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RESUME

Le cancer de vessie représente la 6™ cause de mortalité par cancer en France.
Le manque de facteurs pronostiques individuels incite a 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 (ICl) PD-1/PD-L1/CTLA4 a
conduit des essais thérapeutiques pan-cancers parfois orientés par I'expression
de PD-1/PD-L1 et de CTLA4 et de leurs ligands. Dans le cancer de vessie,
'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 trés bons résultats dans le cancer de vessie mais il n'est pas clairement
identifié de marqueurs prédictifs de la réponse, que ce soit I'expression de PD-
L1, I'évaluation de la charge mutationnelle ou les classifications moléculaires.
Nos travaux s’inscrivent dans cet état des lieux. Nous souhaitions eétudier
'implication de I'environnement immunitaire et son lien avec les altérations
oncogéniques et corréler ces résultats au pronostic et a la réponse au traitement
par BCG-thérapie.

Matériel et méthodologie générale

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

et 67/84 tumeurs de vessie infiltrant le muscle (TVIM)) et de 15 a 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 (prélevements cryopréserves et fixés en formol).

L’analyse des mutations de 'ADN a porté sur les génes HRAS, FGFRS3 et
PIK3CA par technigue HRM puis séquengage. L’'expression des transcrits
(ARNm) de 29 oncogenes candidats et de 33 génes de 'immunité anti-tumorale a
ete évaluee par RT-PCR quantitative en temps réel. L’analyse de I'expression

protéique a été effectuée en immunohistochimie sur pleines lames (PD-1, PD-L1,



CD8 et FOXP3) ou sur lames de Tissue-Micro-Array (TMA) (RXRA, FGFRS3 et
CCNEL). L’analyse statistique a été réalisée a 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 I'expression des génes tumoraux et de I'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
a la survie sans reécidive (p=0,0022, p=0,0069, p=0,016 et p=0,0039
respectivement) et RXRA comme facteur pronostique indépendant associé a la
survie sans progression vers l'infiltration du muscle (p=0,0068). Une signature
d’expression des genes RXRA, FGFR3 et CCNEL1 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 I'expression de FGFR3 était corrélée a la réponse au
traitement par BCG (p=0,037).

Pour les TVIM, une analyse multivariée a permis d’identifier la surexpression
dERCC2 comme étant un facteur pronostique indépendant significativement
corrélé a la survie sans récidive (p=0,0011) et EGFR et E2F3 comme étant des
facteurs pronostiques indépendants significativement corrélés a la survie globale
(p=0,035 et p=0,014 respectivement). Une signature d’expression des génes
OX40L, CD8 et TIGIT a été identifi¢ 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 I'expression des génes (ARNm) et
protéiqgue (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 génes liés a la cellule tumorale,
dans les TVIM de génes liés a I'environnement immunitaire. Ceci confirme la
nécessité d’'une prise en charge thérapeutique différente basée sur la biologie de

la tumeur.



Mots-clés : cancer de vessie ; mutations ; gRT-PCR; immunohistochimie ;
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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 (ICl) 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/CDS8 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

|. HISTORIQUE ET EPIDEMIOLOGIE DU CANCER DE LA
VESSIE

La premiére 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 premiere
description complete 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 I'objet des
lecons 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 I'évolution et le pronostic. Pathologie rare au
début du XXéme siécle, 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 monde?, le cancer de vessie est responsable de 150 000
décés par an. En France, 11 000 nouveaux cas de cancers de vessie sont
diagnostiqués chagque année, principalement des carcinomes a cellules
transitionnelles (également appelés carcinomes urothéliaux), et il représente la
6°Me cause de mortalité par cancer avec 4500 décés par an, soit 3% des décés
par cancer. |l prédomine nettement chez 'homme (sex-ratio proche de 5). Son
incidence a augmenté de plus de 25% chez 'homme et de plus de 9% chez la
femme durant les 30 derniéres années?. 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 carcinogene dose-
dépendant, et les carcinogenes industriels (amines aromatiques, hydrocarbures
aromatiques polycycliques)3. L’action des carcinogénes au contact des cellules
urothéliales se traduit par 'accumulation d’'un nombre croissant de mutations au
fur et a mesure que I'exposition se prolonge. Ces mutations conferent aux
cellules urothéliales des propriétés d’invasivité, l'aptitude a la croissance
hétérotopique et a l'autocrinie. Les tumeurs de vessie progressent ainsi en

envahissant les différentes structures sous-jacentes a l'urothélium.
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lI. 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 ’AJCC 2009* (Tableau 1).
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Tableau 1 : Classification TNM (2009)

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 Tumeur envahissant la musculeuse
T=t imiti e T2a Tumeur envahissant la musculeuse
= tumeur primitive superficielle (moitié interne)
e T2b Tumeur envahissant la musculeuse profonde
(moitié externe)
T3 Tumeur envahissant le tissu péri-vésical
e T3a Atteinte microscopique
e T3b Atteinte macroscopique (masse extra-vésicale)
T4 Tumeur envahissant les organes ou structures
de voisinage
e T4a Prostate, vésicules séminales, vagin ou utérus
e T4b Paroi pelvienne ou paroi abdominale
NXx Renseignements insuffisants pour classer
I'atteinte des ganglions lymphatiques régionaux
NO Pas d’atteinte des ganglions lymphatiques
régionaux
N = ganglions - , . . .
. L. N1 Atteinte d’'un seul ganglion lymphatique pelvien
lymphatiques régionaux gang ymphatique p
N2 Atteinte de multiples ganglions lymphatiques
pelviens
N3 Atteinte d'un (ou plusieurs) ganglion(s)
lymphatiques(s) iliaque(s) primitif(s)
Mx Métastases a distance non évaluables
M = métastases MO Absence de métastase a distance
a distance
M1 Présence de métastase(s) a distance
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Figure 1 : Représentation des tumeurs de vessie selon le stade T

tumeur infiltrante

T3a

Dans les années 1970, parallélement aux progrés scientifigues permettant
d’appréhender les mécanismes de la progression des tumeurs de vessie, une
classification histologique en 3 grades est proposée par 'OMS® pour permettre
de regrouper les cellules cancéreuses selon une estimation de la rapidité de la
croissance tumorale, basée sur I'étude microscopique des caractéristiques des
cellules. Cette classification a fait I'objet de révisions une premiére fois en 200457
; la version publiée en 2016 est celle dont 'usage est actuellement recommandeé

en anatomopathologie® (Figure 2).
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Figure 2: Grade des tumeurs de vessie d’aprés les recommandations du

CCAFU®
Oms 1973 OMmSs 2016
G1 ? Méoplasie de faible potentiel de malignité
G2 ? Bas Grade
G3 NI Haut Grade
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lll. 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).

lll. 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)°. 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 linfiltration 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 a 5 ans d’environ 31%,
de progression a 5 ans de 1% et de déces spécifique a 10 ans de 'ordre de 5 a
12%1°. A linverse, les TVNIM de haut grade et de stade élevé (pT1) ou le Cis,
sont de plus mauvais pronostic. Le risque de récidive a 5 ans peut aller jusqu’a
78%, le risque de progression a 5 ans est alors de 45% et le risque de déces
spécifique a 10 ans de 36%. Les TVNIM sont traitées par résection trans-urétrale

endoscopique de vessie (résection du polype tumoral par les voies naturelles).
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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 linfiltration du muscle, un
traitement adjuvant par instillations endo-vésicales de mitomycine C ou BCG est
pratiqué dans certains cas'?. Dans d’autres cas, une cystectomie peut étre 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’aprés les recommandations du CCAFU?
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lll. 2. PRISE EN CHARGE DES TVIM

