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RÉSUMÉ 

 

Le cancer de vessie représente la 6ème cause de mortalité par cancer en France. 

Le manque de facteurs pronostiques individuels incite à chercher de nouveaux 

marqueurs théranostiques permettant également d’identifier des cibles 

thérapeutiques. Les analyses pangénomiques, comme celles du TCGA (The 

Cancer Genome Atlas), ont permis d’identifier de nouvelles altérations 

génomiques qui seraient de potentiels biomarqueurs. L’émergence 

d’immunothérapie ciblant le verrou immunitaire (ICI) PD-1/PD-L1/CTLA4 a 

conduit des essais thérapeutiques pan-cancers parfois orientés par l’expression 

de PD-1/PD-L1 et de CTLA4 et de leurs ligands. Dans le cancer de vessie, 

l’immunothérapie est une approche ancienne avec la BCG-thérapie intra-vésicale 

pour les tumeurs de vessie non infiltrant le muscle (TVNIM). Les ICI ont montré 

de très bons résultats dans le cancer de vessie mais il n’est pas clairement 

identifié de marqueurs prédictifs de la réponse, que ce soit l’expression de PD-

L1, l’évaluation de la charge mutationnelle ou les classifications moléculaires. 

Nos travaux s’inscrivent dans cet état des lieux. Nous souhaitions étudier 

l’implication de l’environnement immunitaire et son lien avec les altérations 

oncogéniques et corréler ces résultats au pronostic et à la réponse au traitement  

par BCG-thérapie. 

Matériel et méthodologie générale 

Notre cohorte était constituée de 127 à 155 échantillons tumoraux (60/71 TVNIM 

et 67/84 tumeurs de vessie infiltrant le muscle (TVIM)) et de 15 à 21 échantillons 

de tissu vésical normal provenant de patients opérés entre 2002 et 2007 pour 

lesquels nous disposions des données cliniques et de matériel tissulaire 

analysable (prélèvements cryopréservés et fixés en formol).  

L’analyse des mutations de l’ADN a porté sur les gènes HRAS, FGFR3 et 

PIK3CA par technique HRM puis séquençage. L’expression des transcrits 

(ARNm) de 29 oncogènes candidats et de 33 gènes de l’immunité anti-tumorale a 

été évaluée par RT-PCR quantitative en temps réel. L’analyse de l’expression 

protéique a été effectuée en immunohistochimie sur pleines lames (PD-1, PD-L1, 
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CD8 et FOXP3) ou sur lames de Tissue-Micro-Array (TMA) (RXRA, FGFR3 et 

CCNE1). L’analyse statistique a été réalisée à l'aide du logiciel SEM. 

Résultats 

Concernant les mutations ADN, 3 (2,9%) échantillons tumoraux étaient mutés 

pour HRAS, 28 (27.2%) pour FGFR3 et 18 (14,2%) pour PIK3CA.  

Concernant l’expression des gènes tumoraux et de l’immunité, pour les TVNIM, 

une analyse multivariée a permis d’identifier RXRA, FGFR3, le ratio FOXP3/CD8 

et OX40L comme facteurs pronostiques indépendants significativement corrélés 

à la survie sans récidive (p=0,0022, p=0,0069, p=0,016 et p=0,0039 

respectivement) et RXRA comme facteur pronostique indépendant associé à la 

survie sans progression vers l’infiltration du muscle (p=0,0068). Une signature 

d’expression des gènes RXRA, FGFR3 et CCNE1 a été identifié comme facteur 

pronostique indépendant aussi bien en termes de survie sans récidive qu’en 

termes de survie sans progression vers l’infiltration du muscle (p=0,04 et p=0,047 

respectivement). Seule l’expression de FGFR3 était corrélée à la réponse au 

traitement par BCG (p=0,037). 

Pour les TVIM, une analyse multivariée a permis d’identifier la surexpression 

d’ERCC2 comme étant un facteur pronostique indépendant significativement 

corrélé à la survie sans récidive (p=0,0011) et EGFR et E2F3 comme étant des 

facteurs pronostiques indépendants significativement corrélés à la survie globale 

(p=0,035 et p=0,014 respectivement). Une signature d’expression des gènes 

OX40L, CD8 et TIGIT a été identifié comme facteur pronostique indépendant 

aussi bien en termes de survie sans récidive qu’en termes de survie globale 

(p=0,0007 et p=0,007 respectivement). 

Il y avait une association significative entre l’expression des gènes (ARNm) et 

protéique (immunohistochimie) pour FGFR3, PD-1, PD-L1, CD8 et FOXP3 

(p<0,001, p<0,001, p<0,001 et p=0,00000016 et p=0,00000093 respectivement).  

Conclusion 

Notre étude a permis d’identifier des facteurs pronostiques différents dans les 

TVNIM et les TVIM. Dans les TVNIM, il s’agit de gènes liés à la cellule tumorale, 

dans les TVIM de gènes liés à l’environnement immunitaire. Ceci confirme la 

nécessité d’une prise en charge thérapeutique différente basée sur la biologie de 

la tumeur. 
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ABSTRACT 

 
 
Introduction 

Bladder cancer is the sixth higher cause of cancer death in France. The lack of 

individual prognostic factors encourages the search for new theranostic markers 

also allowing to identify therapeutic targets. The genome-wide analyzes, like 

those of The Cancer Genome Atlas (TCGA), allow to identify new genomic 

alterations that could be potential biomarkers. The emergence of immune-

targeting immunotherapy (ICI) PD-1/PD-L1/CTLA4 has led to pan-cancer 

therapeutic trials sometimes oriented by the expression of PD-1/PD-L1 and 

CTLA4 and their ligands. Regarding bladder cancer, immunotherapy is an old-

fashioned approach with intra-vesical BCGtherapy for non-muscle-invasive 

bladder cancer (NMIBC). ICI give very good results in bladder cancer but there is 

no clear identification of predictive markers of response, whether in the 

expression of PD-L1, mutational load assessment or molecular classifications. 

Our work is set in this situational analysis. We wanted to study the involvement of 

the immune environment and its link with oncogenic alterations and to correlate 

those results with the prognosis and the response to the treatment by 

BCGtherapy. 

Material and general methodology 

Our cohort consisted of 127 to 155 tumor specimens (60/71 NMIBC and 67/84 

muscle-invasive bladder cancer (MIBC)) and 15/21 samples of normal bladder 

tissue from patients who received surgery between 2002 and 2007 for whom we 

established clinical data and analysable tissue material (cryopreserved and 

formalin-fixed specimens). 

The analysis of DNA mutations dealt with the HRAS, FGFR3 and PIK3CA genes 

by HRM technique then sequencing. Transcript expression (mRNA) of 29 

candidate oncogenes and 33 genes of anti-tumor immunity were evaluated by 

real time quantitative RT-PCR. The analysis of protein expression was performed 

in immunohistochemistry on full slides (PD-1, PD-L1, CD8 and FOXP3) or 

Tissue-Micro-Array (TMA) slides (RXRA, CCNE1 and FGFR3). The statistical 

analysis was performed using the SEM software. 
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Results 

Regarding DNA mutations, 3 tumor samples (2.9%) were mutated for HRAS, 28 

(27.2%) for FGFR3 and 18 (14.2%) for PIK3CA. 

Regarding the expression of tumor genes and immunity, for NMIBC, a 

multivariate analysis enabled to identify RXRA, FGFR3, the FOXP3/CD8 ratio 

and OX40L as independent prognostic factors significantly correlated with 

recurrence-free survival (p=0.0022, p=0.0069, p=0.016 and p=0.0039 

respectively) and RXRA as an independent prognostic factor associated with 

progression-free survival to muscle infiltration (p=0.0068). An expression 

signature composed of RXRA, FGFR3 and CCNE1 has been identified as an 

independent prognostic factor in terms of both recurrence-free and progression-

free survival to muscle infiltration (p=0.04 and p=0.047 respectively). Only alone 

the expression of FGFR3 was correlated with response to BCG treatment 

(p=0.037). 

For MIBC, a multivariate analysis enabled to identify overexpression of ERCC2 

as an independent prognostic factor significantly correlated with recurrence-free 

survival (p=0.0011) and EGFR and E2F3 as independent prognostic factors 

significantly correlated with overall survival (p=0.035 and p=0.014 respectively). 

An expression signature composed of OX40L, CD8 and TIGIT was identified as 

an independent prognostic factor in terms of both recurrence-free and overall 

survival (p=0.0007 and p=0.007 respectively). 

There was a significant association between gene expression (mRNA) and 

protein (immunohistochemistry) for FGFR3, PD-1, PD-L1, CD8 and FOXP3 

(p<0.001, p<0.001, p<0.001 and p= 0.00000016 and p=0.00000093 respectively). 

Conclusion 

Our study enabled to identify different prognostic factors in NMIBC and MIBC. In 

NMIBC, these are genes linked to the tumor cell, in MIBC these are genes related 

to the immune environment. This confirms the need for different therapeutic 

management based on tumor biology. 

 

Key words: bladder cancer; DNA mutations; reverse transcription-PCR; 

immunohistochemistry; molecular marker; prognosis
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INTRODUCTION 

 

I. HISTORIQUE ET EPIDEMIOLOGIE DU CANCER DE LA 
VESSIE 

La première description d’un polype de la vessie a été faite lors d’une taille 

vésicale pour calcul par Fabrice de Hilden en 1620. Cependant, la première 

description complète de la clinique des tumeurs de vessie a été celle réalisée par 

J-C-Félix Guyon en 1884. Son analyse de 13 observations a été l’objet des 

leçons publiées par fragments dans les « Annales des maladies des organes 

génitaux urinaires ». Les travaux de Guyon ont défini les bases des 

connaissances anatomopathologiques des tumeurs de vessie en apportant la 

notion d’infiltration de la paroi vésicale par la tumeur et en montrant que cette 

notion était en rapport direct avec l’évolution et le pronostic. Pathologie rare au 

début du XXème siècle, le cancer de la vessie est devenu avec l’industrialisation 

des pays occidentaux une problématique de santé publique. Avec 430 000 cas 

diagnostiqués dans le monde1, le cancer de vessie est responsable de 150 000 

décès par an. En France, 11 000 nouveaux cas de cancers de vessie sont 

diagnostiqués chaque année, principalement des carcinomes à cellules 

transitionnelles (également appelés carcinomes urothéliaux), et il représente la 

6ème cause de mortalité par cancer avec 4500 décès par an, soit 3% des décès 

par cancer. Il prédomine nettement chez l’homme (sex-ratio proche de 5). Son 

incidence a augmenté de plus de 25% chez l’homme et de plus de 9% chez la 

femme durant les 30 dernières années2. L’explication de cette évolution 

épidémiologique repose principalement sur les facteurs de risques 
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environnementaux que sont le tabagisme, avec un effet carcinogène dose-

dépendant, et les carcinogènes industriels (amines aromatiques, hydrocarbures 

aromatiques polycycliques)3. L’action des carcinogènes au contact des cellules 

urothéliales se traduit par l’accumulation d’un nombre croissant de mutations au 

fur et à mesure que l’exposition se prolonge. Ces mutations confèrent aux 

cellules urothéliales des propriétés d’invasivité, l’aptitude à la croissance 

hétérotopique et à l’autocrinie. Les tumeurs de vessie progressent ainsi en 

envahissant les différentes structures sous-jacentes à l’urothélium.  
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II. CLASSIFICATION TNM DES TUMEURS DE VESSIE 

Le pronostic reste largement corrélé au stade et au degré de différenciation de 

ces tumeurs. La classification TNM du cancer de vessie a progressivement été 

affinée pour correspondre au mieux au pronostic des tumeurs de vessie. La 

classification actuelle est celle de l’AJCC 20094 (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Classification TNM (2009) 

T = tumeur primitive 

Tx Renseignements insuffisants pour classer la 
tumeur primitive 

T0 Pas de signe de tumeur primitive 

Ta Carcinome de type papillaire non infiltrant 

Tis (=Cis) Carcinome in situ 

T1 Tumeur envahissant le tissu conjonctif sous-
épithélial 

T2 

• T2a 
 

• T2b 

Tumeur envahissant la musculeuse 
Tumeur envahissant la musculeuse 
superficielle (moitié interne) 
Tumeur envahissant la musculeuse profonde 
(moitié externe) 

T3 

• T3a 

• T3b 

Tumeur envahissant le tissu péri-vésical 
Atteinte microscopique 
Atteinte macroscopique (masse extra-vésicale) 

T4 
 

• T4a 

• T4b 

Tumeur envahissant les organes ou structures 
de voisinage  
Prostate, vésicules séminales, vagin ou utérus 
Paroi pelvienne ou paroi abdominale 

N = ganglions 
lymphatiques régionaux 

Nx Renseignements insuffisants pour classer 
l’atteinte des ganglions lymphatiques régionaux 

N0 Pas d’atteinte des ganglions lymphatiques 
régionaux 

N1 Atteinte d’un seul ganglion lymphatique pelvien 

N2 Atteinte de multiples ganglions lymphatiques 
pelviens 

N3 Atteinte d’un (ou plusieurs) ganglion(s) 
lymphatiques(s) iliaque(s) primitif(s) 

M = métastases 
à distance 

Mx Métastases à distance non évaluables 

M0 Absence de métastase à distance 

M1 Présence de métastase(s) à distance 
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Figure 1 : Représentation des tumeurs de vessie selon le stade T 

 

 

Dans les années 1970, parallèlement aux progrès scientifiques permettant 

d’appréhender les mécanismes de la progression des tumeurs de vessie, une 

classification histologique en 3 grades est proposée par l’OMS5 pour permettre 

de regrouper les cellules cancéreuses selon une estimation de la rapidité de la 

croissance tumorale, basée sur l'étude microscopique des caractéristiques des 

cellules. Cette classification a fait l’objet de révisions une première fois en 20046,7 

 ; la version publiée en 2016 est celle dont l’usage est actuellement recommandé 

en anatomopathologie8 (Figure 2 ).  
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Figure 2 : Grade des tumeurs de vessie d’après les recommandations du 

CCAFU8  
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III. PRISE EN CHARGE DES TUMEURS DE VESSIE 

Actuellement, leur traitement est basé sur la distinction entre les tumeurs de 

vessie non infiltrant le muscle (TVNIM) et les tumeurs de vessie infiltrant le 

muscle (TVIM).  

 

III. 1. PRISE EN CHARGE DES TVNIM 

 
Les études épidémiologiques rapportent que, dans les pays occidentaux, 70% 

des nouveaux cas de tumeur de vessie sont diagnostiqués au stade de TVNIM 

(50% pTa, 20% pT1)9. Les TVNIM peuvent avoir deux évolutions différentes qui 

peuvent s’associer : récidive sur le mode non infiltrant et progression vers une 

tumeur infiltrant le muscle. Les principaux facteurs prédictifs concernant la 

récidive sont le nombre de tumeurs et leur taille. Ceux concernant la progression 

vers l’infiltration du muscle sont le stade T, le grade et la présence de Cis 

associé. La majorité des TVNIM (80%) est bien différenciée et de bas grade. Le 

pronostic est alors favorable avec un risque de récidive à 5 ans d’environ 31%, 

de progression à 5 ans de 1% et de décès spécifique à 10 ans de l’ordre de 5 à 

12%10. A l’inverse, les TVNIM de haut grade et de stade élevé (pT1) ou le Cis, 

sont de plus mauvais pronostic. Le risque de récidive à 5 ans peut aller jusqu’à 

78%, le risque de progression à 5 ans est alors de 45% et le risque de décès 

spécifique à 10 ans de 36%. Les TVNIM sont traitées par résection trans-urétrale 

endoscopique de vessie (résection du polype tumoral par les voies naturelles).  

 



21 
 

Figure 3 : Vue endoscopique d’une tumeur de vessie 
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Figures 4 : Résection trans-urétrale de vessie 

Figure 4a : Représentation d’une résection trans-urétrale de vessie 
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Figure 4b : Vue endoscopique d’une anse de résecteur 

 

 

 

Afin de réduire le risque de récidive ou d’évolution vers l’infiltration du muscle, un 

traitement adjuvant par instillations endo-vésicales de mitomycine C ou BCG est 

pratiqué dans certains cas10. Dans d’autres cas, une cystectomie peut être proposée 

pour ces TVNIM. Les propositions thérapeutiques sont adaptées aux risques de 

récidive et de progression. 
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Figure 5 : Algorithme de prise en charge des TVNIM d’après les recommandations du CCAFU8  
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III. 2. PRISE EN CHARGE DES TVIM 

 
Elles représentent 30 % des cas au diagnostic. Celles-ci peuvent résulter de 

l’évolution d’une TVNIM mais, le plus souvent, il s’agit de tumeurs infiltrant le 

muscle d’emblée. Elles sont métastatiques d’emblée au diagnostic dans 7% des 

cas. La survie à 5 ans est de l’ordre de 80% si la tumeur ne dépasse pas le plan 

musculaire ( pT2b). Elle chute à moins de 30% en cas d’atteinte de la graisse 

péri-vésicale (pT3) et à environ 5% lorsqu’il existe des métastases (N+, M+)11.  

