 

différentes combinaisons de traitement, ainsi que leur séquence et l’identification des 

populations éligibles, est un enjeu majeur en oncologie thoracique qui nécessite 

notamment une optimisation des modèles précliniques et la réalisation d’essais 

thérapeutiques. Une approche plus globale, prenant en compte non seulement la 

tumeur et son microenvironnement, mais aussi le patient, son métabolisme et état 

inflammatoire, devra probablement être envisagée afin d’individualiser les prises en 

charge thérapeutiques et d’améliorer le pronostic de cette pathologie.  
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Figure S3 : résumé visuel des principales expériences du travail 1 et résultats associés. Tum cell : 
cellules tumorales, Imm cell : cellules immunitaires, WB : Western-Blot 
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Chapitre 8. Chronologie de thèse/place du travail 2 

 

J’ai intégré l’équipe de Dr Patricia Forgez depuis 2011 lors de mon master 2, mon 

sujet abordait alors la régulation de l’expression de la neurotensine par le cisplatine 

dans la cellule tumorale bronchique. J’ai été membre de l’équipe depuis, et à ce titre 

j’ai participé en tant que clinicien à la réflexion du groupe sur le développement d’une 

thérapie antitumorale ciblant le couple neurotensine et son récepteur le NTSR1, avec 

notamment pour compétence attendue d’évaluer la pertinence clinique d’améliorer la 

réponse aux traitements standards. Ce projet a fait une première preuve de concept 

avec le développement d’un anticorps monoclonal murin contre le fragment long de 

la neurotensine. J’ai contribué à l’étude clinique des patients de l’hôpital Saint 

Joseph et aux traitements des bases de données, j’ai finalisé le travail de mon 

master 2, et participé aux études sur les tumeurs expérimentales.  

Dans ce contexte, au moment de choisir mon sujet de thèse, et en tant que clinicien il 

m’est apparu important d’aborder à une question émergente dans la pratique clinique 

des stades avancés du CBNPC, qui est la place de l’immunothérapie PD-1/PDL-1 

dans les lignes de traitements proposés aux malades. A partir des résultats 

préliminaires, et la possibilité de pouvoir comparer l’expression de PDL-1 dans une 

cohorte de patients avant et après chimiothérapie j’ai décidé d’étudier l’influence du 

cisplatine sur l’expression de PDL-1 dans les CBNPC. Grâce à mon acquis sur le 

projet neurotensine, j’ai pu élaborer les expériences nécessaires pour valider les 

hypothèses amenées par les résultats préliminaires. 
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  Titre : Influence Du Cisplatine sur l'expression du Check-Point Immunitaire PD-1/PD-L1 Dans Le Cancer Broncho-Pulmonaire Non A Petites Cellules 

  Mots clés : cancer pulmonaire, PD1/PD-L1, immunothérapie, cisplatine, neurotensine 

Résumé : Malgré les nombreux progrés réalisés ces dernières années dans la prise en charge thérapeutique du cancer broncho-pulmonaire, cette 

pathologie reste la première cause de décès lié au cancer dans le monde. L’enjeu majeur pour cette maladie est donc de développer de nouveaux 

traitements et d’optimiser l’utilisation des drogues existantes, en particulier les sels de platine. Les protocoles combinant des inhibiteurs de points 

de contrôle immunitaire avec des sels de platine est actuellement en plein essor malgré un certain manque en études précliniques. Dans ce travail, 

j’ai cherché à évaluer l'impact du cisplatine sur l'expression de PD-L1 en analysant des patients ayant reçu une chimiothérapie néo-adjuvante à 

base de cisplatine. Le traitement d'induction augmentait considérablement le marquage PD-L1 des cellules tumorales et immunitaires du 

microenvironnement. Vingt-deux patients présentaient une variation positive du pourcentage de cellules tumorales PD-L1+ après chimiothérapie 

néoadjuvante; dont 9 (23,1%) passant de <50% à ≥50% des cellules tumorales marquées. Nous avons également confirmé la régulation positive de 