Elles représentent 30 % des cas au diagnostic. Celles-ci peuvent résulter de
I'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 a 5 ans est de I'ordre de 80% si la tumeur ne dépasse pas le plan
musculaire (< pT2b). Elle chute a moins de 30% en cas d’atteinte de la graisse
péri-vésicale (pT3) et a environ 5% lorsqu’il existe des métastases (N+, M+)L,
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’exérése chirurgicale (cystoprostatectomie chez [I'homme, pelvectomie
antérieure chez la femme) avec dérivation urinaire associée a un curage
ganglionnaire est la pierre angulaire du traitement. Elle est proposée pour les
patients opérables, c’est-a-dire porteurs d’une tumeur extirpable avec un état
général compatible avec cette chirurgie!?. Cependant, les données pronostiques
des TVIM opérées restent décevantes, hypothétiquement a cause de micro-
métastases non traitées par la chirurgie. Ce sont ces micro-métastases que vise
a éradiquer la chimiothérapie néo-adjuvante proposée avant cystectomie totale.
Dans la littérature, des études, dont 2 randomisées de grande envergure, ont
montré l'impact de la chimiothérapie néo-adjuvante a base de cisplatine sur la
surviel314, Cette chimiothérapie a base de cisplatine ne peut étre délivrée que si
la fonction rénale et I'état général du patient sont satisfaisants. Le traitement par
chimiothérapie adjuvante réalisé apreés la cystectomie a pour objectif de
compléter une chirurgie qui n’aurait pas été microscopiquement compléete et de

prolonger la survie du patient. Peu d’études randomisées ont évalué lintérét
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d’'une chimiothérapie adjuvante et toutes ont été limitées a de petites cohortes.
Au vu de I'ensemble de ces études'*'’, la chimiothérapie adjuvante peut étre
indiquée en cas de tumeur a haut risque de récidive sur les données de 'analyse
anatomopathologique, notamment en cas de stades pT3 ou pT4, du statut
ganglionnaire N+ et des marges chirurgicales positives. A linstar de la
chimiothérapie néo-adjuvante, cette chimiothérapie adjuvante ne peut pas étre
réalisée si la fonction rénale est altérée ou si I'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-opératoires®®,

Pour les TVIM localement avancées (pT4) ou lorsqu’il y a un doute sur un
envahissement ganglionnaire (N+), on considére que le patient n’est pas
opérable d’emblée. Il est alors préconisé de réaliser une chimiothérapie premiere
dite d’« induction » a base de cisplatine avec les mémes contraintes que pour le
traitement néo-adjuvant (état général et fonction rénale satisfaisants)®?°. Elle
vise a obtenir I'opérabilité du malade mais son bénéfice potentiel ne peut étre
extrapolé a 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 a tenir
aprés la chimiothérapie d’induction. Le CCAFU propose de réaliser une
cystectomie totale complémentaire si la réponse a la chimiothérapie premiére est
jugée satisfaisante sur le scanner de réévaluation®.

Quel que soit le stade auquel elle est prescrite pour traiter les TVIM, la
chimiothérapie a base de cisplatine est admise comme étant la référence?22,
Les traitements chimiothérapiques proposés pour les TVIM métastatiques ne

permettent d’obtenir que de faibles taux de réponse (inférieurs a 30%).
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Dans un essai de phase Ill, 'immunothérapie par pembrolizumab a démontré un
bénéfice en survie globale chez les patients métastatiques en 2e ligne aprés
chimiothérapie?3. 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 I'Association Francaise d’Urologie (CCAFU)

propose un algorithme de prise en charge pour les TVIME,

27



Figure 6 : Algorithme de prise en charge des TVIM d’aprés les recommandations du CCAFU?
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V. CARCINOGENESE UROTHELIALE

IV.1. SCHEMA HISTORIQUE DE WU

Historiquement, le modéle de progression des carcinomes urothéliaux suggérait
que l'oncogenése pourrait se faire selon 2 voies moléculaires distinctes,
caractérisées par des altérations génétiques et épigénétiques, aboutissant a des
tumeurs différentes dans leurs aspects histopathologiques et dans leur potentiel
évolutif (Figure 7).

La premiére voie (gauche de la figure 7) est celle de I'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 linfiltration du muscle vésical. Ces tumeurs
présentent dans 30 a 40% des cas des mutations au niveau du géne HRAS et
dans 70% des cas au niveau du géne FGFRS3.

La 2®m¢ voie de signalisation (droite de la figure 7) correspond a celle des
tumeurs invasives et de haut grade. Le Cis et la dysplasie sévére peuvent faire le
lit de ces tumeurs. Plus de la moitié de ces tumeurs comportent des anomalies
structurelles et fonctionnelles des genes suppresseurs de tumeurs TP53 et/ou
RB1 ainsi que des délétions au niveau du chromosome 92, 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 carcinogenese urothéliale
Reproduit d’aprés Wu X-R. :« Urothelial tumorigenesis : a tale of divergent pathways »%°
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VI.2. DONNEES DU TCGA (The Cancer Genome Atlas)

Le développement de la biologie moléculaire appliguée 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 carcinogénese vésicale. Le nombre d’altérations
génomiques semble particulierement important, les tumeurs vésicales arrivant en
3¢me position en termes de taux de mutations (environ 7,7 par Mégabase) aprés
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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 clinique?6-3°, En
effet, certaines pourraient étre utiles aux évaluations diagnostiques et
pronostiques, a 'appréciation de la réponse au traitement et ouvrent actuellement
la voie vers de nouvelles approches thérapeutiques 31-%4. Cependant, I'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.

v' Délétions et mutations activatrices / Génes suppresseurs de tumeur
Selon l'analyse du TCGA sur des TVIM, 30 régions ont été identifiees 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 des les premiers stades et grades des
carcinomes urothéliaux. Au niveau du bras long du chromosome 9, plusieurs
régions (9921, 9922, 9931, 9933, 9g34) sont candidates pour contenir des genes
suppresseurs de tumeurs impligués dans 'oncogenése vésicale. La région 9934
par exemple contient le gene 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 particulierement le locus 9p21 est aussi une
région importante. En effet, il contient des genes impliqués dans la régulation du
cycle cellulaire, en particulier les genes CDKN2A et CDKN2B, qui codent pour

des protéines inhibitrices du cycle cellulaire (pl14, pl5 et pl16). Ce locus 9p21
31



serait déléeté dans prés de 47% des tumeurs de vessie infiltrantes, selon les
données du Cancer Genome Atlas?®.
Parmi les autres régions frequemment délétées, on peut noter :

- le bras court du chromosome 8 (8p), avec plusieurs genes potentiellement
candidats : le gene EXTL3 (exostoses like 3 gene), le géne PRLTS (PDGF
receptor beta like tumor suppressor), et le gene WRN (WRN RecQ like
helicase) codant pour une hélicase et dont les mutations germinales sont
responsables du syndrome de Werner, caractérisé par un vieillissement
accélére et la prédisposition a de nombreux cancers.

- larégion 13g14.2 contenant le gene RB1 et également muté dans 13% des
cas.

- plusieurs régions contenant des genes suppresseurs de tumeurs impliqués
dans la régulation du remodelage de la chromatine : la région 1p36.11 avec
le géne ARID1A, la région 16p13.3 avec le gene CREBBP, la région 17p12
avec le géne NCORL.

- la région 17p13.1 contenant le gene TP53 et également mutée dans 20 a
50% des cas®*.

- les régions 2g22.1 (contenant le gene LRP1B), 2934 (contenant le géne
IKZF2), 3p14.2 (contenant le géne FHIT) ou bien encore 6p25.3 (contenant
le géne FOXQ1).

Plus récemment, les analyses par séquencage d’exomes ou de génomes entiers,
ont permis d’identifier de nouveaux genes 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 carcinogénese urothéliale vésicale : KDM6A (UTX),

CREBBP, EP300, ARID1A, mais aussi CHD6, MLL, NCOR1, MLL2 et MLL3.
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v' Gains de matériel et mutations activatrices / Oncogénes
Contrairement a ce que l'on pensait jusqu’alors, les amplifications géniques
focales et récurrentes ne sont pas des événements rares dans les carcinomes
urothéliaux de vessie. En effet, les données du TCGA ont permis d’identifier 27
régions amplifiées?®. Parmi les amplifications génigues mises en évidence dans
les TVIM, celles touchant le chromosome 7 sont d’'une particuliere importance car
ciblant 'oncogéne EGFR codant pour le récepteur de 'EGF. Ce récepteur est
parfois surexprimé dans les cancers de vessie et le gene est retrouvé amplifié
dans 11% des cas®. De méme, au niveau du chromosome 17, un des génes
candidats est 'oncogéne HER2 codant pour un récepteur transmembranaire a
activité tyrosine kinase apparenté aux récepteurs de 'EGF. Ce gene localisé
dans la bande 17g12 est amplifié dans plusieurs cancers, notamment dans le
cancer du sein et de la vessie®. 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 a 11% des cancers de vessie?®28 ouvrant de
nouvelles perspectives thérapeutiques. Les données de I'analyse pangénomique
du Cancer Genome Atlas ont permis de mettre en évidence de nouveaux
oncogéenes potentiellement impliqués dans la carcinogénése vésicale puisque
présentant des mutations activatrices (ERCC2 (12%), RXRA (9%), ELF3 (8%),
KLF5 (8%), CCND3 (4%)) ou des amplifications récurrentes (CCNE1l (12%),
CCND1 (10%), MDM2 (8%), PVRL4 (19%), PPARG (17%), BCL2L1 (11%),
ZNF703 (10%))?6. 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 genes impliqués dans le remodelage de

la chromatine dans 64% des cas?®.