L’arsenal thérapeutique concernant ces tumeurs comporte notamment la 

chirurgie et la chimiothérapie et plus rarement la radiothérapie dans le cadre 

d’une radio-chimiothérapie concomitante.  

L’exérèse chirurgicale (cystoprostatectomie chez l’homme, pelvectomie 

antérieure chez la femme) avec dérivation urinaire associée à un curage 

ganglionnaire est la pierre angulaire du traitement. Elle est proposée pour les 

patients opérables, c’est-à-dire porteurs d’une tumeur extirpable avec un état 

général compatible avec cette chirurgie12. Cependant, les données pronostiques 

des TVIM opérées restent décevantes, hypothétiquement à cause de micro-

métastases non traitées par la chirurgie. Ce sont ces micro-métastases que vise 

à éradiquer la chimiothérapie néo-adjuvante proposée avant cystectomie totale. 

Dans la littérature, des études, dont 2 randomisées de grande envergure, ont 

montré́ l’impact de la chimiothérapie néo-adjuvante à base de cisplatine sur la 

survie13,14.  Cette chimiothérapie à base de cisplatine ne peut être délivrée que si 

la fonction rénale et l’état général du patient sont satisfaisants. Le traitement par 

chimiothérapie adjuvante réalisé après la cystectomie a pour objectif de 

compléter une chirurgie qui n’aurait pas été microscopiquement complète et de 

prolonger la survie du patient. Peu d’études randomisées ont évalué l’intérêt 
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d’une chimiothérapie adjuvante et toutes ont été limitées à de petites cohortes. 

Au vu de l’ensemble de ces études14–17, la chimiothérapie adjuvante peut être 

indiquée en cas de tumeur à haut risque de récidive sur les données de l’analyse 

anatomopathologique, notamment en cas de stades pT3 ou pT4, du statut 

ganglionnaire N+ et des marges chirurgicales positives. A l’instar de la 

chimiothérapie néo-adjuvante, cette chimiothérapie adjuvante ne peut pas être 

réalisée si la fonction rénale est altérée ou si l’état général du patient ne le 

permet pas sachant qu’environ 30% des patients ne sont pas en état de recevoir 

cette chimiothérapie en raison des complications post-opératoires18.  

Pour les TVIM localement avancées (pT4) ou lorsqu’il y a un doute sur un 

envahissement ganglionnaire (N+), on considère que le patient n’est pas 

opérable d’emblée. Il est alors préconisé de réaliser une chimiothérapie première 

dite d’« induction » à base de cisplatine avec les mêmes contraintes que pour le 

traitement néo-adjuvant (état général et fonction rénale satisfaisants)19,20. Elle 

vise à obtenir l’opérabilité du malade mais son bénéfice potentiel ne peut être 

extrapolé à partir des études concernant la chimiothérapie néo-adjuvante réalisée 

chez des patients d’emblée opérables. Au total, il n’existe pas de protocole exact 

sur le traitement des TVIM localement avancées ou N+ ni sur la conduite à tenir 

après la chimiothérapie d’induction. Le CCAFU propose de réaliser une 

cystectomie totale complémentaire si la réponse à la chimiothérapie première est 

jugée satisfaisante sur le scanner de réévaluation8. 

Quel que soit le stade auquel elle est prescrite pour traiter les TVIM, la 

chimiothérapie à base de cisplatine est admise comme étant la référence21,22. 

Les traitements chimiothérapiques proposés pour les TVIM métastatiques ne 

permettent d’obtenir que de faibles taux de réponse (inférieurs à 30%).  
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Dans un essai de phase III, l’immunothérapie par pembrolizumab a démontré un 

bénéfice en survie globale chez les patients métastatiques en 2e ligne après 

chimiothérapie23. Il vient d’obtenir une autorisation de mise sur le marché (AMM) 

et est en attente du remboursement qui permettra son utilisation dans cette 

indication.  

Le Comité de Cancérologie de l’Association Française d’Urologie (CCAFU) 

propose un algorithme de prise en charge pour les TVIM8.  
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Figure 6 : Algorithme de prise en charge des TVIM d’après les recommandations du CCAFU8  
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IV. CARCINOGENESE UROTHELIALE 

IV.1. SCHEMA HISTORIQUE DE WU 

 
Historiquement, le modèle de progression des carcinomes urothéliaux suggérait 

que l’oncogenèse pourrait se faire selon 2 voies moléculaires distinctes, 

caractérisées par des altérations génétiques et épigénétiques, aboutissant à des 

tumeurs différentes dans leurs aspects histopathologiques et dans leur potentiel 

évolutif (Figure 7). 

La première voie (gauche de la figure 7) est celle de l’hyperplasie papillaire. Les 

tumeurs qui en résultent sont papillaires, non infiltrant le muscle et de bas grade. 

Environ 70% de ces tumeurs récidiveront au cours de leur évolution mais 

seulement 15% évolueront vers l’infiltration du muscle vésical. Ces tumeurs 

présentent dans 30 à 40% des cas des mutations au niveau du gène HRAS et 

dans 70% des cas au niveau du gène FGFR3. 

La 2ème voie de signalisation (droite de la figure 7) correspond à celle des 

tumeurs invasives et de haut grade. Le Cis et la dysplasie sévère peuvent faire le 

lit de ces tumeurs. Plus de la moitié de ces tumeurs comportent des anomalies 

structurelles et fonctionnelles des gènes suppresseurs de tumeurs TP53 et/ou 

RB1 ainsi que des délétions au niveau du chromosome 924. L’invasion et le 

potentiel métastatique résultent, entre autres, de l’altération de différents facteurs 

du micro-environnement tumoral.  
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Figure 7 : Les 2 voies de signalisation de la carcinogenèse urothéliale 
Reproduit d’après Wu X-R. :« Urothelial tumorigenesis : a tale of divergent pathways »25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI.2. DONNEES DU TCGA (The Cancer Genome Atlas) 

 
Le développement de la biologie moléculaire appliquée aux tumeurs a permis la 

mise en évidence des altérations génétiques (et épigénétiques) somatiques dans 

les tumeurs de vessie et a été une étape essentielle vers la compréhension des 

mécanismes moléculaires de la carcinogénèse vésicale. Le nombre d’altérations 

génomiques semble particulièrement important, les tumeurs vésicales arrivant en 

3ème position en termes de taux de mutations (environ 7,7 par Mégabase) après 

Urothélium normal 

FGFR3, HRAS, 
9q-/9p- 

TP53, RB1,  
9q-/9p- 

TVNIM, papillaire, de 

bas grade 

Tumeur infiltrante 

TVIM de haut 

grade, Cis 

N-cad, E-cad, MMPs, 
EGFR, VEGF, COX2, 
TSP1 

20-30% 70-80% 

hyperplasie dysplasie 

RECIDIVE 

PROGRESSION 

TP53, RB1,  
8p-, 11p-, 13q-, 14q- 

70% 

15% 

Métastases 

50% 



31 
 

les mélanomes (10/Mb) et les cancers du poumon (8/Mb). Récemment, les 

données d’analyses pangénomiques, comme celles du TCGA ont permis 

d’identifier, au sein des TVIM, de nouvelles altérations génomiques 

potentiellement utilisables comme marqueurs en cancérologie clinique26–30. En 

effet, certaines pourraient être utiles aux évaluations diagnostiques et 

pronostiques, à l’appréciation de la réponse au traitement et ouvrent actuellement 

la voie vers de nouvelles approches thérapeutiques 31–34. Cependant, l’étude du 

TCGA en 2015 ne portait que sur les TVIM et il n’existe que peu de données 

comparatives entre TVNIM et TVIM, la littérature concernant ces altérations dans 

les TVNIM étant pauvre, probablement en raison des contraintes associées aux 

procédures d'échantillonnage inhérentes aux TVNIM. 

 

✓ Délétions et mutations activatrices / Gènes suppresseurs de tumeur  

Selon l’analyse du TCGA sur des TVIM, 30 régions ont été identifiées comme 

porteuses de délétions focales. Parmi celles-ci, les délétions sur le chromosome 

9 sont les remaniements génétiques les plus fréquents dans les tumeurs de 

vessie et sont mises en évidence dès les premiers stades et grades des 

carcinomes urothéliaux. Au niveau du bras long du chromosome 9, plusieurs 

régions (9q21, 9q22, 9q31, 9q33, 9q34) sont candidates pour contenir des gènes 

suppresseurs de tumeurs impliqués dans l’oncogenèse vésicale. La région 9q34 

par exemple contient le gène suppresseur de tumeurs TSC1 (tuberous sclerosis 

gene 1) qui régule négativement la voie anti-apoptotique AKT/mTOR. Le bras 

court du chromosome 9 et plus particulièrement le locus 9p21 est aussi une 

région importante. En effet, il contient des gènes impliqués dans la régulation du 

cycle cellulaire, en particulier les gènes CDKN2A et CDKN2B, qui codent pour 

des protéines inhibitrices du cycle cellulaire (p14, p15 et p16). Ce locus 9p21 
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serait délété dans près de 47% des tumeurs de vessie infiltrantes, selon les 

données du Cancer Genome Atlas26.  

Parmi les autres régions fréquemment délétées, on peut noter : 

- le bras court du chromosome 8 (8p), avec plusieurs gènes potentiellement 

candidats : le gène EXTL3 (exostoses like 3 gene), le gène PRLTS (PDGF 

receptor beta like tumor suppressor), et le gène WRN (WRN RecQ like 

helicase) codant pour une hélicase et dont les mutations germinales sont 

responsables du syndrome de Werner, caractérisé par un vieillissement 

accéléré et la prédisposition à de nombreux cancers. 

- la région 13q14.2 contenant le gène RB1 et également muté dans 13% des 

cas. 

- plusieurs régions contenant des gènes suppresseurs de tumeurs impliqués 

dans la régulation du remodelage de la chromatine : la région 1p36.11 avec 

le gène ARID1A, la région 16p13.3 avec le gène CREBBP, la région 17p12 

avec le gène NCOR1.  

- la région 17p13.1 contenant le gène TP53 et également mutée dans 20 à 

50% des cas34.  

- les régions 2q22.1 (contenant le gène LRP1B), 2q34 (contenant le gène 

IKZF2), 3p14.2 (contenant le gène FHIT) ou bien encore 6p25.3 (contenant 

le gène FOXQ1). 

Plus récemment, les analyses par séquençage d’exomes ou de génomes entiers, 

ont permis d’identifier de nouveaux gènes suppresseurs de tumeurs montrant de 

forts taux de mutations et intervenant majoritairement dans les mécanismes de 

régulation épigénétique, notamment dans le remodelage de la chromatine, et 

jusqu’alors inconnus dans la carcinogénèse urothéliale vésicale : KDM6A (UTX), 

CREBBP, EP300, ARID1A, mais aussi CHD6, MLL, NCOR1, MLL2 et MLL3.  
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✓ Gains de matériel et mutations activatrices / Oncogènes  

Contrairement à ce que l’on pensait jusqu’alors, les amplifications géniques 

focales et récurrentes ne sont pas des évènements rares dans les carcinomes 

urothéliaux de vessie. En effet, les données du TCGA ont permis d’identifier 27 

régions amplifiées26. Parmi les amplifications géniques mises en évidence dans 

les TVIM, celles touchant le chromosome 7 sont d’une particulière importance car 

ciblant l’oncogène EGFR codant pour le récepteur de l’EGF. Ce récepteur est 

parfois surexprimé dans les cancers de vessie et le gène est retrouvé amplifié 

dans 11% des cas35. De même, au niveau du chromosome 17, un des gènes 

candidats est l’oncogène HER2 codant pour un récepteur transmembranaire à 

activité tyrosine kinase apparenté aux récepteurs de l’EGF. Ce gène localisé 

dans la bande 17q12 est amplifié dans plusieurs cancers, notamment dans le 

cancer du sein et de la vessie36. Si les amplifications sont retrouvées dans 7% 

des cas, il semble également exister d’autres mécanismes d’activation comme 

des mutations « gain de fonction » retrouvées dans 5% des cas et de rares 

translocations impliquant DIP2B (4%). Enfin, des mutations activatrices d’ERBB3 

sont également décrites dans 8 à 11% des cancers de vessie26–28, ouvrant de 

nouvelles perspectives thérapeutiques. Les données de l’analyse pangénomique 

du Cancer Genome Atlas ont permis de mettre en évidence de nouveaux 

oncogènes potentiellement impliqués dans la carcinogénèse vésicale puisque 

présentant des mutations activatrices (ERCC2 (12%), RXRA (9%), ELF3 (8%), 

KLF5 (8%), CCND3 (4%)) ou des amplifications récurrentes (CCNE1 (12%), 

CCND1 (10%), MDM2 (8%), PVRL4 (19%), PPARG (17%), BCL2L1 (11%), 

ZNF703 (10%))26. Au final, l’analyse intégrée des différentes altérations 

génétiques décrites au sein du TCGA a permis d’identifier 3 principales voies de 
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signalisation dérégulées dans les tumeurs de vessie et potentielles cibles 

thérapeutiques privilégiées. Les dérégulations affectant le cycle cellulaire sont 

retrouvées dans 93% des cas ; celles affectant la voie PIKCA3/AKT/mTOR dans 

72% des cas ; et enfin les altérations de gènes impliqués dans le remodelage de 

la chromatine dans 64% des cas26. 

 

 

VI.3. CLASSIFICATIONS MOLECULAIRES 

 
Même si elles ne sont pas encore utilisées en pratique quotidienne pour guider la 

prise en charge, des classifications moléculaires intégrant une partie des 

marqueurs anciennement et nouvellement étudiés, voient le jour afin de pouvoir 

proposer au patient la prise en charge la plus personnalisée et efficace possible. 

L’équipe française de Radvanyi à l’Institut Curie31 ainsi que celles de Hedegaard 

dans les TVNIM37 et Choi dans les TVIM38, ont mis en évidence des sous-

groupes moléculaires, ressemblant à ceux du TCGA, et ayant un impact 

pronostique mais probablement aussi prédictif de la réponse au traitement. En 

effet, le sous-groupe « luminal » p53 like (p53 + p16) et surexprimant FGFR3 

répondrait mieux aux immunothérapies alors que le groupe « basal-like » 

surexprimant EGFR aurait un mauvais pronostic mais serait meilleur répondeur à 

la chimiothérapie. Les classifications s’affinent avec le temps. Récemment, 

l’équipe de Roberston en a proposé une pour guider la prise en charge des 

TVIM39. 
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Figure 8 : Algorithme de prise en charge des TVIM selon Robertson et al. 
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V. CANCER DE VESSIE ET IMMUNOTHERAPIE 

Le manque de facteurs pronostiques individuels à l’heure actuelle pousse à 

chercher de nouveaux marqueurs qui pourraient aussi servir de cibles 

thérapeutiques. Le paysage des cancers de vessie pourrait être modifié par 

l’émergence de nouvelles thérapies, avec l’immunothérapie qui constitue la plus 

prometteuse d’entre elles40,41.  

La surexpression de PD-1 et de ses ligands PD-L1 et PD-L2 sur les cellules 

immunitaires et sur les cellules épithéliales respectivement, a été mise en 

évidence dans plusieurs cancers. La voie du CTLA4 a aussi été décrite comme 

surexprimée dans plusieurs cancers et semble jouer un rôle clé dans la co-

inhibition des lymphocytes T42. Les essais cliniques utilisant les anti-PD-1, anti-

PD-L1 et anti-CTLA4 ont montré des réponses impressionnantes notamment 

dans les mélanomes, le cancer du poumon à petites cellules et le cancer du 

rein43,44. Dans le cancer de vessie, l’immunothérapie est une approche déjà 

connue. En effet, avec l’exemple de la BCG-thérapie administrée en intra-vésical 

pour les TVNIM, le caractère immunogène de certaines tumeurs de vessie avait 

été mis en évidence24, même si le mécanisme d’action de la BCG-thérapie n’est 

pas clairement élucidé45,46. Plus récemment des thérapies bloquant des 

checkpoints de l’immunité (ICI) ont montré de très bons résultats dans le cancer 

de vessie47 métastatique d’abord48,49 puis localisé en néo-adjuvant (essai PURE-

0150 et ABACUS).  