PD-L1 par le cisplatine, tant au niveau de l'ARNm qu’au niveau protéique, in-vitro et in-vivo sur des souris nude et des souris immunocompétentes 

greffées par des tumeurs expérimentales issues de lignées cellulaires de cancer du poumon A549, LNM-R ou LLC1. L’up-régulation de PD-L1 par le 

cisplatine fait intervenir la voie de signalisation PI3K/AKT. De plus, l'administration combinée d'anticorps anti-PD-L1 (3 mg / kg) et de cisplatine (1 

mg / kg) à des souris portant un carcinome pulmonaire réduisait significativement la croissance tumorale par rapport aux traitements en 

monothérapie et par rapport aux contrôles. Le cisplatine augmente donc précocément et durablement l'expression de PD-L1 et pourrait donc agir 

de manière synergique avec un blocage de PD-1 / PD-L1 pour améliorer la réponse tumorale aux traitements. En parallèle, nous avons pu 

développer une thérapie ciblée anti-neurotensine permettant de bloquer ses effets paracrines stimulants la prolifération, la croissance, et les 

capacités d’invasion des cellules de tumeurs pulmonaires. Les anticorps anti-neurotensine amélioraient également la sensibilité au cisplatine de 

tumeurs préalablement résistantes par des mécanismes qui impliquent probablement l’augmentation de l’influx et la diminution de l’efflux de 

platine au niveau de sa cible intra-nucléaire qu’est l’ADN. L’ensemble de ces résultats apportent du rationnel à la réalisation d’essais cliniques 

impliquant le cisplatine  et visant par différents biais à améliorer l’efficacité de traitements systémiques de cancers broncho-pulmonaires non à 

petites cellules.     

 

 

  Title :  impact of cisplatin on the expression of immune check-point PD-1/PD-L1  in non small cell lung carcinoma 

  Keywords :  lung cancer, PD-1/PD-L1, immune therapy, cisplatine, neurotensin 

Abstract :  Despite many advances in the recent years in the therapeutic management of bronchopulmonary cancer, it remains the leading cause 

of death linked to cancer in the world. The major challenge for this disease is therefore to develop new treatments and optimize the use of 

existing drugs, in particular platinum salts. The number of clinical protocols testing combined therapies including immune check-point inhibitors 

and platinum salts is currently increasing in lung cancer treatment, however preclinical studies and rationale are often lacking. Here, we evaluated 

the impact of cisplatin treatment on PD-L1 expression analyzing the clinicopathological characteristics of patients who received cisplatin-based 

neoadjuvant chemotherapy followed by surgery and showed that cisplatin-based induction treatment significantly increased PD-L1 staining in 

both tumor and immune cells from the microenvironment. Twenty-two patients exhibited positive PD-L1 staining variation after neoadjuvant 

chemotherapy; including 9 (23.1%) patients switching from <50% to ≥50% of stained tumor-cells. We also confirmed the up-regulation of PD-L1 

by cisplatin, at both RNA and protein levels, in nude and immunocompetent mice bearing tumors grafted with A549, LNM-R, or LLC1 lung cancer 

cell lines. Up-regulation of PD-L1 by cisplatin involved the PI3K / AKT signaling pathway.The combined administration of anti-PD-L1 antibodies 

(3mg/kg) and cisplatin (1mg/kg) to mice harboring lung carcinoma significantly reduced tumor growth compared to single agent treatments and 

controls. Overall, these results suggest that cisplatin treatment could synergize with PD-1/PD-L1 blockade to increase the clinical response, in 

particular through early and sustainable enhancement of PD-L1 expression. Simultaneously, we were able to develop a targeted anti-neurotensin 

therapy to block its paracrine effects which stimulate proliferation, growth, and metastatic potential of lung tumor cells. Anti-neurotensin 

antibodies also improved the sensitivity to cisplatin of previously resistant tumors by mechanisms which probably involve increased influx and 

decreased efflux of platinum at the intra-nuclear level where resides its target DNA. All of these results provide a rationale for carrying out clinical 

trials involving cisplatin and aiming, by various ways, to improve the effectiveness of systemic treatments for non-small cell broncho-pulmonary 

cancers. 
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