VI.3. CLASSIFICATIONS MOLECULAIRES

Méme 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 francaise de Radvanyi a I'Institut Curie®! ainsi que celles de Hedegaard
dans les TVNIM®" et Choi dans les TVIM38, ont mis en évidence des sous-
groupes moléculaires, ressemblant a 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 + pl16) et surexprimant FGFR3
répondrait mieux aux immunothérapies alors que le groupe « basal-like »
surexprimant EGFR aurait un mauvais pronostic mais serait meilleur répondeur a
la chimiothérapie. Les classifications s’affinent avec le temps. Récemment,
'équipe de Roberston en a proposé une pour guider la prise en charge des

TVIM,
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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 a I'heure actuelle pousse a
chercher de nouveaux marqueurs qui pourraient aussi servir de cibles
thérapeutiques. Le paysage des cancers de vessie pourrait étre modifié par
'émergence de nouvelles thérapies, avec 'immunothérapie qui constitue la plus
prometteuse d’entre elles*%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 réle clé dans la co-
inhibition des lymphocytes T#2. 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 a petites cellules et le cancer du
rein*44, Dans le cancer de vessie, 'immunothérapie est une approche déja
connue. En effet, avec 'exemple de la BCG-thérapie administrée en intra-vésical
pour les TVNIM, le caractére immunogene de certaines tumeurs de vessie avait
été mis en évidence?*, méme si le mécanisme d’action de la BCG-thérapie n’est
pas clairement élucidé*4¢, Plus récemment des thérapies bloguant des
checkpoints de 'immunité (ICl) ont montré de tres bons résultats dans le cancer
de vessie*” métastatique d’abord*®4° puis localisé en néo-adjuvant (essai PURE-
01%0 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. Méme si la surexpression de PD-1 et PD-L1 a été reportée dans le
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cancer de vessie®®?, son caractére pronostique et prédictif de la réponse au
traitement reste controversé?®53-55, Malgré les résultats prometteurs et les
nombreuses études en cours, la prise en charge des tumeurs de vessie en
pratiqgue n’a que peu changé au cours des 30 dernieres années. Si I'atezolizumab
n’a pas pu prouver son bénéfice comparé a la chimiothérapie avec une survie
globale de 8,6 mois sur une population non sélectionnée®®, les résultats du
pembrolizumab sont positifs avec une survie globale de 10,3 mois versus 7,4
mois dans le bras chimiothérapie?®. Néanmoins seuls 25% des patients ont un
bénéfice clinique a 'immunothérapie et si I'expression de PD-L1 par les cellules
tumorales ou dans le micro-environnement semble favoriser la réponse, |l
n’existe a ce jour aucun biomarqueur permettant de sélectionner les patients les
plus susceptibles de répondre. De nhombreux travaux sont en cours, notamment
sur I'évaluation de la charge mutationnelle et les classifications moléculaires

comme potentiels marqueurs prédictifs®’:58,
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VI. RATIONNEL DU PROJET DE RECHERCHE

L’histoire naturelle des tumeurs vésicales fait apparaitre un risque évolutif
variable au sein d'un méme 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 ganglionnaire®. A I'échelon
individuel, ils ne donnent que peu de renseignements sur le potentiel évolutif
d’'une tumeur. A I'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, a méme 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 criteres histopronostiques usuels. La prise en charge des tumeurs
de vessie n’a, en conséquence, que peu changé au cours des derniéres 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 a [I'histoire
naturelle de la maladie et pour lesquelles il existerait des drogues antagonistes
spécifiques?6:5960, Ceci permettrait non seulement I'’émergence de nouvelles
thérapeutiques ciblées, mais également [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, I'Institut Curie et 'hopital Cochin a 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
tumorothéque comporte des ARN et des ADN tumoraux, ainsi que les données
clinico-biologiques. Nous disposons également d’échantillons témoins
correspondant a des prélevements vésicaux normaux réalisés pendant des
interventions pour Iésions 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 I'objectif d’études immunohistochimiques.
Dans un premier temps, nous avons réalisé une analyse en RT-PCR quantitative
en temps réel de 33 génes de I'immunité anti-tumorale et de 29 oncogénes
d’intérét 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/CD86°%
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 génes 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 'objet d’un poster présenté a TASCO en 2016 et d’une publication

dans Urologic Oncology en 201762,
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VIll. OBJECTIFS DE LA THESE DE SCIENCE

Les analyses ARN réalisées en M2 ont mis en évidence des variations
intéressantes d’expression de génes potentiellement associés au pronostic des
TVNIM (FOXP3, RXRA, FGFR3 et CCNEL1) 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 I'intérét a été montré dans d’autres
cancers®%4; (ii) I'identification d’'une signature immunitaire dans les TVIM, avec
son impact pronostique et théranostique (réponse a la BCG-thérapie) ; (iii)
I'identification, dans notre cohorte, d’altérations génomiques issues de I'analyse

du TCGA.

Au total, il s’agissait, pour cette cohorte de TVNIM et TVIM, d’étudier I'implication
de I'environnement immunitaire et son lien avec les altérations oncogéniques par
des analyses ADN, ARN et protéiques, et de corréler ces résultats au pronostic et

a la réponse au traitement (BCG-thérapie).
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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 I'hdpital Cochin entre Janvier 2002 et
Décembre 2007. Ces prélévements avaient été réalisés au cours d’'une résection
endoscopique de vessie ou sur piece 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 I'hépital Cochin, une
partie de ces préléevements avait été immédiatement congelée dans de 'azote
liquide, avant d’étre acheminée au laboratoire de Pharmacogénomique a I'Institut
Curie pour analyse moléculaire. L'autre partie des copeaux de résection ou de la
piece 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 reveérifiés
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 'UICC
20097%5. Tous les patients concernés avaient recu 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 I'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 'ADN
A partir de la poudre venant du broyat tumoral, les ADN totaux ont été extraits a
l'aide du kit QlIAamp DNA Mini Kit, QIAGEN selon les recommandations du

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

élutions (Figure 9).

43



Figure 9 : Protocole d’extraction de 'ADN

ONCOGENETIQUE Mode opératoire n°
Kit QfAamp DNA Mini Kit Révision n°0 Page 1/1
Extraction d’ADN & partir de tumeur Date d’application : 04/01/2013

OLAamp DNA Mini Kit, QIAGEN, réf : 51304.

Toutes les étapes se font & température ambiante.
Stun précipé se forme dans les tampons ALT ou AL, le dissoudre en mcubant quelques minutes a 56°C.

JO:
Transvaser un peu de poudre (+/-) dans un tube de 1.5 ml et ajouter mmmediatement 180 pL de tampon
ATT (ne pas laisser la poudre décongeler).

Incuber & 56°C une nuit.

Ji:
Mettre le bain mane sec a chauffer a 70°C

1) Centrifuger le tube. Ajouter 200 UL de tampon AL, vortexer 15 sec, mcuber 10 min a 70°C.

1) Centrifuger le tube, Ajouter 200 ul. dEtOH 100%, vortexer 15 sec.
3) Centrifuger le tube. Déposer les 600 pL sur la colonne. Centrifuger & 6000g pendant 1 mun,

4) Placer la colonne sur un nouweau tube collecteur, ajouter 500Ul de tampon AW
Centrifuger 4 6000g pendant 1 min

5) Placer la colonne sur un nouveau tube collecteur, ajouter S00pL de tampon AW?Z.

Centrifuger a 20000g pendant 3 min.

6) Placer la colonne sur un nouveau tube collecteur et centnfuger a 20000g pendant 1 min pour bien
assécher la colonne.

Ty Placer la colonne sur un tube de 1.5ml. Déposer l'ean Elase free DIase free a température ambiante

sur la colonne : 20pL pour des biopsies, 200pL pour 25mg masmmum. Incuber 5 mm & température
ambiante, Centrifuger a 6000g pendant 1 min.