Pour autant, nous avons besoin d’identifier de nouveaux biomarqueurs 

pronostiques et prédictifs de la réponse au traitement pour mieux guider nos 

prescriptions. Même si la surexpression de PD-1 et PD-L1 a été reportée dans le 
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cancer de vessie51,52, son caractère pronostique et prédictif de la réponse au 

traitement reste controversé23,53–55. Malgré les résultats prometteurs et les 

nombreuses études en cours, la prise en charge des tumeurs de vessie en 

pratique n’a que peu changé au cours des 30 dernières années. Si l’atezolizumab 

n’a pas pu prouver son bénéfice comparé à la chimiothérapie avec une survie 

globale de 8,6 mois sur une population non sélectionnée56, les résultats du 

pembrolizumab sont positifs avec une survie globale de 10,3 mois versus 7,4 

mois dans le bras chimiothérapie23. Néanmoins seuls 25% des patients ont un 

bénéfice clinique à l’immunothérapie et si l’expression de PD-L1 par les cellules 

tumorales ou dans le micro-environnement semble favoriser la réponse, il 

n’existe à ce jour aucun biomarqueur permettant de sélectionner les patients les 

plus susceptibles de répondre. De nombreux travaux sont en cours, notamment 

sur l’évaluation de la charge mutationnelle et les classifications moléculaires 

comme potentiels marqueurs prédictifs57,58. 
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VI. RATIONNEL DU PROJET DE RECHERCHE 

L’histoire naturelle des tumeurs vésicales fait apparaître un risque évolutif 

variable au sein d’un même stade tumoral, soulignant l’insuffisance des facteurs 

pronostiques classiquement reconnus que sont le stade, le grade de 

différenciation, la taille, la multifocalité tumorale, la fréquence des récidives des 

tumeurs, la présence de carcinome in situ et le statut ganglionnaire10. A l’échelon 

individuel, ils ne donnent que peu de renseignements sur le potentiel évolutif 

d’une tumeur.  A l’heure actuelle, on ne dispose pas de marqueur optimal 

reflétant le risque de progression tumorale. Pour les TVNIM, l’identification de 

nouveaux marqueurs pronostiques permettrait d’isoler celles qui, à même stade 

et grade, auraient un potentiel évolutif différent justifiant une surveillance accrue 

ou un traitement complémentaire éventuellement plus agressif d’emblée. Pour les 

TVIM, ces marqueurs permettraient d’identifier celles qui pourraient justifier d’un 

traitement adjuvant précoce. A ce jour, malgré les nombreux axes de recherche 

développés par différentes équipes, aucun marqueur moléculaire n’a pu 

remplacer ces critères histopronostiques usuels. La prise en charge des tumeurs 

de vessie n’a, en conséquence, que peu changé au cours des dernières années. 

L’objectif des études et essais actuels est de mettre en évidence de nouveaux 

marqueurs dont les anomalies seraient liées au pronostic et/ou à l’histoire 

naturelle de la maladie et pour lesquelles il existerait des drogues antagonistes 

spécifiques26,59,60. Ceci permettrait non seulement l’émergence de nouvelles 

thérapeutiques ciblées, mais également l’identification de marqueurs 

moléculaires prédictifs de la réponse au traitement.  
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VII. TRAVAUX DE MASTER 2 (M2) 

La prise en charge du cancer de la vessie nécessite une connaissance plus 

approfondie des cellules tumorales et de leur environnement immunitaire afin de 

mieux prédire le pronostic et proposer des thérapies individualisées. Notre travail 

a débuté fin 2015 par une année de Master 2 puis s’est poursuivi par le travail de 

Doctorat.   

Il s’agit de travaux de recherche collaboratifs menés sur 3 sites : le Centre de 

recherche des Cordeliers, l’Institut Curie et l’hôpital Cochin à Paris. 

Nous avons eu l’opportunité d’analyser des échantillons tumoraux (TVNIM et 

TVIM) de patients porteurs de tumeurs vésicales (tous stades et grades). Notre 

tumorothèque comporte des ARN et des ADN tumoraux, ainsi que les données 

clinico-biologiques. Nous disposons également d’échantillons témoins 

correspondant à des prélèvements vésicaux normaux réalisés pendant des 

interventions pour lésions bénignes de la prostate. Les échantillons fixés et inclus 

en paraffine ont permis de réaliser 2 blocs de Tissue-Micro-Array (TMA) (un pour 

les TVNIM et un pour les TVIM) avec l’objectif d’études immunohistochimiques. 

Dans un premier temps, nous avons réalisé une analyse en RT-PCR quantitative 

en temps réel de 33 gènes de l’immunité anti-tumorale et de 29 oncogènes 

d’intérêt dans les tumeurs de vessie. Un premier article a été publié en 2017 sur 

PD-1 et ses ligands PD-L1 et PD-L2, CTLA4/CD28 et leurs ligands CD80/CD8661 

disponible en annexe (Annexe 1). Les principaux résultats de ce travail étaient : 

- La surexpression de PD-1 et CTLA4 est plus importante dans les TVIM que 

dans les TVNIM. 
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- Aucun des gènes de la voie PD-1 et CTLA4 n’a de valeur pronostique ou 

prédictive de la réponse au BCG. 

- Il existe une association significative entre les voies PD-1 et CTLA4.  

- Il existe une corrélation significative entre ARN et expression 

immunohistochimique pour PD-1 et PD-L1 (cellules tumorales et cellules 

immunitaires). 

Ce travail a fait l’objet d’un poster présenté à l’ASCO en 2016 et d’une publication 

dans Urologic Oncology en 201761. 
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VIII. OBJECTIFS DE LA THESE DE SCIENCE 

Les analyses ARN réalisées en M2 ont mis en évidence des variations 

intéressantes d’expression de gènes potentiellement associés au pronostic des 

TVNIM (FOXP3, RXRA, FGFR3 et CCNE1) et/ou des TVIM (OX40L, CD8, TIGIT, 

E2F3, EGFR et ERCC2). 

Dans un second temps, nous nous sommes focalisés sur le micro-environnement 

immunitaire dans les TVNIM, avec (i) la balance entre cellules T CD8+ effectrices 

et les T CD4+ régulatrices (FOXP3) dont l’intérêt a été montré dans d’autres 

cancers62–64 ; (ii) l’identification d’une signature immunitaire dans les TVIM, avec 

son impact pronostique et théranostique (réponse à la BCG-thérapie) ; (iii) 

l’identification, dans notre cohorte, d’altérations génomiques issues de l’analyse 

du TCGA. 

 

Au total, il s’agissait, pour cette cohorte de TVNIM et TVIM, d’étudier l’implication 

de l’environnement immunitaire et son lien avec les altérations oncogéniques par 

des analyses ADN, ARN et protéiques, et de corréler ces résultats au pronostic et 

à la réponse au traitement (BCG-thérapie). 

 



42 
 

 

IX. MATERIEL ET METHODOLOGIE GENERALE 

IX.1. PATIENTS ET ECHANTILLONS 

 

Nous avons analysé des échantillons de tumeurs de vessie provenant de patients 

opérés dans le service d’Urologie de l’hôpital Cochin entre Janvier 2002 et 

Décembre 2007. Ces prélèvements avaient été réalisés au cours d’une résection 

endoscopique de vessie ou sur pièce de cystectomie. Nous avons également 

analysé des échantillons de tissu vésical normal prélevés au cours d’une 

adénomectomie par voie haute réalisée pour hypertrophie bénigne de prostate. 

En collaboration avec le service d’Anatomopathologie de l’hôpital Cochin, une 

partie de ces prélèvements avait été immédiatement congelée dans de l’azote 

liquide, avant d’être acheminée au laboratoire de Pharmacogénomique à l’Institut 

Curie pour analyse moléculaire. L’autre partie des copeaux de résection ou de la 

pièce de cystectomie a été fixée dans du formol, pour analyse histologique, selon 

une technique usuelle de fixation des coupes en paraffine et coloration par HES. 

Le grade cytologique et le stade anatomopathologique pTNM ont été revérifiés 

par 2 anatomopathologistes (M.S et D.D) et les échantillons ont été classés selon 

le grade, selon les recommandations OMS 2004 et pour le stade selon l’UICC 

20097,65. Tous les patients concernés avaient reçu une information claire et 

détaillée, et leur consentement, libre et éclairé, a été recueilli par écrit. Les 

données cliniques, de suivi et de survie ont été obtenues par l’exploitation d’une 

base de données rétrospective actualisée en Janvier 2016. 
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IX.2. ANALYSE DE L’ADN 

IX.2.1. Extraction de l’ADN 
 

A partir de la poudre venant du broyat tumoral, les ADN totaux ont été extraits à 

l'aide du kit QIAamp DNA Mini Kit, QIAGEN selon les recommandations du 

fabricant. On réalise sur 2 jours plusieurs étapes consécutives jusqu’à obtenir 2 

élutions (Figure 9). 
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Figure 9 : Protocole d’extraction de l’ADN 

 

 

La quantité d'ADN totale présente dans chaque échantillon a été évaluée grâce 

au Nanodrop par une mesure de l'absorption à 260 et 280 nm. 

IX.2.2. Recherche de mutations somatiques et séquençage 
 

Nous avons analysé HRAS, FGFR3 et PIK3CA, gènes connus pour avoir des 

spots mutationnels bien décrits. La recherche a été réalisée par un criblage en 
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utilisant la technologie HRM (High Resolution Melting) suivi d’un séquençage des 

prélèvements ayant un profil muté en HRM pour valider les données HRM et 

déterminer la nomenclature des mutations retrouvées. 

 

✓ HRM 

La composition du mélange réactionnel est la suivante : LC Green Plus (Bioké) 

10X, Probe Master 2X, eau PCR-grade, UDP 1U/µL, amorces U et L (codons 12-

13 et 61 pour HRAS ; exon 7 (codons 248-249) et exon 10 (codons 372-373-375-

382) pour FGFR3, exons 9 et 20 courts et longs pour PIK3CA) et l’ADN. Un 

contrôle de qualité est réalisé en amplifiant des témoins normaux. L’interprétation 

est réalisée sur le logiciel LightCycler® 480. La quantité d’un gène cible est 

déduite du Cp («Cycle point») qui correspond au nombre de cycles nécessaires 

pour obtenir un signal de fluorescence significatif. On analyse l’aspect de la 

courbe HRM pour chaque échantillon.  

 

Figure 10 : Exemple de courbe obtenue en HRM pour PIK3CA exon 20  
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✓ Séquençage 

Après purification des produits de PCR, on réalise un séquençage par la 

méthode de Sanger sur tous les échantillons avec un profil atypique en HRM. 

Les résultats sont interprétés sur le logiciel Sequencing Analysis 5.2.0 selon le 

mode opératoire IC-000131. Il s’agissait de comparer la séquence d’un 

échantillon muté en HRM avec un échantillon non muté pour trouver la région de 

la mutation. Une diminution de pic sur un nucléotide associée à l’apparition d’un 

2ème pic par rapport à l’échantillon normal correspondait à une mutation. 

 

Figure 11 : Exemple de l’analyse de la séquence de PIK3CA exon 20  

          

 

                                                     

Les mutations de FGFR3 ont été réalisées par l’équipe du Pr Allory dans le cadre 

d’un travail collaboratif et ont pu être intégrées dans nos travaux de recherche. 

 

 

IX.3. RT-PCR QUANTITATIVE EN TEMPS REEL 

 
✓ Choix des amorces oligonucléotidiques 

Les amorces de 6 gènes (ERCC2, MDM4, PAIP1, E2F3, ZNF703, PABPC1) 

étaient à dessiner car elles n’étaient pas disponibles dans le laboratoire. Les 
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amorces oligonucléotidiques ont été choisies pour chaque gène avec l’aide du 

logiciel Oligo6.0® (National Biosciences, Plymouth, MN). L’analyse des bases de 

données de séquences nucléotidiques (nr et dbEST) a permis de vérifier le profil 

d’expression, de connaître l’existence d’éventuelles régions de similarité 

(rétropseudogènes, gènes paralogues…), de SNPs, de séquences répétées et 

d’épissages alternatifs. Les amorces sont placées dans les régions codantes et 

l’une des 2 amorces chevauche 2 exons lorsque c’est possible, afin d’éviter toute 

amplification d'ADN génomique contaminant. D’une manière générale, les 

produits de PCR ont une taille comprise entre 70 et 120 nucléotides (Tableau 2).  

 

Tableau 2 : Amorces oligonucléotidiques designées 

 

La vérification de la spécificité des amorces a été réalisée par une électrophorèse 

en gel d'agarose 1% (en TAE 1X) sur lequel ne doit apparaître qu’une unique 

bande par primer.
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✓ Extraction des ARN totaux 

A partir des prélèvements congelés, transférés au laboratoire de 

Pharmacogénomique de l’Institut Curie, une extraction des ARN messagers avait 

déjà été effectuée pour la majorité des échantillons en 2006 et a déjà été 

exploitée pour plusieurs études moléculaires66,67 . L'intégrité des ARN totaux avait 

été contrôlée par une électrophorèse en gel d'agarose 1% (en TAE 1X) avec 

visualisation des ARN 18S et 28S : si les 2 bandes correspondant aux 2 sous-

unités ribosomiales n’étaient pas clairement individualisables (aspect de 

« smear »), on considérait que l’ARN était dégradé, le plus souvent dû à une 

rupture de la chaîne du froid au moment du prélèvement. Les échantillons dont 

l’ARN était dégradé ont été exclus de l’analyse. Pour les échantillons tumoraux 

congelés qui n’avaient pas encore été extraits, l’extraction des ARN totaux a été 

réalisée à partir des tissus congelés, après broyage, à l'aide du kit RNAble 

(Eurobio®, Les Ulis, France) selon les recommandations du fabricant. La quantité 

d'ARN total présente dans chaque échantillon a été évaluée grâce au Nanodrop 

par une mesure de l'absorption à 260 et 280 nm. 

     

✓ RT-PCR quantitative en temps réel 

Reverse-Transcription (RT)  

La réaction de Reverse-Transcription est réalisée sur un thermocycler de type 

GeneAmp PCR system 9700® (Perkin-Elmer Applied Biosystems, Foster City, 

CA), avec le kit SuperscriptTM II RNAse H-Reverse Transcriptase (Invitrogen®, 

Cergy pontoise, France), à partir de 1 µg d’ARN total, sous un volume final de 20 

µL. La composition du mélange réactionnel est la suivante : tampon RT 1X, DTT 

10mM, dNTP 0.5 mM, random hexamers (nucléotides) 0,15 µg, Rnasin (RNase 
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inhibiteur) 20U, reverse transcriptase 100U. La réaction se déroule en 3 phases 

(10 minutes à 20°C, 30 minutes à 42°C, et 5 minutes à 99°C), permettant 

l’hybridation et la synthèse d’ADNc par adjonction de nucléotides 

complémentaires au brin d’ARN sous l’action de la reverse transcriptase. 

 

qPCR 

La composition du mélange réactionnel est la suivante : Power SYBR® Green 

PCR Master Mix (Life Technologies) 2X et des amorces amont et aval 50 µM 

pour un volume final de 15 µL. La réaction d’amplification comporte les étapes 

suivantes : 10 minutes à 95°C, 50 cycles d'amplification (95°C/15s, 65°C/1min) 

pendant lesquels on aura d’abord une dénaturation des ADNc, puis une 

hybridation des amorces et une élongation et enfin une étape de dissociation. 

Tous les dosages ont été faits en duplicata. 

 

Interprétation des résultats 

La quantification des taux de transcrits des gènes cibles a été réalisée par PCR 

en temps réel (ABI PrismTM 7900 Sequence Detection System, Perkin-Elmer 

Applied Biosystems, Foster City, CA). La quantité de transcrits d’un gène cible 

est déduite du Ct qui correspond au nombre de cycles nécessaires pour obtenir 

un signal de fluorescence significatif.  

Les résultats, appelés « Ncible », représentent le niveau de transcrits du gène cible 

rapporté à celui du gène de référence, selon la formule : Ncible=2(Ct échantillon) 

où la valeur du Ct de l’échantillon est obtenue en soustrayant la valeur du Ct du 

gène cible à la valeur du Ct du gène de référence TBP.  
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Pour chaque gène, le taux de transcrits de chaque échantillon fut 

secondairement normalisé à la médiane des taux de transcrits dans les 

échantillons témoins. Ainsi, les résultats obtenus pour les tumeurs sont exprimés 

par rapport à la médiane des normaux pour un gène donné. 

Des taux de transcrits de 3 ou plus dans les échantillons tumoraux représentent 

une surexpression et des valeurs de 0,33 ou moins une sous-expression, pour 

chacun de ces gènes. Ces valeurs-seuils ont déjà été utilisées dans cette cohorte 

pour définir des sur- ou sous-expressions dans des échantillons d’ARNm 

tumoraux68,69. 