&) Faire une deusmeme élution : placer la colonne sur un nouveau tube de 1.5ml. Dépozer 20pL ou 200pL
d'eau ElJase free DlJase free sur la colonne. Incuber O min atempérature ambiante. Centrifuger a 6000g
pendant 1 rmun.

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

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

IX.2.2. Recherche de mutations somatiques et séquencage

Nous avons analysé HRAS, FGFR3 et PIK3CA, genes 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 séquengage des
prélevements ayant un profil muté en HRM pour valider les données HRM et

déterminer la nomenclature des mutations retrouvées.

v' HRM
La composition du mélange réactionnel est la suivante : LC Green Plus (Bioké)
10X, Probe Master 2X, eau PCR-grade, UDP 1U/uL, 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 'ADN. Un
contrble de qualité est réalisé en amplifiant des témoins normaux. L'interprétation
est réalisée sur le logiciel LightCycler® 480. La quantité d’un géne cible est
déduite du Cp («Cycle point») qui correspond au nombre de cycles nécessaires
pour obtenir un signal de fluorescence significatif. On analyse I'aspect de la

courbe HRM pour chaque échantillon.

Figure 10 : Exemple de courbe obtenue en HRM pour PIK3CA exon 20
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v’ Séguencage
Apres purification des produits de PCR, on réalise un séquencage par la
meéthode 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 a I'apparition d’un

2¢me pic par rapport a I'échantillon normal correspondait & une mutation.

Figure 11 : Exemple de 'analyse de la séquence de PIK3CA exon 20

Contréde normal
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Les mutations de FGFR3 ont été réalisées par I'équipe du Pr Allory dans le cadre

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

IX.3. RT-PCR QUANTITATIVE EN TEMPS REEL

v' Choix des amorces oligonucléotidiques
Les amorces de 6 génes (ERCC2, MDM4, PAIP1, E2F3, ZNF703, PABPC1)

étaient a dessiner car elles n’étaient pas disponibles dans le laboratoire. Les
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amorces oligonucléotidiques ont été choisies pour chaque géne 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 connaitre I'existence d’éventuelles régions de similarité
(rétropseudogénes, genes paralogues...), de SNPs, de séquences répétées et
d’épissages alternatifs. Les amorces sont placées dans les régions codantes et
'une des 2 amorces chevauche 2 exons lorsque c’est possible, afin d’éviter toute
amplification d'’ADN génomique contaminant. D’une maniére générale, les

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

Tableau 2 : Amorces oligonucléotidiques designées

Taille du
Génes Oligonucléotides Séquence produit
PCR (pdb)
Upper primer 5 — ACGAGGCCCACAACATTGACAAC - 3
ERCC2 Lower primer 5' - CGTCTTCTGCAGGGTCTCCAGGT - 3' 107
Upper primer 5'— CGACTCATGGAGCTGCCGTA - 3
MDM4 Lower primer 5' — GTTGAACACTGAGCAGAGGTGGA - 3 92
Upper primer 5 - TGCAGAGACCCTGAATGGTTGT - 3
PAIP1 Lower primer  5' — AAGAGAAATTTGGGATAGATGTGGC - 3' %8
Upper primer 5'— CAAGGGCCCATTGAGGTTTACTTA - 3'
E2F3 Lower primer 5 — TTGGTTGAAGCCAAGTCTTTGGA - 3 125
Upper primer 5' — GTCAGCCCCATTGAGCTGGAC - 3
ZNF703 Lower primer 5 — GCTTGCCGATCTGCGAGCA - 3 7€
Upper primer 5' — TGATCACCCGCCGCTCCTT - 3'
PABPCT  |owerprimer  5'— ATCAAAATTCATGGTGTCCAAAGCAC - 3 89

La vérification de la spécificité des amorces a été réalisée par une électrophorese
en gel d'agarose 1% (en TAE 1X) sur lequel ne doit apparaitre qu’'une unique

bande par primer.
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v Extraction des ARN totaux
A partir des prélevements congelés, transférés au laboratoire de
Pharmacogénomique de I'lnstitut Curie, une extraction des ARN messagers avait
déja été effectuée pour la majorité des échantillons en 2006 et a déja été
exploitée pour plusieurs études moléculaires®- . L'intégrité des ARN totaux avait
été contrélée par une électrophorése 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 'ARN était dégradé, le plus souvent di a une
rupture de la chaine du froid au moment du prélevement. Les échantillons dont
'ARN était dégradé ont été exclus de I'analyse. Pour les échantillons tumoraux
congelés qui n’avaient pas encore été extraits, I'extraction des ARN totaux a été
réalisée a partir des tissus congelés, apres broyage, a 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 grace au Nanodrop

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

v 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 Superscript™ 1I RNAse H-Reverse Transcriptase (Invitrogen®,
Cergy pontoise, France), a partir de 1 ug d’ARN total, sous un volume final de 20
uL. La composition du mélange réactionnel est la suivante : tampon RT 1X, DTT

10mM, dNTP 0.5 mM, random hexamers (nucléotides) 0,15 pg, Rnasin (RNase
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inhibiteur) 20U, reverse transcriptase 100U. La réaction se déroule en 3 phases
(10 minutes a 20°C, 30 minutes a 42°C, et 5 minutes a 99°C), permettant
'hybridation et la synthése d'ADNc par adjonction de nucléotides

complémentaires au brin d’ARN sous '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 uM
pour un volume final de 15 pL. La réaction d’amplification comporte les étapes
suivantes : 10 minutes a 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 géenes cibles a été réalisée par PCR
en temps réel (ABI Prism™ 7900 Sequence Detection System, Perkin-Elmer
Applied Biosystems, Foster City, CA). La quantité de transcrits d’'un géne 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 gene cible

rapporté a celui du géne de référence, selon la formule : Niple=2(ACt echantillon)

ou la valeur du ACt de I'échantillon est obtenue en soustrayant la valeur du Ct du

gene cible a la valeur du Ct du gene de référence TBP.
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Pour chaque géne, le taux de transcrits de chaque échantillon fut
secondairement normalisé a la médiane des taux de transcrits dans les
échantillons témoins. Ainsi, les résultats obtenus pour les tumeurs sont exprimés
par rapport a la médiane des normaux pour un gene donne.

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 génes. Ces valeurs-seuils ont déja été utilisées dans cette cohorte
pour définir des sur- ou sous-expressions dans des échantillons d’ARNm

tumoraux®8:69,

IX.4. VALIDATION PAR EXPRESSION PROTEIQUE SUR BLOCS
DE TMA

Pour des études protéiques concernant les génes d’intérét identifiés au niveau
ARN ou ADN, du matériel a été préparé (un TMA pour les TVNIM, un autre pour
les TVIM). Pour un méme cas, toutes les lames HES tumorales sont étudiées afin
de sélectionner la lame la plus pertinente et son bloc correspondant. La zone
d’intérét 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 a la lecture du TMA.
Le prélevement du tissu dans la zone d’intérét se fait a '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 a I'aide d’'un microtome a paraffine
(Microtome Micron AM 360). L’équarrissage se fait a 3 ym apres avoir
déparaffiné a 10 ym. L’étalement des coupes se fait dans I'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 a l'aide du logiciel SEM. Les
parametres clinico-pathologiques ont été comparés en utilisant le test du Chi2.
Les niveaux d’expression des différents génes ont été comparés aux paramétres
clinigues et anatomo-pathologiques a laide 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 étre réalisée (survie sans récidive et survie
sans progression vers linfiltration 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 I'analyse univariée, les survies entre deux
sous-groupes ont été comparées par le test du Log rank a partir des courbes de
Kaplan-Meier. A Tl'aide du logiciel de statistique, quand le cut-off n’était pas
déeterminé de facon arbitraire, un cut-off optimal a été déterminé pour I'expression
de chacun des génes grace au ROC-AUC™, afin d’obtenir la meilleure répartition
de patients au sein des groupes pronostiques. Pour I'analyse multivariée, un
modele de Cox a été realisé a 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) a 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 a ceux observeés classiquement : la moitié des TVNIM récidivent sur
un mode non infiltrant et 12% d’entre elles progressent vers linfiltration. De
méme, plus de la moitié des TVIM récidivent et décédent 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 linfiltration respectivement. Pour les TVIM, le stade, le statut ganglionnaire
et 'age étaient significativement associés a la survie globale. 28 patients ont regu
de la BCG-thérapie. Ont été considérés comme répondeurs les patients qui n’ont
pas récidivé ou ont récidivé plus de 24 mois aprés le traitement. Ont été
considérés comme non-répondeurs les patients réfractaires au BCG ou ayant
présenté une récidive précoce a moins de 24 mois. 13 patients ont répondu au

traitement et 15 n’ont pas répondu.
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RESULTATS

I. GENES DE L’'IMMUNITE ANTI-TUMORALE

Nous avons donc analysé I'expression de 33 genes impliqués dans l'immunité
anti-tumorale selon les données de la littérature et par expérience de I'équipe.