 

 

IX.4. VALIDATION PAR EXPRESSION PROTEIQUE SUR BLOCS 

DE TMA  

 

Pour des études protéiques concernant les gènes d’intérêt identifiés au niveau 

ARN ou ADN, du matériel a été préparé (un TMA pour les TVNIM, un autre pour 

les TVIM). Pour un même cas, toutes les lames HES tumorales sont étudiées afin 

de sélectionner la lame la plus pertinente et son bloc correspondant. La zone 

d’intérêt a été définie comme celle comportant la zone tumorale de plus haut 

stade et grade par un anatomo-pathologiste (D.D).  

Nous avons ensuite agencé un tableau qui servira de guide à la lecture du TMA. 

Le prélèvement du tissu dans la zone d’intérêt se fait à l’aide d’un trocart de la 

machine Tissu-Micro-Arrayer (Alphelys) et est placé sur un bloc de paraffine 

vierge selon le plan défini au préalable sur papier. On dépose également des 

tissus témoins positifs qui serviront lors de la lecture du TMA. Enfin, on fixe les 

spots en déposant le bloc ainsi confectionné sur une plaque chaude (37-40°C). 
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Des coupes sériées sont alors réalisées à l’aide d’un microtome à paraffine 

(Microtome Micron AM 360). L’équarrissage se fait à 3 µm après avoir 

déparaffiné à 10 µm. L’étalement des coupes se fait dans l’eau distillée puis elles 

sont déposées sur des lames superFrost+. 

 

 

IX.5. ANALYSE STATISTIQUE  

 

Toutes les informations ont été incluses dans une base de données de type 

Excel© 2010. L’analyse statistique a été réalisée à l'aide du logiciel SEM. Les 

paramètres clinico-pathologiques ont été comparés en utilisant le test du Chi2. 

Les niveaux d’expression des différents gènes ont été comparés aux paramètres 

cliniques et anatomo-pathologiques à l’aide d’un test non paramétrique 

(distribution non normale) : le test H de Kruskal et Wallis. Les échantillons ayant 

été collectés entre 2002 et 2007, avec un suivi de plus de 10 ans pour certains 

patients, une analyse de survie a pu être réalisée (survie sans récidive et survie 

sans progression vers l’infiltration du muscle pour les TVNIM ; survie sans 

récidive et survie globale pour les TVIM). Les taux de survie ont été estimés par 

la méthode de Kaplan-Meier. Pour l’analyse univariée, les survies entre deux 

sous-groupes ont été comparées par le test du Log rank à partir des courbes de 

Kaplan-Meier. A l’aide du logiciel de statistique, quand le cut-off n’était pas 

déterminé de façon arbitraire, un cut-off optimal a été déterminé pour l’expression 

de chacun des gènes grâce au ROC-AUC70, afin d’obtenir la meilleure répartition 

de patients au sein des groupes pronostiques. Pour l’analyse multivariée, un 

modèle de Cox a été réalisé à partir des facteurs pronostiques significatifs en 

analyse univariée.  
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IX.6. CARACTERISTIQUES DE LA COHORTE  

 
La cohorte a contenu, selon les analyses de 155 (71 TVNIM et 84 TVIM) à 127 

échantillons tumoraux (60 TVNIM et 67 TVIM). Pour les TVNIM, le suivi médian a 

été de 5 ans. Pour les TVIM, le suivi médian a été de 1 an. Au sein de ces 2 

populations, les taux de récidive et/ou de progression au cours du suivi sont 

comparables à ceux observés classiquement : la moitié des TVNIM récidivent sur 

un mode non infiltrant et 12% d’entre elles progressent vers l’infiltration. De 

même, plus de la moitié des TVIM récidivent et décèdent malgré un traitement 

adapté. Pour les TVNIM, les facteurs pronostiques classiques que sont les 

antécédents de tumeur de vessie d’une part et le Cis associé et le grade d’autre 

part étaient significativement associés au risque de récidive et de progression 

vers l’infiltration respectivement. Pour les TVIM, le stade, le statut ganglionnaire 

et l’âge étaient significativement associés à la survie globale. 28 patients ont reçu 

de la BCG-thérapie. Ont été considérés comme répondeurs les patients qui n’ont 

pas récidivé ou ont récidivé plus de 24 mois après le traitement. Ont été 

considérés comme non-répondeurs les patients réfractaires au BCG ou ayant 

présenté une récidive précoce à moins de 24 mois. 13 patients ont répondu au 

traitement et 15 n’ont pas répondu.  
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RÉSULTATS 

 

I. GENES DE L’IMMUNITE ANTI-TUMORALE 

Nous avons donc analysé l’expression de 33 gènes impliqués dans l’immunité 

anti-tumorale selon les données de la littérature et par expérience de l’équipe.  

Le résultat principal de ce travail a été la mise en évidence d’une signature 

transcriptionnelle immunitaire, composée de 3 gènes, pronostique dans les TVIM 

en termes de récidive et de survie globale : OX40L, CD8 et TIGIT. Cette 

signature a été brevetée par l’IPC (numéro de brevet : EP3333268 A1). 

Notre projet est de la valider dans une cohorte indépendante et dans un essai 

thérapeutique prospectif afin d’analyser son potentiel caractère prédictif de la 

réponse à l’immunothérapie.  

A l’échelle ARN, nous avons montré que le ratio FOXP3/CD8 élevé était associé 

au risque de récidive dans les TVNIM, en accord avec les résultats d’autres 

équipes montrant que ce ratio élevé était associé à un mauvais pronostic dans 

d’autres cancers. 

Ces résultats ont été publiés (Le Goux et al Oncoimmunol 201771) et sont 

présentés ci-dessous.  



54 
 

 

 

 



55 
 

 

 

 



56 
 

 

 



57 
 

 

 



58 
 

 

 

 



59 
 

 

 



60 
 

 

 



61 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



62 
 

II. ONCOGENES ALTÉRÉS DANS LES TUMEURS DE 
VESSIE 

 
Nous avons choisi d’étudier les altérations concernant les oncogènes avec 

l’hypothèse que différents mécanismes d’activation sont possibles pour un même 

gène (amplifications, mutations activatrices, surexpression).  

A partir d’une revue de la littérature récente, notamment le TCGA26,27,72,73, nous 

avons sélectionné un panel de gènes selon les critères de sélection suivants : 

- pour les gènes candidats situés au niveau de régions d’amplification en 

CGH-array, une amplification significative retrouvée dans au moins 8% 

des TVIM : [YWHAZ (22%), E2F3 (20%), SOX4 (20%), MYC (13%), 

PVRL4 (19%), PPARG (17%), PABPC1 (17%), MYC (13%), CCNE1 

(12%), BCL2L1 (11%), EGFR (11%), CCND1 (10%), ZNF703 (10%), GDI2 

(10%), MDM2 (9%), PIK3CA (8%)]  

et/ou 

- pour les gènes mutés, une mutation activatrice retrouvée dans au moins 

8% des TVIM : [PIK3CA (20%), ERCC2 (12%), FGFR3 (12%), ERBB3 

(11%), FBXW7 (10%), RXRA (9%), NFE2L2 (8%), FRS2 (8%)] 

et/ou 

- une surexpression ARN retrouvée dans au moins 8% des TVIM : [PVRLA4 

(26%), PABPC1 (26%), YWHAZ (26%), SOX4 (25%), E2F3 (24%), GDI2 

(21%), BCL2L1 (21%), PAIP1 (19%), EGFR (18%), FRS2 (18%), ZNF703 

(18%), CCNE1 (17%), PRKCI (14%), PIK3CA (13,5%), ERBB3 (12%), 

PPARG (12%), CCND1 (11%), ERBB2 (10%), MDM2 (9%), ERCC2 

(8,7%)] 
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- Par ailleurs sur les données de la littérature récente, 3 gènes ont 

également été intégrés dans l’analyse : MDM4, HRAS et TACC326,59,72,74. 

- Nous avons également étudié, en parallèle, l’expression du gène MKI67 

codant l’antigène Ki67 dans les 128 échantillons tumoraux et les 21 

échantillons normaux. 

Au total, nous avons sélectionné un panel de 29 oncogènes26,59,60,72,74 que nous 

avons caractérisés dans une série bien définie de 61 TVNIM et de 67 TVIM puis 

corrélés aux données cliniques et notamment de survie. L'objectif de cette 2ème 

étude était d'identifier les altérations géniques liées au pronostic, en particulier 

dans les TVNIM, et pouvant orienter vers de nouvelles thérapies plus 

personnalisées.  

Une mutation des gènes a été retrouvée chez 4,5% (2/44) des TVNIM et 1,7% 

(1/59) des TVIM pour HRAS, 50,0% (22/44) des TVNIM et 10,2% (6/59) des 

TVIM pour FGFR3, 16,7% (10/60) des TVNIM et 11,9% (8/67) des TVIM pour 

PIK3CA. Les mutations étudiées (HRAS, FGFR3 et PIK3CA) n'étaient pas 

associées au pronostic, que ce soit en termes de récidive ou de progression des 

TVNM et en termes de RFS ou d’OS des TVIM. 

Les antécédents de TVNIM, les expressions de RXRA et FGFR3 sont restés des 

facteurs pronostiques indépendant significativement associés à la RFS 

(p=0,0045, p=0,0022 et p=0,0069, respectivement). L’expression de RXRA est 

restée un facteur pronostique indépendant significativement associé à la PFS 

(p=0,0068). 

Nous avons, dans un deuxième temps, analysé (classification hiérarchique non 

supervisée) nos 61 TVNIM selon le profil d’expression des 3 gènes associés à la 

survie (RXRA, FGFR3 et CCNE1) et identifié 4 groupes (A, B, C, D) composés 

de 15, 15, 16 et 15 patients respectivement. Le groupe A se caractérise par une 
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faible expression de RXRA, une expression normale de FGFR3 et CCNE1 ; le 

groupe B par une expression normale de RXRA, une faible expression de FGFR3 

et une surexpression marquée de CCNE1 ; le groupe C par une expression 

normale de RXRA, une surexpression marquée de FGFR3 et une expression 

élevée de CCNE1 ; et enfin le groupe D par une expression élevée de RXRA, une 

expression élevée de FGFR3 et une faible expression de CCNE1 (Figure 1 de 

l’article ci-dessous). 

Sur les 29 gènes étudiés, l’expression de FGFR3 était significativement associée 

à la réponse au traitement par BCG. 

Concernant les données protéiques, l’expression de RXRA était nucléaire dans 

les TVNIM mais exclusivement cytoplasmique dans les TVIM. Pour FGFR3 et 

CCNE1, le marquage était nucléaire aussi bien dans les TVNIM que dans les 

TVIM. Il existe une corrélation significative entre expression génique (ARN) et 

expression protéique (immunohistochimique) pour FGFR3 mais pas pour RXRA 

et CCNE1.  

L’article ci-dessous sur ce travail a récemment été soumis à Scientific reports.  
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INTERACTIONS ENTRE LES ALTÉRATIONS 
GÉNIQUES ET LE MICRO-ENVIRONNEMENT 
IMMUNITAIRE 

 

Après avoir étudié les gènes de l’immunité et les altérations géniques décrites 

dans le TCGA, nous avons cherché à savoir s’il y avait des corrélations 

d’expression entre ces 2 populations de gènes pour voir s’ils pouvaient interagir 

ensemble dans la carcinogénèse urothéliale. 
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Figure 12 : Clustering avec les 33 gènes de l’immunité et les 29 oncogènes sur 

les 121 échantillons tumoraux communs (TVNIM et TVIM) 

 

Les gènes du micro-environnement clusterisent ensemble. On peut remarquer 

que RXRA et FGFR3, 2 des 3 gènes de la signature moléculaire pronostique 

dans les TVNIM, clusterisent ensemble. RXRA se trouve à côté de PPARG. 

 

L’expression des 33 gènes de l’immunité a été étudiée dans les 4 groupes de 

notre signature moléculaire issue de l’analyse des 29 oncogènes (Tableau 3). 
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Tableau 3 : Expression des 33 gènes de l’immunité anti-tumorale étudiée en fonction des 4 groupes du clustering (57 TVNIM) 

GENES 
Group A 
(n=14) 

Group B 
(n=14) 

 
Group C  
(n=17) 

 

Group D 
(n=12) 

Gr A vs B 
p ** 

Gr A vs C 
p** 

Gr A vs D 
p ** 

Gr B vs C 
p ** 

Gr B vs D 
p ** 

Gr C vs D 
p ** 

Gr A vs B 
vs 

C vs D 
p** 

CD8 0.23 [0.06-6.13]* 0.76 [0.08-1.86]* 0.31 [0.11-1.39]* 0.21 [0.04-1.75]* 0.18 0.15 0.68 0.28 0.068 0.21 0.17 

CD4 0.62 [0.21-3.95] 0.85 [0.19-2.12] 0.49 [0.15-2.91] 0.87 [0.13-1.53] 0.21 0.74 0.37 0.059 0.54 0.23 0.27 

FOXP3 1.77 [0.41-9.09] 6.01 [1.36-14.39] 1.65 [0.34-20.44] 1.58 [0.43-4.37] 0.0038 0.55 0.88 0.019 0.00100 0.60 0.0059 

PRF1 0.20 [0.05-5.59] 0.50 [0.00-1.31] 0.37 [0.05-1.88] 0.33 [0.08-1.73] 0.16 0.51 0.30 0.28 0.37 0.64 0.43 

GZMA 1.11 [0.19-38.43] 3.76 [0.18-9.15] 2.78 [0.04-8.73] 1.72 [0.34-6.91] 0.066 0.12 0.35 0.35 0.13 0.27 0.14 

INFG 0.10 [0.00-13.74] 0.49 [0.00-4.67] 0.14 [0.00-1.20] 0.26 [0.00-1.45] 0.066 0.95 0.59 0.071 0.13 0.76 0.19 

IL10 0.15 [0.02-0.99] 0.55 [0.09-1.50] 0.23 [0.00-1.43] 0.20 [0.00-0.94] 0.0077 0.14 0.82 0.049 0.033 0.33 0.024 

TGFB3 0.02 [0.01-0.38] 0.06 [0.01-0.20] 0.03 [0.01-0.11] 0.02 [0.00-0.28] 0.063 0.23 0.96 0.15 0.19 0.33 0.19 

TIGIT 0.52 [0.08-7.67] 2.30 [0.26-7.73] 0.75 [0.15-14.73] 0.68 [0.12-3.93] 0.029 0.53 0.92 0.039 0.0055 0.45 0.032 

PVR 0.61 [0.00-0.91] 1.06 [0.35-1.80] 0.97 [0.27-1.73] 0.82 [0.22-1.71] 0.00046 0.0018 0.049 0.64 0.25 0.43 0.0047 

CD96 1.21 [0.16-9.18] 4.28 [0.00-15.59] 3.71 [1.31-14.21] 3.79 [0.17-7.25] 0.031 0.0088 0.100 0.87 0.44 0.38 0.045 

CD226 0.08 [0.02-3.28] 0.37 [0.07-1.30] 0.23 [0.00-2.04] 0.10 [0.01-0.98] 0.0077 0.14 1.00 0.15 0.031 0.25 0.033 

OX40 1.16 [0.55-12.54] 2.95 [0.46-6.15] 0.96 [0.51-10.39] 1.02 [0.25-3.37] 0.033 0.66 0.29 0.047 0.0056 0.39 0.034 

OX40L 0.77 [0.17-3.89] 1.97 [0.00-12.23] 0.33 [0.00-5.35] 0.53 [0.00-3.06] 0.081 0.099 0.78 0.0099 0.018 0.26 0.021 

TNFSF9 0.43 [0.07-2.94] 1.92 [0.17-10.45] 0.25 [0.00-1.72] 0.20 [0.02-3.21] 0.0033 0.43 0.78 0.0011 0.0026 0.74 0.0019 

TNFRSF9 1.62 [0.32-23.68] 6.31 [0.92-13.18] 0.99 [0.00-20.41] 1.52 [0.00-7.28] 0.039 1.00 0.84 0.0062 0.017 0.79 0.030 

TNFSF18 0.43 [0.00-14.71] 1.24 [0.00-13.81] 0.54 [0.00-3.58] 0.16 [0.00-3.28] 0.71 0.51 0.27 0.18 0.12 0.45 0.36 

TNFRSF18££ 2.92 [0.54-45.64] 17.10 [2.67-165.03] 3.72 [0.44-34.55] 4.79 [0.51-89.29] 0.014 0.68 0.54 0.024 0.048 0.71 0.045 

IDO1 0.97 [0.04-41.81] 2.97 [0.53-23.37] 0.94 [0.00-11.11] 1.18 [0.14-28.35] 0.019 0.89 0.50 0.012 0.090 0.45 0.044 

IDO2££ 0.44 [0.00-3.98] 1.10 [0.00-5.83] 0.32 [0.00-8.70] 0.67 [0.00-6.73] 0.16 0.53 0.74 0.092 0.40 0.31 0.30 

TDO2 16.02 [5.20-89.91] 37.75 [2.27-155.74] 28.50 [2.58-158.56] 6.59 [0.84-150.69] 0.14 0.13 0.090 0.72 0.057 0.051 0.071 