Le résultat principal de ce travail a été la mise en évidence d’une signature
transcriptionnelle immunitaire, composée de 3 genes, pronostique dans les TVIM
en termes de récidive et de survie globale : OX40L, CD8 et TIGIT. Cette
signature a été brevetée par I'lPC (numéro de brevet : EP3333268 Al).

Notre projet est de la valider dans une cohorte indépendante et dans un essai
thérapeutique prospectif afin d’analyser son potentiel caractére prédictif de la
réponse a 'immunothérapie.

A I'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
éguipes montrant que ce ratio élevé était associé a un mauvais pronostic dans
d’autres cancers.

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

présentés ci-dessous.
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ABSTRACT

Immunotherapy for bladder cancer has given promising results. Here we aimed to evaluate the possible
involvement and prognostic value of 33 genes involved in the immune response during bladder
carcinogenesis. Expression levels were assessed by gquantitative real-time RT-PCR in normal and tumaor
human bladder samples. Immunohistochemistry was performed to evaluate the protein expression of 2

KEYWORDS
genes and relation of the mRNA and protein levels was analyzed. Tumors were obtained from 154 patients Hladder cancer; immune
(83 with musde-invasive bladder cancer [MIBC] and 71 non-MIBC [NMIBC]) who underwent transurethral chec kpoints;
bladder resection or rdical cystectomy between 2002 and 2006. All patients signed an informed consent. immunohistochemistry;

Results of molecular analyses were coupled with survival analyses. Overall, 25 genes (758%) were prognastic factor; RT-PCR
significantly overexpressed in MIBC and 15 (45.5%) were deregulated in NMIBC as compared with normal

tissue. On multivariate analysis, risk of NMIBC recurrence was increased with high FOXP3/CD8 ratio and

overexpression of OX40L (p = 0.016 and p = 0.0039, respectively). In MIBC, a molecular signature of 3 genes

(OX40L, (D8 and TIGIT) was significartly associated with prognosis in terms of recurrence-free and overall

survival (p = 0.0007 and p = 0.007). RT-PCR findings were confirmed by immunohistochemistry for CD8 and

FOXP3, with high association between mRNA and protein levels. Finally, risk of recurrence of non-muscle-

invasive bladder cancer was increased with high FOXP3/CD8 ratio and OX40L overexpression. We identified

a 3 gene molecular signature associated with prognosis of musde-invasive bladder cancer. These results

confirm the useful role of immune checkpoints in bladder carcinogenesis and suggest targets for therapy.

Abbreviations: BCG, bacillus Calmette—Guerin; Cdna, cDNA; MIBC, muscle-invasive bladder cancer; mRNA, messen-
ger ribonucleic acid; NMIBC, non-musde-invasive bladder cancer; 05, overall survival; PFS, progression-free survival;
RFS, recurence-free survival, RT-PCR, reverse-transcriptase polymerase chain reaction; TNM, tumor-node metastasis

Introduction
However, the treatment landscape and outcomes for bladder

Bladder cancer is the sixth most common cause of cancer mortal-  cancer may be transformed by recently developed novel thera-

ity, and its incidence has increased markedly in recent decades.
Urothelial carcinoma is the predominant histologic type in the
United States and Europe, accounting for 90% of all cases. About
2-thirds of newly diagnosed cases are non-muscle-invasive blad-
der cancer (NMIBC). These have a 60% recurrence rate and, in
10% of cases, evolve to musde-invasive tumors. Muscle invasive
bladder cancer (MIBC) occurs in one-third of cases at diagnosis.
Survival greatly differs between early and advanced bladder cancer.

Currently, the prognosis of metastatic MIBC remains poor
because treatment options are limited. The lack of individual
prognostic factors in urothelial neoplasms calls for new molec-
ular markers that may also serve as therapeutic targets.

pies, the most promising of which is immunotherapy.'*

The immune system is present in almost all solid tumors,
and its role in controlling growth and metastasis has been dem-
onstrated in a large array of tumors. Indeed, the adaptive
immune environment, mainly CD8+ T cells and T helper 1
cells, has been reported to have prognostic value.” However,
the presence of tumor underlines the capadty of cancer cells to
escape immune control, through physiclogic mechanisms, as
an immune-checkpoint inhibition of T-lymphocyte function.®

The immune checkpoint genes programmed death 1 (PD-1)
and cvtotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA4)
have been described for bladder cancer,’ but to our knowledge,
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previous studies have induded mostly MIBC samples and almost
exclusively assessed the PD-1 pathway. However, the complexity
and changes of the immune environment over time require addi-
tional studies of other genes involved in antitumor immunity.

To identify new molecular markers of dinical interest, we
analyzed the mRNA and protein expression of a large panel of
genes (n = 33) involved in the immune process in normal and
tumor bladder samples, including 71 NMIEC and 83 MIBC
samples, and determined any assodation with recurrence and
survival.

Table 1. Qinical and pathological characterigics of patients.

Results
Patients characteristics

Patients included 25 women and 129 men (median age 70 y
[range 31-9]). Pathological staging showed NMIEC in 71
patients (25 low-grade pTa, 17 high-grade pTa, 29 high-grade
pT1) and high-grade MIBC in 83. Clinical and histological fea-
tures and survival of NMIBC and MIBC patients are in Table 1.
Characteristics for both groups were consistent with urothelial
carcinoma presentation and evolution.

a) 71 patients with non-musclednvasive bladder cancer (NMIBC)

No recurmenceln = 25)

Recurrence(n = 36)

Musde-invasive progresionin = 10)

Na. (%) Nao. (%) p-value” Na. (%) pvalue™
Age (years)
=60 Minetesn (76.0) Twenty-seven (75.0) 093 Ten (100.0) uos
<0 Sib (24,00 Nine (25.0) 0 0.0}
Sex
Male 22 BE0) 32 (B85} o 9 (0.0} 089
Female 3 (1200 4 (1011} LA LT
Smaking status
Noresmioker 13 52.0) 15 (41.7) 043 5(50.0) [iF:1]
Smiker 12 @480} 21 (583) 5(50.0)
History of NMIBC
No 22 BE0) 13 (36.1) < 00001 4 (40,0} o
Yes 3120 23 (63.5) & (60.0)
Associated pTis
Na 25 (10000} 36 (10000} 09s B (B0} QL0004
Yes 0.0 (0.0} 0 (0.0} 2(200)
Grade
Low grade 10 (4000) 14 (385) 093 LA LT ooF
High grade 15 (6000) 22 617} 9 (90,0)
Tumar stage
Ta 15 (&0u0) 24 [66.T) 059 3 (30,0} 0043
T 10 (4000) 12 (333) T (Fouo)
“Chi® test [recurrance v no recurrence)
**Chi? test (muscle-invasive progression ve athers)
b} &3 patients with musde-invasive bladder cancer (MIBC)
Recurrence-free survival(n = 48) Overall survivalin = 48)
No. of patients (%) No. of events (%) pvalug’ Mo. of events (%" pvalue”
Age (years)
=60 61 (735) 40(65.5) 0017 39(63.9) 0.009
] Twenty-two (26.5) Eight (364} Seven (31.E)
Sex
Male 66 [79.5) 36(545) 023 3B(57.6) 044
Female 17 (20.5) 12(70.6) B@Y
Smaking status
Nan-smoker 34 (4100 18(529) 045 12(35.3) oz
Smioker 49 (59.0) 30(61.2) 34(69.4)
History of NMIBC
No 59 (711} 30(50.8) 043 31(52.5) 041
Yes 24 (289) 18(75.0) 15 (62.5)
Associated pTis
No 73 (BB.0) 43(58.9) 059 40 (54.8) 076
Yes 10 (120 5 (50.0) & (60.0)
Tumar stage
T2 34 (41.00 17 (50.0) oo 13(38.2) 0009
=T3 49 (55.0) 31(633) 33(67.3)
Lymph node status
N- 58 (65.9) 27 (466} 0002 25(43.1) QL0005
N+ 25 (30.1) 21(84.0) 21 (84.0
*firgt recurence (local or metastatic);
Edeath
" Chi test
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For the 71 NMIBC cases, the median follow-up was 57.4
months (range 1-158, mean 61 months); 36 (50.7%) recurred
as NMIBC during follow-up. The progression rate to muscle-
invasive tumor was 14.1% (n = 10).