LGALS9 2.03 [0.70-6.59] 2.48 [0.45-5.43] 3.08 [0.95-8.52] 2.90 [0.48-8.96] 0.99 0.078 0.22 0.076 0.22 0.68 0.17 

TIM3 0.22 [0.09-3.55] 0.78 [0.15-1.18] 0.34 [0.02-1.55] 0.43 [0.05-1.50] 0.031 0.35 0.034 0.062 0.36 0.82 0.13 

LAG3 0.17 [0.07-24.07] 0.91 [0.07-3.72] 0.58 [0.00-2.36] 0.30 [0.04-1.70] 0.081 0.24 0.70 0.12 0.027 0.35 0.10 

ICOSLG 0.69 [0.25-2.13] 1.44 [0.56-3.30] 0.99 [0.37-7.01] 0.53 [0.26-3.26] 0.0088 0.15 0.82 0.23 0.031 0.22 0.040 

ICOS 0.58 [0.10-13.04] 2.43 [0.33-8.72] 1.09 [0.10-19.86] 0.54 [0.00-4.32] 0.019 0.40 0.68 0.12 0.0075 0.28 0.036 

PD-L1 0.51 [0.21-7.96] 1.54 [0.21-3.32] 0.60 [0.13-2.43] 0.53 [0.08-2.56] 0.026 0.65 0.92 0.029 0.025 0.89 0.056 

PD-L2 0.12 [0.02-3.54] 0.35 [0.06-0.95] 0.14 [0.03-1.21] 0.11 [0.01-0.80] 0.0082 0.54 0.70 0.019 0.0087 0.39 0.016 

PD-1 0.26 [0.00-11.27] 2.14 [0.00-8.19] 0.81 [0.00-7.30] 0.33 [0.00-6.98] 0.046 0.13 0.61 0.22 0.019 0.11 0.045 

CTLA4 0.67 [0.12-25.08] 4.74 [0.00-17.37] 1.35 [0.00-18.94] 0.78 [0.00-7.81] 0.043 0.32 0.72 0.16 0.010 0.14 0.047 

CD28 0.34 [0.09-8.28] 1.17 [0.15-4.23] 0.43 [0.04-7.43] 0.29 [0.02-2.72] 0.051 0.55 0.72 0.18 0.048 0.36 0.14 

CD80 1.23 [0.35-24.17] 5.25 [0.63-19.30] 2.51 [0.00-19.35] 1.86 [0.00-6.12] 0.041 0.62 0.86 0.13 0.014 0.47 0.086 

CD86 0.39 [0.12-4.63] 0.77 [0.22-5.98] 0.35 [0.11-2.06] 0.42 [0.07-1.42] 0.016 0.55 0.76 0.043 0.037 0.96 0.059 

* Median value [range] 
** Kruskal Wallis H test 
££ The mRNA values of the samples were normalized so that a Ct value of 35 was set to 1.  
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On constate que les groupes A, C et D (de bon pronostic) diffèrent peu concernant 

l’expression des gènes du micro-environnement. En revanche, le groupe B (de 

mauvais pronostic) est bien à part. En effet, dans ce groupe, les médianes 

d’expression sont significativement plus élevées pour FOXP3, OX40 et son ligand 

(OX40L), TNFSF9 et son récepteur (TNFRS9), TNFS18 et son récepteur 

(TNFRSF18) et TDO2.  
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DISCUSSION GÉNÉRALE 

 

Le cancer de vessie est une pathologie relativement fréquente. Quel que soit le 

stade, les traitements restent les mêmes depuis une quarantaine d’année.  

Pour un même stade et grade, certaines TVNIM ne récidiveront jamais, d’autres 

récidiveront plusieurs fois, certaines progresseront après plusieurs récidives vers 

l’infiltration du muscle, d’autres d’emblée. En effet, les TVNIM forment une 

population hétérogène sur laquelle il est donc intéressant de se pencher. Leur 

pronostic est lié à la récidive mais surtout à la progression vers l’infiltration du 

muscle. Peu d’études s’intéressent aux TVNIM, sans doute en partie à cause de 

la nature des prélèvements, souvent de petite taille, et pour lesquels il est difficile 

de garder du matériel dédié à la recherche translationnelle. Les données de la 

littérature sont pauvres dans ce groupe de patients, notamment concernant les 

tumeurs de stade pT1 pour lesquelles on a besoin de marqueurs pronostiques et 

prédictifs de l’évolution, l’enjeu étant d’identifier les patients qui progresseront 

vers l’infiltration du muscle. Les classifications moléculaires qui pourraient 

potentiellement nous aider dans les choix thérapeutiques, s’affinent aussi bien 

concernant les TVIM que les TVNIM75,76 en incluant les données 

transcriptionnelles et mutationnelles notamment aussi bien des gènes du micro-

environnement que sur ceux impliqués directement dans la carcinogénèse. Une 

étude pangénomique s’est récemment intéressée à 460 TVNIM de stade pT1, 

permettant de classer ces TVNIM en 3 sous-groupes similaires à ceux du 

TCGA77, ressemblant eux-mêmes aux groupes luminal-, basal- et p53-like décrits 

par Choi et al3. Néanmoins, ces données n’ont pas encore été corrélées aux 
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données de survie.  

De la même manière, pour les TVIM qui ont un pronostic sombre, la prise en 

charge est standardisée en fonction du stade TNM8 alors que certaines tumeurs 

répondent très bien à la chimiothérapie et d’autres pas. La réponse aux 

traitements systémiques (chimiothérapie ou immunothérapie) semble varier d’une 

tumeur à l’autre, notamment en fonction des caractéristiques moléculaires.  Les 

essais avec des thérapies innovantes et coûteuses visant à améliorer la survie 

des patients fleurissent dans la vessie avec des résultats prometteurs. La plupart 

des essais cliniques dans les tumeurs de vessie actuellement concernent les 

checkpoints inhibiteurs ciblant la voie PD-1 ou PD-L178 comme les essais de 

phase III ALBAN et POTOMAC (anti-PD-L1 en association à la BCG-thérapie 

dans les TVNIM) et les essais de phase II PANDORE (anti-PD-1 en néo-adjuvant 

pour les TVIM) et DANUBE (immunothérapie versus chimiothérapie en 1ère ligne 

dans les TVIM métastatiques). Cependant, il n’est pas encore possible, en 

routine, d’identifier les patients qui bénéficieront le plus de ces traitements. Il a 

tout de même été établi que le statut mutationnel des gènes de réparation de 

l’ADN était impliqué dans la réponse aux immunothérapies. En effet, les tumeurs 

mutées correspondent à des tumeurs « chaudes » qui répondent bien aux 

immunothérapies58,79.  

Concernant la réponse à la BCG-thérapie, outres les mutations de FGFR3 (49%) 

déjà largement décrites dans la vessie, une étude s’intéressant à 105 TVNIM, a 

montré qu’on retrouvait plusieurs autres altérations dans ce groupe de tumeurs 

(au niveau du promoteur TERT (73%), de PIK3CA (26%) et de TP53 (21%) 

notamment). Dans cette étude, les mutations d’ARID1A étaient associées à un 

risque de récidive plus important après BCG-thérapie chez les 62 patients ayant 

reçu du BCG. Au total, les auteurs suggèrent que les TVNIM, tout comme les 
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TVIM présentent de nombreuses altérations moléculaires pouvant aider à la 

sélection des patients et guider le rationnel d’essai sur des traitements intra-

vésicaux ou systémiques80. 

 

Dans nos travaux de recherche, nous avons cherché à valider une partie des 

données du TCGA qui ne s’était intéressée qu’aux TVIM sans corréler les 

données au pronostic initialement26 et à évaluer des gènes de l’immunité anti-

tumorale sur une cohorte composée aussi bien de TVNIM que de TVIM, tout en 

s’intéressant aux données de survie.  

 

Concernant les gènes de l’immunité, dans nos études, aucun des gènes de la 

voie PD-1/PD-L1 n’a été retrouvé comme étant un marqueur pronostique ou 

marqueur de la réponse au BCG alors qu’une étude récente a montré qu’une 

expression élevée de PD-L1 était associée à une meilleure survie des 334 

TVNIM de stade pT1 étudiées81. En revanche, le ratio FOXP3/CD8 était 

pronostique dans les TVNIM en termes de survie sans récidive. Tout comme 

dans notre étude, ce ratio a été démontré comme étant de mauvais pronostic 

quand élevé dans le cancer du sein et prédictif de la réponse à la chimiothérapie 

néo-adjuvante82. Il peut être intéressant de continuer à étudier ce ratio 

pronostique dans le cancer de vessie car simple d’utilisation en termes de 

manipulation en routine et, d’après notre étude, peut être étudié aussi bien au 

niveau ARN qu’au niveau protéique. Une expression élevée d’OX40-L était 

également de mauvais pronostic dans les TVNIM. OX40 est une molécule 

membranaire de la famille des récepteurs tumoraux. C'est un récepteur 

costimulateur critique pendant la réponse immunitaire, en particulier pour les 

cellules T auxilliaires et régulateurs (Treg). Les lymphocytes T régulateurs sont 
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des lymphocytes T CD4+ et FOXP3+ immunosuppresseurs, indispensables au 

maintien de la tolérance immunitaire83. Les Treg exercent néanmoins un rôle 

délétère dans le cancer et les maladies infectieuses, en inhibant des réponses 

immunitaires bénéfiques. Réduire transitoirement le nombre ou la fonction des 

Treg représente une approche prometteuse d’immunothérapie qui n’a pourtant 

connu que peu de succès jusqu’ici. Une des raisons découle de l’absence de 

marqueur protéique permettant d’étudier et de cibler ces cellules sans ambiguïté 

chez l’homme. Si le facteur de transcription FOXP3 est exprimé exclusivement 

par les Treg chez la souris, chez l’homme il est aussi exprimé dans de nombreux 

lymphocytes non régulateurs activés. D’autre part, les protéines abondamment 

présentes à la surface des Treg, parfois utilisées comme marqueurs de ces 

cellules, sont également présentes sur les lymphocytes T non régulateurs 

activés. C’est le cas des protéines CTLA-4 et OX40 par exemple. Des anticorps 

monoclonaux qui reconnaissent ces protéines ne ciblent donc pas seulement les 

Treg, mais également les lymphocytes T activés, ce qui complique l’interprétation 

de leurs effets sur la modulation des réponses immunes. L’équipe de Weixler et 

al. a montré que l'expression du gène OX40 dans le cancer colo-rectal était 

significativement corrélée à l'expression des gènes FOXP3 et CD8. Une 

expression élevée d’OX40 était associée à un pronostic favorable. Les cancers 

colorectaux avec infiltration en OX40 et CD8 élevée étaient caractérisés par une 

survie globale significativement plus longue (pouvant s’apparenter au groupe C -

celui ayant la meilleure survie globale- de notre signature moléculaire 

immunologique dans les TVIM) que celle des tumeurs exprimant faiblement 

OX40 et CD8 de manière élevée mais aussi que celle des tumeurs exprimant 

OX40 de manière élevée et CD8 faiblement (groupe B -de mauvais pronostic- de 

notre signature moléculaire immunologique dans les TVIM, de mauvais pronostic) 
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ou enfin que celle des tumeurs exprimant faiblement OX40 et CD8 (groupe A de 

notre signature)84 (cf figure 2 de l’article « 33 gènes »). L’infiltrat élevé de CD8 

seul dans les 408 TVIM du TCGA actualisé a été retrouvé comme étant un 

marqueur de bon pronostic en termes de RFS et d’OS58, ce qui était le cas dans 

notre cohorte en multivarié pour la RFS (données non montrées). Cet infiltrat de 

CD8 élevé est associé au sous-groupe basal/squamous qui exprime fortement 

PD-L1 et CTLA4 et qui répond bien aux immunothérapies selon le concept de 

tumeurs « chaudes » et tumeurs « froides » sur le plan immunologique58. Il est 

intéressant que CD8 à lui seul puisse être un bon marqueur pronostique car aisé 

d’utilisation en routine et d’après notre étude, pouvant aussi bien être étudié au 

niveau de son transcrit qu’au niveau protéique puisqu’il existait une corrélation 

forte entre son expression ARN et protéique. 

 

Concernant l’étude des altérations génomiques issues du TCGA, dans notre 

étude, 3 gènes d’intérêt pronostique ont été mis en évidence dans les TVNIM : 

RXRA, FGFR3 et CCNE1. Une signature composée de ces 3 gènes est ressortie 

comme un étant un facteur pronostique indépendant aussi bien en termes de 

récidive que de progression vers l’infiltration du muscle. 

Le récepteur X du rétinoïde alpha (RXRA) appartient à la sous-famille du 

récepteur nucléaire 2, groupe B, membre 1 et est un récepteur nucléaire. Les 

récepteurs X du rétinoïde (RXR) et les récepteurs de l'acide rétinoïque (RAR) 

sont des récepteurs nucléaires qui assurent la médiation des rétinoïdes en raison 

de leur implication dans l'activation des gènes médiée par l'acide rétinoïque. Ces 

récepteurs exercent leur action en se liant, en tant qu'homodimères ou 

hétérodimères, à des séquences spécifiques des promoteurs de gènes cibles 

comme PPARG et en régulant leur transcription85,86. Inhiber l’un de ces 2 gènes 
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pourrait améliorer le pronostic du cancer de vessie. Bien que les 

immunothérapies soient approuvées pour les tumeurs de vessie, la majorité des 

patients ne répondent pas, ce qui suggère l'existence de mécanismes 

complémentaires comme l'évasion immunitaire. Une étude a rapporté que la voie 

PPARG/RXRA constitue un mécanisme intrinsèque à la tumeur sous-tendant 

l'évasion immunitaire dans les TVIM. Des mutations de RXRA via l'activation 

conformationnelle de l'hétérodimère PPARG/RXRA et 

l'amplification/surexpression de PPARG convergent pour moduler les 

programmes de transcription dépendants de PPARG/RXRA. Des ensembles de 

données cliniques et un modèle de tumeurs in vivo indiquent que PPARG 

amplifié ou surexprimé avec RXRA muté modulent le micro-environnement 

tumoral en altérant l’expression des cytokines et l'infiltration de lymphocytes T 

CD8+ et confèrent une résistance partielle aux immunothérapies. L'inactivation 

de PPARG ou de RXRA et l'inhibition pharmacologique de PPARG augmenterait 

la sensibilité aux immunothérapies87. Une autre étude confirme que les mutations 

récurrentes de PPARG qui activent la voie PPARG/RXRA de manière pro-

tumogène confèrent à ce gène un rôle important dans le cancer de la vessie. Ces 

mutations sont retrouvées dans la protéine. Les études structure-fonction des 

variants de PPARG présentant des mutations dans le domaine de liaison aux 

ligands, permettent d'identifier les éléments structurels qui sous-tendent leur gain 

de fonction. Ces altérations génomiques ont été retrouvées dans les tumeurs 

luminales de la vessie et pourraient là encore ouvrir la voie à des options 

alternatives de traitement88. Pour l’instant, à notre connaissance, il n’y a pas 

d’essai clinique impliquant des thérapies RXRA ou PPARG.  

Le gène FGFR3 (récepteur 3 du facteur de croissance des fibroblastes) 

appartient à une famille de récepteurs à activité tyrosine kinase codés par 4 
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gènes différents (FGFR1-4). Les mutations les plus fréquentes concernent les 

domaines extra-cellulaire et trans-membranaire du récepteur (R248C, S249C, 

G370C, et Y373C) et conduisent à une activation du récepteur par une 

stabilisation de la forme dimérique, indépendamment du ligand. D’autres 

mutations peuvent concerner le domaine tyrosine kinase (K650E, K650M) 

conduisant à un changement de conformation et à une activation du récepteur. 

Dans les carcinomes urothéliaux, la fréquence des mutations de FGFR3 varie 

grandement en fonction du type de tumeurs analysées89. En effet, la fréquence 

des mutations semble très élevée dans les tumeurs pTa et de bas grade (de 

l’ordre de 60 à 80%) et beaucoup plus faible dans les tumeurs pT1 (20 à 40%) ou 

pT2-pT4 et de haut grade (seulement 12% dans le TCGA ayant inclus des 

tumeurs infiltrantes et de haut grade)26,72. FGFR3 est donc un gène 

préférentiellement muté dans les tumeurs de vessie de bon pronostic. Dans notre 

série, l’expression de FGFR3 était corrélée au stade dans les TVNIM avec une 

surexpression plus fréquente dans les tumeurs pTa (cf suppl. data 3 de l’article 

« 29 oncogènes »). Dans notre étude, la surexpression ARN était associée à un 

pronostic favorable. Tout comme dans les TVIM, les mutations de FGFR3 sont 

associées, dans les TVNIM au sous-groupe luminal papillaire de bon pronostic90. 

L’expression et les mutations de FGFR3 étant étudiées de longue date dans la 

vessie, des essais cliniques s’intéressent aux thérapies anti-FGFR3, avec 

notamment une étude de phase III évaluant l'erdafitinib par rapport à la 

chimiothérapie ou au pembrolizumab chez des patients atteints d'un cancer 

urothélial avancé et présentant des altérations des gènes FGFR (essai THOR). 

Si l’on s’intéresse à l’expression des 33 gènes de l’immunité anti-tumorale 

étudiée en fonction des 4 groupes pronostiques issus de la signature moléculaire 

des TVNIM (cf Tableau 3), on constate que les groupes A, C et D (de bon 
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pronostic) diffèrent peu en termes d’expression des gènes du micro-

environnement. En revanche, le groupe B (de mauvais pronostic) est bien à part. 

En effet, dans ce groupe, les médianes d’expression étaient significativement 

plus élevées pour FOXP3, OX40 et son ligand (OX40L), TNFSF9 et son 

récepteur (TNFRS9), TNFS18 et son récepteur (TNFRSF18) et TDO2. Le 

membre de la superfamille des facteurs de nécrose tumorale 9 (TNFSF9) a été 

montré, in vivo, comme étant suppresseur de tumeur dans le carcinome hépato-

cellulaire et pourrait être lui aussi une piste thérapeutique prometteuse91. La 

surexpression de la tryptophane 2,3-dioxygénase (TDO2) a été retrouvée comme 

étant de mauvais pronostic dans de nombreux cancers solides comme 

l’œsophage92 et son antagonisation pourrait être envisagée. 

Concernant, les TVIM, dans notre étude, les expressions d’E2F3, EGFR et 

ERCC2 étaient pronostiques.  

E2F3 est impliqué dans la prolifération cellulaire et a déjà été étudié dans 

d’autres cancers urologiques32. Il a été montré, in vitro, qu’antagoniser E2F3 

dans des cellules cancéreuses vésicales réduirait la croissance tumorale93. 

Etonnamment, dans notre étude, c’est la surexpression d’E2F3 qui était de bon 

pronostic. Ce gène est impliqué dans le sous-groupe neuronal de la classification 

moléculaire de Robertson et al. qui apparaît bon répondeur à la chimiothérapie 

néo-adjuvante par cisplatine39.  

EGFR ressort comme facteur indépendant en analyse multivariée pour la survie 

globale avec un moins bon pronostic pour les patients surexprimant EGFR. 

EGFR appartient à la famille ERBB des récepteurs à activité tyrosine kinase 

impliqués dans la prolifération et différentiation des cellules normales. Leur 

implication dans différentes tumeurs et les thérapies ciblant sa voie ont été 

décrites notamment dans le sein et dans le poumon94. Une équipe tunisienne a 
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trouvé, en IHC, une corrélation significative entre la surexpression d’EGFR dans 

les TVNIM et l’augmentation du stade et du grade95. Dans notre étude, cette 

corrélation n’était pas retrouvée (ARN). Dans le TCGA, tout comme dans le 

travail de l’équipe française de Curie sur les tumeurs de vessie31, un sous-groupe 

de mauvais pronostic appelé « basal-like », dans lequel il existe des anomalies 

d’expression de la voie de l’EGFR, a été identifié26–30. Plus récemment, les 

thérapies ciblées anti-EGFR ont été évaluées dans les carcinomes urothéliaux 

avec un essai montrant l’intérêt du cetuximab associé au paclitaxel en 2ème ligne 

chez les patients porteurs d’un cancer de vessie métastatique96 et un essai 

négatif pour le cetuximab en adjuvant de la chimiothérapie conventionnelle pour 

les TVIM localement avancées ou métastatiques97, mais qui n’avait pas ciblé en 

particulier la population mutée ou surexprimant EGFR, comme c’est le cas pour 

d’autres cancers98. La tendance actuelle est à l’administration de molécules pan-

HER (HER2) avec des résultats encourageants en terme de survie globale pour 

la sous-population surexprimant EGFR et/ou ERBB2 dans certains essais99. 

Nous attendons les résultats de l’étude de phase II, multicentrique, randomisée, 

évaluant l’efficacité du MVAC avec ou sans panitumumab dans le traitement de 

1ère ligne des carcinomes urothéliaux avancés chez les patients qui ne portent 

pas de mutations HRAS ou KRAS. Ce traitement a déjà l’AMM dans le cancer du 

côlon métastatique chez les patients RAS sauvages. 

ERCC2 est un gène impliqué dans la réparation de l’ADN. Il a récemment été 

étudié dans les TVIM comme biomarqueur de réponse à la chimiothérapie néo-

adjuvante100. Les recommandations françaises actuelles préconisent la 

chimiothérapie à base de cisplatine avant cystectomie pour les patients ayant 

une TVIM localisée8. Cette chimiothérapie diffère la chirurgie mais dans le but de 

la compléter et de la faciliter. Néanmoins, quelques patients ne répondent pas 



112 
 

durant la chimiothérapie et mieux sélectionnés, ils auraient pu se voir éviter un 

traitement potentiellement toxique sans bénéfice. Après les études de grande 

envergure de Grossman et al.101 et Stenberg14, la dernière méta-analyse sur 

3285 patients dans 15 études randomisées, confirme l’intérêt d’une 

chimiothérapie néo-adjuvante à base de cisplatine quel que soit le stade initial de 

la TVIM102. Après chimiothérapie néo-adjuvante, 20 à 40 % des patients ont une 

réponse complète (pT0), ce qui est associé à une amélioration de la survie 

globale103. Des études suggèrent que les mutations faux-sens et la surexpression 

d’ERCC2 augmentent la réponse à la chimiothérapie par cisplatine104–106. Ces 

mutations ont été retrouvées aussi fréquemment dans les TVNIM de haut grade 

(17%) que dans les TVIM (20%)80. Concernant la réponse au traitement, dans 

notre cohorte, nous n’avions pas suffisamment de patients porteurs d’une TVIM 

traités par chimiothérapie néo-adjuvante pour établir des corrélations avec la 

réponse au traitement mais nous nous sommes intéressés à la réponse à la 

BCG-thérapie. Le mécanisme d’action de la BCG-thérapie reste toujours 

hypothétique et il n’existe pas de marqueur prédictif de la réponse au traitement. 

30-40% des patients récidivent dans les 5 années suivant l’administration de 

BCG107 et certaines équipes s’interrogent sur les modalités de suivi optimal 

suivant l’administration de BCG, certains actes de surveillance étant quelque peu 

contraignants (cystoscopies régulières, biopsies vésicales au bloc opératoire)9. 

Dans notre série, nous avons pu évaluer la valeur prédictive de l’expression de 

nos gènes en termes de réponse au BCG pour 28 patients. Seule l’expression 

d’un gène (FGFR3), peut-être par manque de puissance, a été retrouvée comme 

étant un marqueur de réponse au BCG ce qui corrobore les données de Langle 

et al. sur la souris108. En effet, dans cette étude, le groupe répondeur exprimait 

de façon plus faible FGFR3, ce qui est également le cas dans notre étude. Pour 
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les patients réfractaires au BCG, nous disposons, à ce jour, de peu d’options 

thérapeutiques en dehors de la cystectomie8. Nous avons besoin de chercher de 

nouvelles options efficaces et certains essais en cours ou qui vont débuter 

concernent d’ailleurs cette population de patients. Après l’essai négatif de phase 

II sur le dovitinib, comme traitement chez les patients FGFR3 mutés et non mutés 

porteurs d’une TVNIM réfractaire au BCG109, un essai de phase II à venir 

évaluera un autre anti-FGFR3, le rogaratinib, dans la même indication chez les 

patients surexprimant FGFR1 et FGFR3. Même si les thérapies FGFR3 semblent 

prometteuses sur le plan pharmacodynamique, elles posent le problème de leur 

importante toxicité109, ce qui limitera sans doute leur prescription. La tolérance 

médiocre à ce traitement pousse à se tourner vers d’autres altérations 

génomiques.  
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 

Les tumeurs urothéliales sont les 3èmes cancers les plus fréquemment mutés. Il 

semble que certaines de ces altérations moléculaires (amplifications/délétions, 

mutations et modification d’expression) surviennent très précocement au cours 

de la carcinogenèse vésicale alors que d'autres apparaissent à différents stades 

de l'évolution. Corriger ces altérations par l’administration de thérapies ciblées 

constitue une approche pharmacologique prometteuse. Idéalement, cela 

nécessite au préalable un protocole de recherche clinique portant sur une large 

population afin de préciser si les patients répondeurs sont bien ceux présentant 

une anomalie de la voie ciblée, selon le concept de pharmacogénomique et de 

biomarqueur compagnon. 

 

Notre cohorte a permis de confirmer certains résultats de la littérature comme la 

valeur du ratio FOXP3/CD8, de l’infiltrat en CD8 et de gènes déjà bien connus 

comme FGFR3 et EGFR. Nos travaux ont également permis de mettre en 

évidence 2 signatures moléculaires, une composée de RXRA, FGFR3 et CCNE1 

pronostique dans les TVNIM et une immunologique pronostique dans les TVIM 

composée d’OX40L, CD8 et TIGIT, qui a été brevetée. Il serait intéressant de 

pouvoir les valider dans des cohortes indépendantes, éventuellement sur une 

série de patients traités par immunothérapie (essai de phase I avec des thérapies 

anti-TIGIT dans le cancer de vessie en cours) ou sur une série de patients traités 

par thérapies ciblées, sachant que cela n’est, pour l’instant, pas possible hors 

essai thérapeutique.   
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Par ailleurs, concernant les TVNIM, nos résultats concernant RXRA et FGFR3 

notamment et s'ils se confirment, pourraient permettre d’adapter la prise en 

charge en intensifiant la surveillance et/ou en proposant une cystectomie précoce 

chez les patients présentant des anomalies d’expression associées à un 

pronostic péjoratif.  

Concernant les TVIM, le gène le plus attractif semble être EGFR en raison de 

son intérêt théranostique déjà bien connu dans d’autres cancers. Il sera 

intéressant de suivre les résultats des essais cliniques en cours. ERCC2 parait 

être également un gène particulièrement intéressant puisqu’aujourd’hui, il semble 

que les signatures moléculaires pronostiques et prédictives de réponse aux 

traitements (immunothérapie et chimiothérapie) classent les sous-groupes selon 

leur statut mutationnel au niveau des gènes de réparation de l’ADN et sur leur 

infiltrat en cellules immunitaires, les 2 pans étant étroitement liés. En effet, on 

pense maintenant qu’un facteur pronostique ou prédictif de la réponse au 

traitement ne sera pas un récepteur ou un ligand mais plutôt une combinaison de 

sur- et sous-expressions et mutations de différents gènes, permettant de définir 

une signature moléculaire discriminante selon le modèle qui suit proposé par 

Vidotto et al58. Selon ces auteurs, le sous-type moléculaire d’après les 

classifications déjà proposées26,39,110, le statut mutationnel et l’expression des 

gènes de l’immunité anti-tumorale devraient être étudiés pour chaque patient, 

afin de leur proposer le traitement ou la combinaison de traitements la plus 

adaptée. 
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Figure 13 : Schéma proposé par Vidotto at al. afin de stratifier les patients ayant une TVIM pour la chimio-immunothérapie58  

 

 



 

117 
 

RÉFÉRENCES 

1.  Torre LA, Bray F, Siegel RL, Ferlay J, Lortet-Tieulent J, Jemal A. Global 
cancer statistics, 2012. CA Cancer J Clin 2015;65:87–108.  
2.  Guérin S, Doyon F, Hill C. [The frequency of cancer in France in 2006, 
mortality trends since 1950, incidence trends since 1980 and analysis of the 
discrepancies between these trends]. Bull Cancer (Paris) 2009;96:51–7.  
3.  Rudman SM, Crawley D. Epidemiology of Bladder Cancer. In: Pathology 
and Epidemiology of Cancer. Switzerland: Loda M., 2017. 511–22. 
4.  Cheng L, Montironi R, Davidson DD, Lopez-Beltran A. Staging and 
reporting of urothelial carcinoma of the urinary bladder. Mod Pathol Off J U S Can 
Acad Pathol Inc 2009;22 Suppl 2:S70-95.  
5.  Mostofi F, Sobin L, Torloni H. Histological Typing of Urinary Bladder 
Tumours. 1973; 
6.  Ben Abdelkrim S, Rammeh S, Trabelsi A, Ben Yacoub-Abid L, Ben Sorba 
N, Jaïdane L, Mokni M. Reproductibilité des classifications OMS 1973 et OMS 
2004 des tumeurs urothéliales papillaires de la vessie. Can Urol Assoc J J Assoc 
Urol Can 2012;6:E230-233.  
7.  Molinié V. Classification of bladder tumors in 2006. In: Prog Urol FMC. 
2006. 16:7-10. 
8.  Rouprêt M, Neuzillet Y, Pignot G, Compérat E, Audenet F, Houédé N, 
Larré S, Masson-Lecomte A, Colin P, Brunelle S, Xylinas E, Roumiguié M, et al. 
RETRACTED: Recommandations françaises du Comité de Cancérologie de 
l’AFU — Actualisation 2018—2020 : tumeurs de la vessie French ccAFU 
guidelines — Update 2018—2020: Bladder cancer. Progres En Urol J Assoc 
Francaise Urol Soc Francaise Urol 2018;28:S46–78.  
9.  Pfister C, Roupret M, Neuzillet Y, Larré S, Pignot G, Quintens H, Houedé 
N, Compérat E, Colin P, Roy C, Davin J-L, Guy L, et al. [CCAFU 
Recommendations 2013: Bladder carcinoma]. Prog En Urol J Assoc Fr Urol 
Société Fr Urol 2013;23 Suppl 2:S105-125.  
10.  Sylvester RJ, van der Meijden APM, Oosterlinck W, Witjes JA, Bouffioux 
C, Denis L, Newling DWW, Kurth K. Predicting recurrence and progression in 
individual patients with stage Ta T1 bladder cancer using EORTC risk tables: a 
combined analysis of 2596 patients from seven EORTC trials. Eur Urol 
2006;49:466–465; discussion 475-477.  
11.  D’Souza AM, Pohar KS, Arif T, Geyer S, Zynger DL. Retrospective 
analysis of survival in muscle-invasive bladder cancer: impact of pT classification, 
node status, lymphovascular invasion, and neoadjuvant chemotherapy. Virchows 
Arch Int J Pathol 2012;461:467–74.  
12.  Bouchot O, Zerbib M. [Neo-adjuvant and adjuvant chemotherapy in radical 
treatment]. Progres En Urol J Assoc Francaise Urol Soc Francaise Urol 
2002;12:987–97.  
13.  International Collaboration of Trialists, Medical Research Council 
Advanced Bladder Cancer Working Party (now the National Cancer Research 
Institute Bladder Cancer Clinical Studies Group), European Organisation for 
Research and Treatment of Cancer Genito-Urinary Tract Cancer Group, 
Australian Bladder Cancer Study Group, National Cancer Institute of Canada 
Clinical Trials Group, Finnbladder, Norwegian Bladder Cancer Study Group, Club 
Urologico Espanol de Tratamiento Oncologico Group, Griffiths G, Hall R, 
Sylvester R, Raghavan D, et al. International phase III trial assessing 