For the 83 MIBC cases, the median follow-up was 12.3 months
(range 1-152, mean 28 months). During follow-up, 41 patients
(48.8%) died of bladder cancer and 5 (5.9%) of unrelated causes.

Gene expression

For all genes except LGALSY, the expression profile differed
between MIBC and NMIBC samples (Table 2). All genes except
CD96 were overexpressed in MIBC as compared with NMIBC
samples. In MIBC samples, 25/33 genes (75.8%) were signifi-
cantly deregulated as compared with normal bladder tissue
(p = 0.05), all showing overexpression, except for TGFB3
which was significantly under-expressed. In NMIBC, 15/33
genes (455%) were significantly deregulated as compared with
normal bladder tissue (p < 0.05), with 8 downregulated (PD-
L2 CDd4, CD8, CD22s, TIM3, IENG, IL10, and TGFB3) and 7
upregu]ated (CD80, LGALSS, CD9a, TNFRSF9, TDO2, OX40
and FOXP3). Regarding NMIBC samples, 15 genes showed sig-
nificant differences in expression by stage, most overexpressed
in pT1 tumors as compared with pTa tumors. In contrast, only
2 genes (i.e., TNFSF9 and CD86), showed different expression
profiles by grade (low versus high) (Supplemental data 1).
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Supplemental Data 2 shows for the 4 main drug-targeted
genes, the number with co-altered mRNA expression (Venn
diagram).

Association between gene expression and prognosis
of NMIBC

On univariate analysis, only the expression of FOXP3 and
OX40L was associated with RFS, and only FOXP3 expression
was assocated with PFS. Risk of recurrence was increased with
OX40L overexpression (5 year-recurrence rate = 90.9% vs,
71.8%, log rank p = 0.0023). Risk of both recurrence and pro-
gression to muscle-invasive tumors was increased with FOXP3
overexpression (5 year-recurrence rate = 81.4% vs. 69.4%,
p = 00062 and 5 year-progression rate = 34.4% vs. 9.2%,
p = 0.018, respectively).

As described in previous studies, we analyzed FOXP3 and
CD8 expression together by defining a FOXP3/CD8 ratio deter-
mined by using FOXP3 and CD8 mRNA values in each NMIBC
sample to obtain a quantitative value (median value [range| =
6.25 [0.94-45.01]). Prognosis in terms of RFS was worse with
FOXP3/CD& ratio = 6.25 than with a lower ratio (p = 0.010)
(Fig. 1).

Multivariate analyses included covariates associated with
RES or PFS showing significance at p<0.05 on univariate analy-
sis, Le., history of NMIBC, FOXP3/CD8 ratio and OX40L status

Table 2. mRNA expression of the 33 studied genes innormal and tumaor bladder samples.

GENES Mormalin =151 NMIBCn = 71) MIBC(n = &3) MIBC/NMIBC pralue™ AUC® NMIBON pvalue™ AUCT MIBON pralue™ AUC
i) 100 [028-389]" 0.31[004-6.13]" 1.00 0.09-45.55]" <107 0766 000026 0199 1 0500
D4 100 [035-238]  0.63[0.13-395] 141 [0.15-14.20] 0.00000028 0746 0014 03 015 0616
FOXP3 100 [000-251]  2.42[034-2044] 616 [0.71-56.57] =107 0742 0.00011 0815 =107 0556
PRF1 100 [0.27-247]  0.37[0.00-5.59] 1.50 [0.11-36.45] =107 0820 0067 0235 0051 0659
GIMA 100[034-523]  2.03[004-3843] 793 [0.56-168 58] <107 0791 on 0685  0.00000031 0516
INFG 100 [000-924]  0.28[000-1374] 118 [0.00-93.38] 000000043 0742 0.0080 0285 035 0576
LYo 1.00 [035-288)  0.23[0.00-1.50] 159 [0.14-12.89] 0.00000044 0.902 000000092 0402 Om 0629
TaFE3 100 [029-179] 0,03 [0.00-038] 0.19 [0.01-1.80] <107 0.880 <107 0002 000015 0072
nar 100 [0.14-187]  0.82[008-1473] 355 [0.26-68.06] <1077 079 019 0477 0.0000028 0.881
PR 100 [047-177]  0.84[0.00-1.80] 1.35 [0.35-5.26) <1077 0815 on 0366 00025 0746
D96 100 [021-438]  2.84[000-1558]  2.00 [0.02-15.44] 0013 0384 0.0043 0766 0066 0650
D126 100 [035-163]  0.19][0.00-3.28] 0.80 0.05-7.32) =107 0810 0.000041 0100 039 0414
Qx40 100 [0.00-2.04]  1.45[025-1254] 420 |0.36-30.09] <1077 0806 0043 0684 <1077 0537
Qx40L 100 [000-608]  0.72[000-1223] 10.56 [0.00-110.27] =107 0892 099 0536 00000021 0886
TNFSF 100 [000-407]  0.54[000-1045] 263 [0.05-25.00] <107 0845 08 039 000021 0802
TNFRSF9 100 [000-481]  1.92[000-2368] 12,69 j0.52-254 52] =107 0840 0047 0667 =107 0548
TNFSFIE 100 [000-377]  0.53[000-1471] 267 0.0D-213.81] <107 0.787 072 0513 0.00043 0787
TNFRSFIESE 219 [000-1421]  5.08 [044-16503] 2035 [1 89-185 72 <107 0804 014 0687 <1077 0541
IDO1 100 [0.14-218]  1.58[0.00-54.40]  10.25 [0.35-2896.57) <1077 0811 015 0699 <1077 0548
Doz 0.00 [0.00-357]  0.50[0.00-8.70] 0.95 [0.00-174.89] 0027 0604 034 0674 00038 0735
TDO2 1.00 [0.00-666] 19,61 [084-277.11] 77.17 [3.61-556.90] <107 0793 0.0055 0954 <107 0557
LGALSY 100 [021-161)  2.56(0.22-8.96] 272 |0.20-70.56] 0.33 0546 0.00062 0834  0.0000067 0.867
M3 100 [043-326]  0.42(0.02-3.58] 237 0.19-20.16] <1077 0899 0.0079 0200  0.00084 0772
LaG3 100 [044-257]  0.47[000-2407] 296 [0.05-159.10] =107 0840 08 091 0.00075 0774
ICOsLG 100 [041-212]  0.88[0.19-7.01] 1.74 [0.22-10.75] 0.00000038 0738 051 0462 000079 0773
Icos 100 [000-232]  1.09[000-1986] 388 [0.16-56.58] <107 0775 014 0561 0.0000016 0891
PD-L1 100 [031-268]  0.60[0.08-7.96] 394 0.09-45.68] <107 0863 013 0376 0000027 0841
PD-L2 100 [043-182]  0.17[001-3.54] 137 [0.06-26.77] <107 0884 0.00000025 0074 035 0593
PD-1 100 [000-467]  0.79[000-1127] 431 [0.28-106.99] <1077 0815 026 0526  0.0000040 0876
CTLA4 1.00 [0.00-535]  1.63[0.00-2508]  9.12 [0.39-306.94] <107 0.809 0.085 0613 000000023 0521
28 100 [0.18-386)  0.64[0.02-828] 1.58 [0.07-14.06] <107 0767 061 0343 0037 0669
fusl:] 100 [0.00-539]  2.46[000-24.17]  12.46 [1.00-185.95] <1077 0855 0024 070 <1077 0.584
a6 100 [029-223]  0.45[0.07-5.98] 211 [0.12-24.28] <1077 0832 038 03257 00035 0738

“Median walue [range]
"“Kruskal Wallis H test
£area under the Receiver Operating Characterigtic (ROC) curve

The mRNA values of the samples were normalized so that a Ct value of 35 was setto 1.
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Figure 1. Recurrence-free survival according to FOXPIACOR ratio in non-musde-
invasive bladder cancer (NMIBC).

for recurrence, and stage, grade and FOXP3 status for progres-
sion to muscle-invasive tumor. FOXP3/CD8 ratio and OX40L
status remained independent prognostic factors significantly
associated with RFS (p = 0.016 and p = 0.0039, respectively)
(Table 3a), with none associated with PF5.