118 
 

neoadjuvant cisplatin, methotrexate, and vinblastine chemotherapy for muscle-
invasive bladder cancer: long-term results of the BA06 30894 trial. J Clin Oncol 
Off J Am Soc Clin Oncol 2011;29:2171–7.  
14.  Advanced Bladder Cancer (ABC) Meta-analysis Collaboration. 
Neoadjuvant chemotherapy in invasive bladder cancer: update of a systematic 
review and meta-analysis of individual patient data advanced bladder cancer 
(ABC) meta-analysis collaboration. Eur Urol 2005;48:202–5; discussion 205-206.  
15.  Cognetti F, Ruggeri EM, Felici A, Gallucci M, Muto G, Pollera CF, 
Massidda B, Rubagotti A, Giannarelli D, Boccardo F, Study Group. Adjuvant 
chemotherapy with cisplatin and gemcitabine versus chemotherapy at relapse in 
patients with muscle-invasive bladder cancer submitted to radical cystectomy: an 
Italian, multicenter, randomized phase III trial. Ann Oncol Off J Eur Soc Med 
Oncol 2012;23:695–700.  
16.  Paz-Ares LG. Randomized phase III trial comparing adjuvant 
paclitaxel/gemcitabine/cisplatin (PGC) to observation in patients with resected 
invasive bladder cancer: Results of the Spanish Oncology Genitourinary Group 
(SOGUG) 99/01 study. 2010; 
17.  Sternberg CN, Skoneczna I, Kerst JM, Albers P, Fossa SD, Agerbaek M, 
Dumez H, de Santis M, Théodore C, Leahy MG, Chester JD, Verbaeys A, et al. 
Immediate versus deferred chemotherapy after radical cystectomy in patients 
with pT3-pT4 or N+ M0 urothelial carcinoma of the bladder (EORTC 30994): an 
intergroup, open-label, randomised phase 3 trial. Lancet Oncol 2015;16:76–86.  
18.  Donat SM, Shabsigh A, Savage C, Cronin AM, Bochner BH, Dalbagni G, 
Herr HW, Milowsky MI. Potential impact of postoperative early complications on 
the timing of adjuvant chemotherapy in patients undergoing radical cystectomy: a 
high-volume tertiary cancer center experience. Eur Urol 2009;55:177–85.  
19.  Bamias A, Tiliakos I, Karali M-D, Dimopoulos MA. Systemic chemotherapy 
in inoperable or metastatic bladder cancer. Ann Oncol Off J Eur Soc Med Oncol 
2006;17:553–61.  
20.  von der Maase H, Sengelov L, Roberts JT, Ricci S, Dogliotti L, Oliver T, 
Moore MJ, Zimmermann A, Arning M. Long-term survival results of a randomized 
trial comparing gemcitabine plus cisplatin, with methotrexate, vinblastine, 
doxorubicin, plus cisplatin in patients with bladder cancer. J Clin Oncol Off J Am 
Soc Clin Oncol 2005;23:4602–8.  
21.  Clark PE, Agarwal N, Biagioli MC, Eisenberger MA, Greenberg RE, Herr 
HW, Inman BA, Kuban DA, Kuzel TM, Lele SM, Michalski J, Pagliaro LC, et al. 
Bladder cancer. J Natl Compr Cancer Netw JNCCN 2013;11:446–75.  
22.  Porter MP, Kerrigan MC, Donato BMK, Ramsey SD. Patterns of use of 
systemic chemotherapy for Medicare beneficiaries with urothelial bladder cancer. 
Urol Oncol 2011;29:252–8.  
23.  Bellmunt J, de Wit R, Vaughn DJ, Fradet Y, Lee J-L, Fong L, Vogelzang 
NJ, Climent MA, Petrylak DP, Choueiri TK, Necchi A, Gerritsen W, et al. 
Pembrolizumab as Second-Line Therapy for Advanced Urothelial Carcinoma. N 
Engl J Med 2017;376:1015–26.  
24.  Loskog A, Ninalga C, Paul-Wetterberg G, de la Torre M, Malmström P-U, 
Tötterman TH. Human bladder carcinoma is dominated by T-regulatory cells and 
Th1 inhibitory cytokines. J Urol 2007;177:353–8.  
25.  Wu X-R. Urothelial tumorigenesis: a tale of divergent pathways. Nat Rev 
Cancer 2005;5:713–25.  
26.  Cancer Genome Atlas Research Network. Comprehensive molecular 
characterization of urothelial bladder carcinoma. Nature 2014;507:315–22.  



119 
 

27.  Fu Y-P, Kohaar I, Moore LE, Lenz P, Figueroa JD, Tang W, Porter-Gill P, 
Chatterjee N, Scott-Johnson A, Garcia-Closas M, Muchmore B, Baris D, et al. 
The 19q12 bladder cancer GWAS signal: association with cyclin E function and 
aggressive disease. Cancer Res 2014;74:5808–18.  
28.  Gui Y, Guo G, Huang Y, Hu X, Tang A, Gao S, Wu R, Chen C, Li X, Zhou 
L, He M, Li Z, et al. Frequent mutations of chromatin remodeling genes in 
transitional cell carcinoma of the bladder. Nat Genet 2011;43:875–8.  
29.  Lawrence MS, Stojanov P, Mermel CH, Robinson JT, Garraway LA, Golub 
TR, Meyerson M, Gabriel SB, Lander ES, Getz G. Discovery and saturation 
analysis of cancer genes across 21 tumour types. Nature 2014;505:495–501.  
30.  Kandoth C, McLellan MD, Vandin F, Ye K, Niu B, Lu C, Xie M, Zhang Q, 
McMichael JF, Wyczalkowski MA, Leiserson MDM, Miller CA, et al. Mutational 
landscape and significance across 12 major cancer types. Nature 2013;502:333–
9.  
31.  Rebouissou S, Bernard-Pierrot I, de Reyniès A, Lepage M-L, Krucker C, 
Chapeaublanc E, Hérault A, Kamoun A, Caillault A, Letouzé E, Elarouci N, 
Neuzillet Y, et al. EGFR as a potential therapeutic target for a subset of muscle-
invasive bladder cancers presenting a basal-like phenotype. Sci Transl Med 
2014;6:244ra91.  
32.  Olsson AY, Feber A, Edwards S, Te Poele R, Giddings I, Merson S, 
Cooper CS. Role of E2F3 expression in modulating cellular proliferation rate in 
human bladder and prostate cancer cells. Oncogene 2007;26:1028–37.  
33.  Dienstmann R, Rodon J, Prat A, Perez-Garcia J, Adamo B, Felip E, Cortes 
J, Iafrate AJ, Nuciforo P, Tabernero J. Genomic aberrations in the FGFR 
pathway: opportunities for targeted therapies in solid tumors. Ann Oncol Off J Eur 
Soc Med Oncol ESMO 2014;25:552–63.  
34.  Pignot G, le Goux C, Bieche I. [Recent advances in bladder urothelial 
carcinogenesis]. Bull Cancer (Paris) 2015;102:1020–35.  
35.  Ross JS, Wang K, Al-Rohil RN, Nazeer T, Sheehan CE, Otto GA, He J, 
Palmer G, Yelensky R, Lipson D, Ali S, Balasubramanian S, et al. Advanced 
urothelial carcinoma: next-generation sequencing reveals diverse genomic 
alterations and targets of therapy. Mod Pathol Off J U S Can Acad Pathol Inc 
2014;27:271–80.  
36.  Laé M, Couturier J, Oudard S, Radvanyi F, Beuzeboc P, Vieillefond A. 
Assessing HER2 gene amplification as a potential target for therapy in invasive 
urothelial bladder cancer with a standardized methodology: results in 1005 
patients. Ann Oncol Off J Eur Soc Med Oncol ESMO 2010;21:815–9.  
37.  Hedegaard J, Lamy P, Nordentoft I, Algaba F, Høyer S, Ulhøi BP, Vang S, 
Reinert T, Hermann GG, Mogensen K, Thomsen MBH, Nielsen MM, et al. 
Comprehensive Transcriptional Analysis of Early-Stage Urothelial Carcinoma. 
Cancer Cell 2016;30:27–42.  
38.  Choi W, Porten S, Kim S, Willis D, Plimack ER, Hoffman-Censits J, Roth 
B, Cheng T, Tran M, Lee I-L, Melquist J, Bondaruk J, et al. Identification of 
distinct basal and luminal subtypes of muscle-invasive bladder cancer with 
different sensitivities to frontline chemotherapy. Cancer Cell 2014;25:152–65.  
39.  Robertson AG, Kim J, Al-Ahmadie H, Bellmunt J, Guo G, Cherniack AD, 
Hinoue T, Laird PW, Hoadley KA, Akbani R, Castro MAA, Gibb EA, et al. 
Comprehensive Molecular Characterization of Muscle-Invasive Bladder Cancer. 
Cell 2017;171:540-556.e25.  
40.  Dong H, Strome SE, Salomao DR, Tamura H, Hirano F, Flies DB, Roche 
PC, Lu J, Zhu G, Tamada K, Lennon VA, Celis E, et al. Tumor-associated B7-H1 



120 
 

promotes T-cell apoptosis: a potential mechanism of immune evasion. Nat Med 
2002;8:793–800.  
41.  Kiselyov A, Bunimovich-Mendrazitsky S, Startsev V. Key signaling 
pathways in the muscle-invasive bladder carcinoma: Clinical markers for disease 
modeling and optimized treatment. 2016; 
42.  Carreno BM, Collins M. The B7 family of ligands and its receptors: new 
pathways for costimulation and inhibition of immune responses. Annu Rev 
Immunol 2002;20:29–53.  
43.  Brahmer JR, Tykodi SS, Chow LQM, Hwu W-J, Topalian SL, Hwu P, 
Drake CG, Camacho LH, Kauh J, Odunsi K, Pitot HC, Hamid O, et al. Safety and 
activity of anti-PD-L1 antibody in patients with advanced cancer. N Engl J Med 
2012;366:2455–65.  
44.  Wolchok JD, Kluger H, Callahan MK, Postow MA, Rizvi NA, Lesokhin AM, 
Segal NH, Ariyan CE, Gordon R-A, Reed K, Burke MM, Caldwell A, et al. 
Nivolumab plus ipilimumab in advanced melanoma. N Engl J Med 2013;369:122–
33.  
45.  Ponticiello A, Perna F, Maione S, Stradolini M, Testa G, Terrazzano G, 
Ruggiero G, Malerba M, Sanduzzi A. Analysis of local T lymphocyte subsets 
upon stimulation with intravesical BCG: a model to study tuberculosis immunity. 
Respir Med 2004;98:509–14.  
46.  Sharma P, Old LJ, Allison JP. Immunotherapeutic strategies for high-risk 
bladder cancer. Semin Oncol 2007;34:165–72.  
47.  Powles T. Immune Checkpoint Inhibitors for Urologic Cancer: The Tip of 
the Iceberg? Eur Urol 2015;68:280–2.  
48.  Aoun F, Kourie HR, Sideris S, Roumeguère T, Velthoven R van, Gil T. 
Checkpoint inhibitors in bladder and renal cancers: results and perspectives. 
Immunotherapy 2015;7:1259–71.  
49.  Powles T, Eder JP, Fine GD, Braiteh FS, Loriot Y, Cruz C, Bellmunt J, 
Burris HA, Petrylak DP, Teng S, Shen X, Boyd Z, et al. MPDL3280A (anti-PD-L1) 
treatment leads to clinical activity in metastatic bladder cancer. Nature 
2014;515:558–62.  
50.  Necchi A, Anichini A, Raggi D, Briganti A, Massa S, Lucianò R, Colecchia 
M, Giannatempo P, Mortarini R, Bianchi M, Farè E, Monopoli F, et al. 
Pembrolizumab as Neoadjuvant Therapy Before Radical Cystectomy in Patients 
With Muscle-Invasive Urothelial Bladder Carcinoma (PURE-01): An Open-Label, 
Single-Arm, Phase II Study. J Clin Oncol Off J Am Soc Clin Oncol 
2018;JCO1801148.  
51.  Inman BA, Sebo TJ, Frigola X, Dong H, Bergstralh EJ, Frank I, Fradet Y, 
Lacombe L, Kwon ED. PD-L1 (B7-H1) expression by urothelial carcinoma of the 
bladder and BCG-induced granulomata: associations with localized stage 
progression. Cancer 2007;109:1499–505.  
52.  Nakanishi J, Wada Y, Matsumoto K, Azuma M, Kikuchi K, Ueda S. 
Overexpression of B7-H1 (PD-L1) significantly associates with tumor grade and 
postoperative prognosis in human urothelial cancers. Cancer Immunol 
Immunother CII 2007;56:1173–82.  
53.  Boorjian SA, Sheinin Y, Crispen PL, Farmer SA, Lohse CM, Kuntz SM, 
Leibovich BC, Kwon ED, Frank I. T-cell coregulatory molecule expression in 
urothelial cell carcinoma: clinicopathologic correlations and association with 
survival. Clin Cancer Res Off J Am Assoc Cancer Res 2008;14:4800–8.  
54.  Xylinas E, Robinson BD, Kluth LA, Volkmer BG, Hautmann R, Küfer R, 
Zerbib M, Kwon E, Thompson RH, Boorjian SA, Shariat SF. Association of T-cell 



121 
 

co-regulatory protein expression with clinical outcomes following radical 
cystectomy for urothelial carcinoma of the bladder. Eur J Surg Oncol J Eur Soc 
Surg Oncol Br Assoc Surg Oncol 2014;40:121–7.  
55.  Huang Y, Zhang S-D, McCrudden C, Chan K-W, Lin Y, Kwok H-F. The 
prognostic significance of PD-L1 in bladder cancer. Oncol Rep 2015;33:3075–84.  
56.  Powles T, Durán I, van der Heijden MS, Loriot Y, Vogelzang NJ, De Giorgi 
U, Oudard S, Retz MM, Castellano D, Bamias A, Fléchon A, Gravis G, et al. 
Atezolizumab versus chemotherapy in patients with platinum-treated locally 
advanced or metastatic urothelial carcinoma (IMvigor211): a multicentre, open-
label, phase 3 randomised controlled trial. Lancet Lond Engl 2018;391:748–57.  
57.  Rosenberg JE, Hoffman-Censits J, Powles T, van der Heijden MS, Balar 
AV, Necchi A, Dawson N, O’Donnell PH, Balmanoukian A, Loriot Y, Srinivas S, 
Retz MM, et al. Atezolizumab in patients with locally advanced and metastatic 
urothelial carcinoma who have progressed following treatment with platinum-
based chemotherapy: a single-arm, multicentre, phase 2 trial. Lancet Lond Engl 
2016;387:1909–20.  
58.  Vidotto T, Nersesian S, Graham C, Siemens DR, Koti M. DNA damage 
repair gene mutations and their association with tumor immune regulatory gene 
expression in muscle invasive bladder cancer subtypes. J Immunother Cancer 
[Internet] 2019 [cited 2019 Oct 10];7. Available from: 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6556053/ 
59.  Kiessling MK, Curioni-Fontecedro A, Samaras P, Atrott K, Cosin-Roger J, 
Lang S, Scharl M, Rogler G. Mutant HRAS as novel target for MEK and mTOR 
inhibitors. Oncotarget 2015;6:42183–96.  
60.  Massari F, Bria E, Ciccarese C, Munari E, Modena A, Zambonin V, 
Sperduti I, Artibani W, Cheng L, Martignoni G, Tortora G, Brunelli M. Prognostic 
Value of Beta-Tubulin-3 and c-Myc in Muscle Invasive Urothelial Carcinoma of 
the Bladder. PloS One 2015;10:e0127908.  
61.  Le Goux C, Damotte D, Vacher S, Sibony M, Delongchamps NB, 
Schnitzler A, Terris B, Zerbib M, Bieche I, Pignot G. Correlation between 
messenger RNA expression and protein expression of immune checkpoint-
associated molecules in bladder urothelial carcinoma: A retrospective study. Urol 
Oncol 2017;35:257–63.  
62.  Shen Z, Zhou S, Wang Y, Li R, Zhong C, Liang C, Sun Y. Higher 
intratumoral infiltrated Foxp3+ Treg numbers and Foxp3+/CD8+ ratio are 
associated with adverse prognosis in resectable gastric cancer. J Cancer Res 
Clin Oncol 2010;136:1585–95.  
63.  Horn T, Laus J, Seitz AK, Maurer T, Schmid SC, Wolf P, Haller B, Winkler 
M, Retz M, Nawroth R, Gschwend JE, Kübler HR, et al. The prognostic effect of 
tumour-infiltrating lymphocytic subpopulations in bladder cancer. World J Urol 
2016;34:181–7.  
64.  Shinto E, Hase K, Hashiguchi Y, Sekizawa A, Ueno H, Shikina A, Kajiwara 
Y, Kobayashi H, Ishiguro M, Yamamoto J. CD8+ and FOXP3+ tumor-infiltrating T 
cells before and after chemoradiotherapy for rectal cancer. Ann Surg Oncol 
2014;21 Suppl 3:S414-421.  
65.  Sobin L, Gospodarowicz M, Wittekind C. TNM classification of malignant        
tumors. UICC Int Union Cancer  
66.  Amsellem-Ouazana D, Bièche I, Molinié V, Elie C, Vieillefond A, Tozlu S, 
Botto H, Debré B, Lidereau R. Is quantitative real-time RT-PCR an adjunct to 
immunohistochemistry for the evaluation of ErbB2 status in transitional carcinoma 
of the bladder? Eur Urol 2006;49:1035–42; discussion 1042-1043.  