Response to bacillus Calmette-Guerin (BCG) therapy

In total, 21/28 (75%) patients with BCG therapy showed
recurrent NMIBC or progression to invasive tumor during
follow-up, including 15 (53.6%) over the first 2 y. None of
the 33 investigated genes was associated with response to
BCG-therapy, although FOXP3 expression was 3-fold
increased but not significantly associated with response
{Supplemental data 3).

Table 3. Cox proportional-hazards regression analysis.

Assodation between mRNA expression and survival
of MIBC

On univariate analysis for RFS and OS, prognosis was poor
with OX40L overexpression (p = 0.027 and p = 0.014, respec-
tively) but was improved with CD8 overexpresson (p = 0.024
and p = 0.029, respectively). The expression of TIGIT was also
associated with OS (p = 0.042).

Identification of a molecular signature predictive
of MIBC prognosis

We performed unsupervised hierarchical clustering analyses
of 83 MIBC samples with the 3 genes previously found
associated with survival in MIBC (OX40L, CD8, and TIGIT)
and found 3 major dusters composed of 29 (Group A), 27
(Group B), and 27 (Group C) samples, respectively
(Fig. 2A). Group A was characterized by normal expression
of the 3 selected genes compared with normal tissue sam-
ples, group B by marked overexpression of OX40L only,
and group C by simultanecus overexpression of the 3 genes
(Fig. 2B).

The groups did not differ in clinicopathological factors
(Supplemental Data 4) but did differ in RFS and OS5 (log rank
p = 0.0002 and p = 0.0005, respectively): Kaplan-Meier sur-
vival curves showed poorer outcome associated with group B
(Fig. 2C). Five-year RFS and OS rates were 11.2% and 8.3% for
group B vs. 47.9% and 44.2% for group A, and 47.1% and
52.8% for group C, respectively.

Multivariate analyses induded covariates associated with
RFS or O5 showing significance at p < 0.05 on univariate anal-
ysis, i.e, tumor stage, lymph node status and the 3 gene signa-
ture. It retained lymph node status and the 3 gene signature as
independent prognostic factors in both RFS (p = 0.002 and

a: Factors affecting recumence-free survival with NMIBC.

Recumencefree survival

Prognastic factor Adjusted HR 95% Cl pvalue”
Histary of MMIBC 266 [1.43-4.94] s
FOXP3/CDE ratio n [1.15-3.88) 0016
QX401 overexpresgion 227 [1.04-4.97) 0.0039
b: Factors affecting recurrence-free and overall survival with MIBC.
Recurrence-free survival Owerall survival

Prognostic factor Adjusted HR 95% Cl p vilue” Adjusted HR 95% Cl p value”
T Stage o9 023

=12 1 1

T34 162 [0.79-334] .57 [0.75-3.28)

N+ status 337 [1.56-730] 0oz 3126 [1.61-6.60] 000
3 gene signafure 0.0007 0007

Group C 1 1

Group A 208 [136-3.19] .74 [1.16-261]

Group B 4.34 [1.85-10.19] 3.04 [1.36-6.80]

* Cox model

HR: hazard ratio; Ck confidence interval
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Time (imonths)

GROUP C
B
GENES Group A (n=2%) | Gromp B (n=27) I Group C (n=217) "
OX40L mRNA, median (range) | |35 [(LO0-14.58] 2000 [9.32-110.27] | 11.79 | 2535674 | <0001
Overexpression, n (%) 10 (34.5) 27 (1ML 26 (%63
CDE mRNA, median {(range) 163 [(L06-2.30] {64 [0.20-2.53] 4,70 [2.19-45,55] <{L MWL
Orverexpression, m () 00y O 0.0y 13 (§5.1)
THGIT mRN A, median (range) | 2.33 [(L.26-8.44] 248 [0.40-12.53] 1053 [S.50-68.06] | <0001
Overexpression, n %) 9(31.0) 8 (29.6) 27 (104.48)
C
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Figure 2. Supervised dassification analyss of B3 muscle-invasive bladder cancer (MIBO) samples with the 3 gene signature of OX40L, CO8 and TIGIT.

p = 0.0007, respectively) and OS (p = 0.001 and p = 0.007,
respectively) (Table 3b).

Immunohistochemistry analyses

CD8 protein expression (> 14) in immune cells was signifi-
cantly more common in MIBC than NMIBC samples
(p = 0.0084) (Table 4). Importantly, mRNA and protein data
for both CD8 and FOXP3 were strongly assodated
(p = 0.00000016 and p = 0.00000093 respectively) (Supple-
mental data 5). The prognostic significance of FOXP3/CD8
ratio was analyzed by protein scoring (0, 1+ or 2+) and we
found no significant difference in RFS or PFS for NMIBC (data
not shown). For OX40L and TIGIT, identified as genes of inter-
est in MIBC, immunohistochemistry analysis was not possible
because of lack of available reliable antibodies.

Discussion

The lack of individual prognostic factors in urothelial neo-
plasms calls for new molecular markers that might also serve as

therapeutic targets. Because of the potential implication of anti-
tumor immunity in bladder cancer, we assessed the mRNA lev-
els of 33 genes related to the immune environment and
identified prognostic markers in both NMIBC and MIBC. In
our study population, half of the tumors were superficial and
half invasive. In these 2 populations, the classical prognostic
factors were confirmed, and recurrence and progression rates
agree with those usually reported. As expected, expression pro-
files for most of the genes differed significantly between
NMIBC and MIBC. Specific cell markers and cytokines
involved in the immune response, such as CD8, FOXP3,
TGFE3, IENG, IL 10, were deregulated in the early stage of blad-
der carcinogenesis, with downregulation in NMIBC samples.
However, genes involved in immune chedkpoint pathways were
predominantly overexpressed at the muscle-invasive stage.

In NMIBC, risk of disease recurrence was increased with
OX40L and FOXP3 overexpresson and high FOXP3/CD& ratio.
Regarding the literature, the role of FOXP3 in immune control
or dysregulation is still unclear. Indeed, FoxP3 has been found
a key regulator in the development and function of regulatory

T cells and seems to play a major role in preventing
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Table 4. Immunohistochemistry scores for COB and FOXP3 expression in immune cells.

s FOXP3
0+ (%) 1+ (%) 24 (%) Pt 0+ (%) 1+ (%) 2+ (%) Pt
All mmples (n = 108) 19 (176 53 (49.1) 36(333) 26(241) 46 142.6) 36(33.3)
MMIBC (n = 50) 14 (28.0) 27 (54.0) 9 (18.0) 0.0084 16(32.0) 21 (42.0) 13 (26.0) 0.074
MIBC (n = 58) 5 (B6) 26 (44.8) 27 (46.0) 10(172) 25(43.1) BELT)

"(hi-2 test (0 + versus 14/2+4)

autoimmune disease or maintaining self-tolerance.® In cancer,
FOXP3 upregulation has been found to have protective or pro-
tumorigenic effects in various solid tumors.” Some authors sug-
gest that tumor cells could have FOXP3-dependent suppressive
effects on T cells and that the mimicking of the regulatory
T-cell function by tumor cells may represent a possible mecha-
nism of tumor resistance to immune destruction in the micro-
environment and thus facilitate tumor progression."” Increased
number of intra-tumoral infiltrating FOXP34 cells and
increased FOXP3/CD8 ratio were described as prognostic
factors assodated with worse survival in several cancers.'™

Our results agree with previously published studies, finding
the FOXP3/CD8 mRNA ratio significantly associated with RFS
in NMIBC, with worse prognosis when this ratio was high.
Blodking the suppressive T-cell function by stimulating CD8+
T-effector cells should be an effective immunothermpy to
improve outcomes in this cancer. Finally, although FOXP3
mRNA level seemed to be higher in patients with than without
response to BCG therapy, FOXP3 did not significantly predict
response to BCG therapy, but the small number of patients
who received the treatment may explain the lack of statistical
power in our study.