122 
 

67.  Pignot G, Vieillefond A, Vacher S, Zerbib M, Debre B, Lidereau R, 
Amsellem-Ouazana D, Bieche I. Hedgehog pathway activation in human 
transitional cell carcinoma of the bladder. Br J Cancer 2012;106:1177–86.  
68.  Amsellem-Ouazana D, Bièche I, Tozlu S, Botto H, Debré B, Lidereau R. 
Gene expression profiling of ERBB receptors and ligands in human transitional 
cell carcinoma of the bladder. J Urol 2006;175:1127–32.  
69.  Bièche I, Onody P, Tozlu S, Driouch K, Vidaud M, Lidereau R. Prognostic 
value of ERBB family mRNA expression in breast carcinomas. Int J Cancer J Int 
Cancer 2003;106:758–65.  
70.  Hanley JA, McNeil BJ. The meaning and use of the area under a receiver 
operating characteristic (ROC) curve. Radiology 1982;143:29–36.  
71.  Le Goux C, Vacher S, Pignot G, Sibony M, Barry Delongchamps N, Terris 
B, Piaggo E, Zerbib M, Damotte D, Bieche I. mRNA expression levels of genes 
involved in antitumor immunity: identification of a 3-gene signature associated 
with prognosis of muscle-invasive bladder cancer. OncolImmunology 2017; 
72.  Pignot G, le Goux C, Bieche I. [Recent advances in bladder urothelial 
carcinogenesis]. Bull Cancer (Paris) 2015;102:1020–35.  
73.  Salvi S, Calistri D, Gurioli G, Carretta E, Serra L, Gunelli R, Zoli W, 
Casadio V. Copy number analysis of 24 oncogenes: MDM4 identified as a 
putative marker for low recurrence risk in non muscle invasive bladder cancer. Int 
J Mol Sci 2014;15:12458–68.  
74.  Williams SV, Hurst CD, Knowles MA. Oncogenic FGFR3 gene fusions in 
bladder cancer. Hum Mol Genet 2013;22:795–803.  
75.  Aine M, Eriksson P, Liedberg F, Sjödahl G, Höglund M. Biological 
determinants of bladder cancer gene expression subtypes. Sci Rep 
2015;5:10957.  
76.  Hurst CD, Alder O, Platt FM, Droop A, Stead LF, Burns JE, Burghel GJ, 
Jain S, Klimczak LJ, Lindsay H, Roulson J-A, Taylor CF, et al. Genomic Subtypes 
of Non-invasive Bladder Cancer with Distinct Metabolic Profile and Female 
Gender Bias in KDM6A Mutation Frequency. Cancer Cell 2017;32:701-715.e7.  
77.  Hedegaard J, Lamy P, Nordentoft I, Algaba F, Høyer S, Ulhøi BP, Vang S, 
Reinert T, Hermann GG, Mogensen K, Thomsen MBH, Nielsen MM, et al. 
Comprehensive Transcriptional Analysis of Early-Stage Urothelial Carcinoma. 
Cancer Cell 2016;30:27–42.  
78.  Gwynn ME, DeRemer DL. The Emerging Role of PD-1/PD-L1-Targeting 
Immunotherapy in the Treatment of Metastatic Urothelial Carcinoma. Ann 
Pharmacother 2018;52:60–8.  
79.  Teo MY, Seier K, Ostrovnaya I, Regazzi AM, Kania BE, Moran MM, Cipolla 
CK, Bluth MJ, Chaim J, Al-Ahmadie H, Snyder A, Carlo MI, et al. Alterations in 
DNA Damage Response and Repair Genes as Potential Marker of Clinical 
Benefit From PD-1/PD-L1 Blockade in Advanced Urothelial Cancers. J Clin Oncol 
2018;36:1685–94.  
80.  Pietzak EJ, Bagrodia A, Cha EK, Drill EN, Iyer G, Isharwal S, Ostrovnaya I, 
Baez P, Li Q, Berger MF, Zehir A, Schultz N, et al. Next-generation Sequencing 
of Nonmuscle Invasive Bladder Cancer Reveals Potential Biomarkers and 
Rational Therapeutic Targets. Eur Urol 2017;72:952–9.  
81.  Breyer J, Wirtz RM, Otto W, Erben P, Worst TS, Stoehr R, Eckstein M, 
Denzinger S, Burger M, Hartmann A. High PDL1 mRNA expression predicts 
better survival of stage pT1 non-muscle-invasive bladder cancer (NMIBC) 
patients. Cancer Immunol Immunother CII 2018;67:403–12.  
82.  Miyashita M, Sasano H, Tamaki K, Hirakawa H, Takahashi Y, Nakagawa 



123 
 

S, Watanabe G, Tada H, Suzuki A, Ohuchi N, Ishida T. Prognostic significance of 
tumor-infiltrating CD8+ and FOXP3+ lymphocytes in residual tumors and 
alterations in these parameters after neoadjuvant chemotherapy in triple-negative 
breast cancer: a retrospective multicenter study. Breast Cancer Res BCR 
2015;17:124.  
83.  Josefowicz SZ, Lu L-F, Rudensky AY. Regulatory T cells: mechanisms of 
differentiation and function. Annu Rev Immunol 2012;30:531–64.  
84.  Weixler B, Cremonesi E, Sorge R, Muraro MG, Delko T, Nebiker CA, 
Däster S, Governa V, Amicarella F, Soysal SD, Kettelhack C, von Holzen UW, et 
al. OX40 expression enhances the prognostic significance of CD8 positive 
lymphocyte infiltration in colorectal cancer. Oncotarget 2015;6:37588–99.  
85.  Halstead AM, Kapadia CD, Bolzenius J, Chu CE, Schriefer A, Wartman 
LD, Bowman GR, Arora VK. Bladder-cancer-associated mutations in RXRA 
activate peroxisome proliferator-activated receptors to drive urothelial 
proliferation. eLife 2017;6.  
86.  Goldstein JT, Berger AC, Shih J, Duke FF, Furst L, Kwiatkowski DJ, 
Cherniack AD, Meyerson M, Strathdee CA. Genomic Activation of PPARG 
Reveals a Candidate Therapeutic Axis in Bladder Cancer. Cancer Res 
2017;77:6987–98.  
87.  Korpal M, Puyang X, Jeremy Wu Z, Seiler R, Furman C, Oo HZ, Seiler M, 
Irwin S, Subramanian V, Julie Joshi J, Wang CK, Rimkunas V, et al. Evasion of 
immunosurveillance by genomic alterations of PPARγ/RXRα in bladder cancer. 
Nat Commun [Internet] 2017 [cited 2019 Oct 13];8. Available from: 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5524640/ 
88.  Rochel N, Krucker C, Coutos-Thévenot L, Osz J, Zhang R, Guyon E, Zita 
W, Vanthong S, Hernandez OA, Bourguet M, Badawy KA, Dufour F, et al. 
Recurrent activating mutations of PPARγ associated with luminal bladder tumors. 
Nat Commun [Internet] 2019 [cited 2019 Oct 13];10. Available from: 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6335423/ 
89.  Knowles MA. Role of FGFR3 in urothelial cell carcinoma: biomarker and 
potential therapeutic target. World J Urol 2007;25:581–93.  
90.  Tan TZ, Rouanne M, Tan KT, Huang RY-J, Thiery J-P. Molecular 
Subtypes of Urothelial Bladder Cancer: Results from a Meta-cohort Analysis of 
2411 Tumors. Eur Urol 2019;75:423–32.  
91.  Shen YL, Gan Y, Gao HF, Fan YC, Wang Q, Yuan H, Song YF, Wang JD, 
Tu H. TNFSF9 exerts an inhibitory effect on hepatocellular carcinoma. J Dig Dis 
2017;18:395–403.  
92.  Pham QT, Oue N, Sekino Y, Yamamoto Y, Shigematsu Y, Sakamoto N, 
Sentani K, Uraoka N, Yasui W. TDO2 Overexpression Is Associated with Cancer 
Stem Cells and Poor Prognosis in Esophageal Squamous Cell Carcinoma. 
Oncology 2018;95:297–308.  
93.  Zhang Y, Zhang Z, Li Z, Gong D, Zhan B, Man X, Kong C. MicroRNA-497 
inhibits the proliferation, migration and invasion of human bladder transitional cell 
carcinoma cells by targeting E2F3. Oncol Rep 2016;36:1293–300.  
94.  de Bono JS, Rowinsky EK. The ErbB receptor family: a therapeutic target 
for cancer. Trends Mol Med 2002;8:S19-26.  
95.  Arfaoui AT, Mejri S, Belhaj R, Karkni W, Chebil M, Rammeh S. Prognostic 
value of immunohistochemical expression profile of epidermal growth factor 
receptor in urothelial bladder cancer. J Immunoassay Immunochem 
2016;37:359–67.  
96.  Wong Y-N, Litwin S, Vaughn D, Cohen S, Plimack ER, Lee J, Song W, 



124 
 

Dabrow M, Brody M, Tuttle H, Hudes G. Phase II trial of cetuximab with or without 
paclitaxel in patients with advanced urothelial tract carcinoma. J Clin Oncol Off J 
Am Soc Clin Oncol 2012;30:3545–51.  
97.  Hussain M, Daignault S, Agarwal N, Grivas PD, Siefker-Radtke AO, 
Puzanov I, MacVicar GR, Levine EG, Srinivas S, Twardowski P, Eisenberger MA, 
Quinn DI, et al. A randomized phase 2 trial of gemcitabine/cisplatin with or 
without cetuximab in patients with advanced urothelial carcinoma. Cancer 
2014;120:2684–93.  
98.  Zhu C-Q, da Cunha Santos G, Ding K, Sakurada A, Cutz J-C, Liu N, 
Zhang T, Marrano P, Whitehead M, Squire JA, Kamel-Reid S, Seymour L, et al. 
Role of KRAS and EGFR as biomarkers of response to erlotinib in National 
Cancer Institute of Canada Clinical Trials Group Study BR.21. J Clin Oncol Off J 
Am Soc Clin Oncol 2008;26:4268–75.  
99.  Wülfing C, Machiels J-PH, Richel DJ, Grimm M-O, Treiber U, De Groot 
MR, Beuzeboc P, Parikh R, Pétavy F, El-Hariry IA. A single-arm, multicenter, 
open-label phase 2 study of lapatinib as the second-line treatment of patients with 
locally advanced or metastatic transitional cell carcinoma. Cancer 
2009;115:2881–90.  
100.  Liu D, Plimack ER, Hoffman-Censits J, Garraway LA, Bellmunt J, Van 
Allen E, Rosenberg JE. Clinical Validation of Chemotherapy Response Biomarker 
ERCC2 in Muscle-Invasive Urothelial Bladder Carcinoma. JAMA Oncol 
2016;2:1094–6.  
101.  Grossman HB, Natale RB, Tangen CM, Speights VO, Vogelzang NJ, 
Trump DL, deVere White RW, Sarosdy MF, Wood DP, Raghavan D, Crawford 
ED. Neoadjuvant chemotherapy plus cystectomy compared with cystectomy 
alone for locally advanced bladder cancer. N Engl J Med 2003;349:859–66.  
102.  Yin M, Joshi M, Meijer RP, Glantz M, Holder S, Harvey HA, Kaag M, 
Fransen van de Putte EE, Horenblas S, Drabick JJ. Neoadjuvant Chemotherapy 
for Muscle-Invasive Bladder Cancer: A Systematic Review and Two-Step Meta-
Analysis. The Oncologist 2016;21:708–15.  
103.  Zargar H, Espiritu PN, Fairey AS, Mertens LS, Dinney CP, Mir MC, Krabbe 
L-M, Cookson MS, Jacobsen N-E, Gandhi NM, Griffin J, Montgomery JS, et al. 
Multicenter assessment of neoadjuvant chemotherapy for muscle-invasive 
bladder cancer. Eur Urol 2015;67:241–9.  
104.  Tse J, Ghandour R, Singla N, Lotan Y. Molecular Predictors of Complete 
Response Following Neoadjuvant Chemotherapy in Urothelial Carcinoma of the 
Bladder and Upper Tracts. Int J Mol Sci 2019;20.  
105.  Li Q, Damish AW, Frazier Z, Liu D, Reznichenko E, Kamburov A, Bell A, 
Zhao H, Jordan EJ, Gao SP, Ma J, Abbosh PH, et al. ERCC2 Helicase Domain 
Mutations Confer Nucleotide Excision Repair Deficiency and Drive Cisplatin 
Sensitivity in Muscle-Invasive Bladder Cancer. Clin Cancer Res Off J Am Assoc 
Cancer Res 2019;25:977–88.  
106.  Pietzak EJ, Zabor EC, Bagrodia A, Armenia J, Hu W, Zehir A, Funt S, 
Audenet F, Barron D, Maamouri N, Li Q, Teo MY, et al. Genomic Differences 
Between “Primary” and “Secondary” Muscle-invasive Bladder Cancer as a Basis 
for Disparate Outcomes to Cisplatin-based Neoadjuvant Chemotherapy. Eur Urol 
2019;75:231–9.  
107.  Vandeveer AJ, Fallon JK, Tighe R, Sabzevari H, Schlom J, Greiner JW. 
Systemic Immunotherapy of Non-Muscle Invasive Mouse Bladder Cancer with 
Avelumab, an Anti-PD-L1 Immune Checkpoint Inhibitor. Cancer Immunol Res 
2016; 



125 
 

108.  Langle YV, Belgorosky D, Prack McCormick B, Sahores A, Góngora A, 
Baldi A, Lanari C, Lamb C, Eiján AM. FGFR3 Down-Regulation is Involved in 
bacillus Calmette-Guérin Induced Bladder Tumor Growth Inhibition. J Urol 
2016;195:188–97.  
109.  Hahn NM, Bivalacqua TJ, Ross AE, Netto GJ, Baras A, Park JC, Chapman 
C, Masterson TA, Koch MO, Bihrle R, Foster RS, Gardner TA, et al. A Phase II 
Trial of Dovitinib in BCG-Unresponsive Urothelial Carcinoma with FGFR3 
Mutations or Overexpression: Hoosier Cancer Research Network Trial HCRN 12-
157. Clin Cancer Res Off J Am Assoc Cancer Res 2017;23:3003–11.  
110.  Dadhania V, Zhang M, Zhang L, Bondaruk J, Majewski T, Siefker-Radtke 
A, Guo CC, Dinney C, Cogdell DE, Zhang S, Lee S, Lee JG, et al. Meta-Analysis 
of the Luminal and Basal Subtypes of Bladder Cancer and the Identification of 
Signature Immunohistochemical Markers for Clinical Use. EBioMedicine 
2016;12:105–17.  
 

 



126 
 

 

LISTE DES TABLEAUX  

 

Tableau 1  Classification TNM (2009) p 16  

Tableau 2  Amorces oligonucléotidiques designées p 46  

Tableau 3 Expression des 33 gènes de l’immunité anti-tumorale en 

fonction des 4 groupes du clustering (57 TVNIM) 

p 99  

 

 

 

 

 



127 
 

 

LISTE DES FIGURES 

 

Figure 1  Représentation des tumeurs de vessie selon le stade T  p 17  

Figure 2 Grade des tumeurs de vessie d’après les 

recommandations du CCAFU 

p 18  

Figure 3  Vue endoscopique d’une tumeur de vessie p 20  

Figure 4  Résection trans-urétrale de vessie p 21/22  

Figure 5 Algorithme de prise en charge des TVNIM d’après les 

recommandations du CCAFU 

p 23  

Figure 6 Algorithme de prise en charge des TVIM d’après les 

recommandations du CCAFU 

p 27  

Figure 7 Les 2 voies de signalisation de la carcinogenèse urothéliale  p 29  

Figure 8 Algorithme de prise en charge des TVIM selon 

Robertson et al. 

p 34  

Figure 9 Protocole d’extraction de l’ADN  p 43  

Figure 10 Exemple de la courbe obtenue en HRM pour PIK3CA 

exon 20 

p 44  

Figure 11 Exemple de l’analyse de la séquence de PIK3CA exon 

20 

p 45  

Figure 12 Clustering avec les 33 gènes de l’immunité et les 29 

oncogènes sur les 121 échantillons tumoraux communs 

(TVNIM et TVIM) 

p 97  

Figure 13 Schéma proposé afin de stratifier les patients porteurs 

d’une TVIM pour la chimio-immunothérapie  

p 114 
 

 



128 
 

 



129 
 

 

ANNEXES 

 

Annexe 1 Article sur PD-1, CTLA4/CD28 et leurs ligands  

Annexe 2 3e article issu de la cohorte publié durant les années de thèse 

 



130 
 

 

Annexe 1. Article sur PD-1, CTLA4/CD28 et leurs ligands 

 

 



131 
 

 



132 
 

 



133 
 

 

 



134 
 

 



135 
 



136 
 

 

 



137 
 

 

Annexe 2. 3e article issu de la cohorte publié durant les années de 

thèse 

 



138 
 

 
 



139 
 

 



140 
 

 



141 
 

 



142 
 

 



143 
 

 



144 
 

 
 



145 
 

 
 



146 
 

 
 