In MIBC, we identified a 3 gene signature, CD8 OX40L and
TIGIT, associated with both RFS and OS that allowed us to dis-
tinguish 3 groups of tumors with differential expression of
these genes. Group C was characterized by a relative high
expression level of CD8 compared with the 2 other groups,
which seemed to be assodated with improved prognosis. In
contrast, group B was characterized by a marked overexpres-
sion of OX40L but downregulation of CD8, and this molecular
profile was significantly assodated with poor prognosis. The
relative reduction in CD8 expression may reflect reduced tumor
immunogenicity, thereby allowing for immune tolerance
toward tumor cells or a tumor ignorance by the immune sys-
tem."” However, when neither OX40L nor TIGIT were overex-
pressed, the prognosis remained good, as if the tumor’s ability
to stimulate the immune response was too low, perhaps related
to a weak mutation load (group A). The 3 groups did not differ
in clinicopathological criteria, which suggests that our 3 gene
signature was associated with MIBC prognosis, regardless of
conventional tumor-aggressive features. These results were
confirmed on multivariate analyses, so the prognostic ability of
the 3 gene signature to identify patients with poor outcomes
may be even more powerful than stage, which probably reflects
the biologic behavior of tumor cells. This molecular profiling
may help identify patients who would be most likely to benefit
from adjuvant treatments and closer follow-up.

In other cancers, the therapeutic efficacy of immune check-
point inhibitors such as TIGIT and OX40L are still under

investigation. TIGIT has recently been identified as a co-inhibi-
tory receptor that critically limits CD8+ T-cell-dependent
immune responses.'*"” A recent publication underlined that
OX40L upregulation, like PD-1 and CTLA-4 pathway activa-
tion, is associated with the epithelial-to-mesenchymal transi-
tion and drug response,'® but its role in bladder cancer was still
unknown. Accumulating preclinical evidence supports the
dinical development of anti-OX40 monoclonal antibodies in
several solid tumors and thus in bladder cancer according to
our results.'”

In recent years, many trials testing immune chedkpoint inhi-
bition in bladder cancer were launched, and most of them are
still ongoing. Assessing the assodation of gene expression with
response to systemic therapies is of interest. The results of our
study suggest that the expression of spedfic cell markers, par-
ticularly CD8, may be good biologic markers reflecting the
immunogenicity of the tumor and is easily assessable by
RT-PCR or immunochistochemistry, because we found a good
association of mRNA and protein levels.

In conclusion, regulation of several immune genes is associ-
ated with urothelial cardnogenesis, which suggests an interplay
between both the tumor and immune compartment. Some of
these molecular alterations could appear very early during car-
dnogenesis, involving mostly specific cell genes encoding for
adaptive immune markers or cytokines. RFS was worse with
OX40L and FOXP3 overexpression, and high FOXP3/CD8 ratio
in NMIBC. As well, immune checkpoint alterations might
emerge at invasive steps of carcinogenesis, which suggests their
role in tumor escape from the immune response. We identified
a 3 gene signature assodated with both RFS and OS in MIBC;
patients with poor prognosis because of this gene profile may
benefit from new adjuvant strategies and/or intense follow-up.

Modification of the tumor microenvironment by combined
administration of new immunotherapies represents a promis-
ing pharmacological approach, as suggested by our results
However, considering the cost of the drugs, their accurate pre-
scription is warranted and response to treatment should be cor-
rectly assessed. CD8 may be the best prognostic marker, well
reflecting the immunogenicity of the tumor and easily
assessable. Large prospective dinical studies with molecular
evaluation of tumors are needed.

Materials and methods
Patients and Samples

We analyzed 154 urothelial carcdinoma samples from patients
who had undergone transurethral bladder resection or radical

cystectomy in our hospital between January 2002 and January
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2006. Spedmens of normal bladder tissue from 15 patients
undergoing surgery unrelated to bladder tumors (transurethral
resection of the prostate or prostatic adenomectomy) were used
as normal bladder tissue. All patients signed an informed con-
sent. This study received approval from an institutional review
board and was conducted according to the principles outlined
in the Declaration of Helsinki.

Immediately after surgery, tumor samples were frozen in liquid
nitrogen and stored at —80°C (for RNA extraction) and ficed in
formaldehyde. Each tumor was reviewed by 2 pathologists
(DD and MS) who were blinded to clinical outcomes. Tumors
were re-staged according to the 2009 American Joint Committee
on TNM classification of bladder tumors and graded according to
the 2004 World Health Organization grading scheme.'*'*

Data were obtained from the patients’ medical records.
Patients were followed up according to current guidelines.

Gene selection

From the literature on antitumor immunity, we selected 33
genes involved in the immune process, induding PD-1,
CTLA4, the pathways indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) and
T-cell immunoreceptor with immunoglobulin and immunaore-
ceptor  tyrosine-based inhibition motif (ITIM) domains
(TIGIT), tumor necrosis factor (TNF) receptor superfamily
members (including TNF superfamily, member 4 [0X40] and
its ligand OX40L), and other specific cellular markers of
immune response such as CIM, CD8, interferon y (INFy),
transforming growth factor-#3 (TGFB3) and interleukin 10
(IL-10) (Supplemental data 6). We chose one endogenous RNA
control gene, namely TBP (GenBank Accession No.
NM_003194) which encodes the TATA box-binding protein.

Real-time quantitative RT-PCR

The theoretical basis, primers and PCR consumables, RNA
extraction, cDNA synthesis, and PCR reaction conditions have
been described previously in detail *

(Quantitative values were obtained from the cycle threshold (Ct)
number at which the increase in signal assodated with exponential
growth of PCR products was first detected. Fach sample was nor-
malized to TBP level. Results, expressed as N-fold differences in
target gene expression relative to the TEP gene, and termed "Ntar-
get,” were determined as Ntargef = 2A0=mek ohere the ACE value
of the sample was determined by subtracting the Ct value of the
target gene from the Ct value of the TBP gene. Niarget values for
samples were nomalized such that the median of the 15 normal
bladder Ntarget values was 1. For 2 genes, namely TNFRSF18 and
D02, because of low expression, the mRNA values were normal-
ized such that a Ct value of 35 wasset to 1.

For each investigated gene, mRNA values = 3 were consid-
ered to represent overexpression and = 0.33 under-expression.
We previously used the same cut-off value for altered tumor
gene e:rpression.r'

Analysis of protein expression

Representative blocks of paraffin-embedded tumor were avail-
able for 108 patients (50 NMIBC and 58 MIBC). For each

ONCOMMUNOLOGY (&) e13583307

tumor, 2 observers, including at least 1 expert pathologist,
selected the tumor block containing the highest density of
immune cells on hematoxylin and ecsin-safranin-stained
slides. Briefly, serial 5-pm tissue sections were deparaffinized,
rehydrated and pretreated in appropriate buffer for antigen
retrieval by using a Leica automat. Tissue slides were then incu-
bated at 48°C with a primary antibody, anti-CD8 (5P16, Spring
Biosciences) or anti-FOXP3 (263A/E7, Abcam) (both 1:100),
then appropriate secondary antibodies.

We used a semi-quantitative analysis of protein expression
with the following scores: 0 (no positive cells), 1+ (few positive
cells) and 24 (numerous positive immune cells). The same
score was used for analysis of CD8 and FOXP3 on tumor
immune infiltrating cells. All quantification was performed
with blinding to patient status by an expert pathologist (D.D.).

Statistical analysis

The dinicopathological features of NMIBC and MIBC were
tested for association with tumor recurrence and survival by
using Student’s ¢ test for continuous variables or chi-square test
for categorical variables. Diata are presented as median (range).
The assodations between clinical and histological variables and
mRNA levels were tested by the non-parametric Mann-
Whitney U and Kruskal-Wallis H tests (a link between 1
categorical and 1 quantitative variable).

Unsupervised hierarchical cluster analyses were performed
using WARD algorithm to identify homogenous tumor groups
regarding molecular data.

Overall survival (OS) was calculated from the date of surgery
until death or the last follow-up. Recurrence-free survival (RFS)
was defined as the time from the date of surgery until the first
local relapse or first metastasis. For NMIBC, progression-free
survival (PFS) was defined as the time from the date of surgery
until progression to musde-invasive disease. Patients were cen-
sored if they had not experienced the end-point of interest at
the time of last follow-up. Survival curves were derived by the
Kaplan-Meier method, with the log-rank test used to compare
survival between groups.

Cox proportional-hazards regression was used to estimate
hazard ratios (HRs) and their 95% confidence intervals
(95% Cls) for covariates associated with RES, PFS or OS show-
ing significance at p < 0.05 on univariate analysis.

Differences between 2 populations were judged significant at
confidence levels greater than 95% (p < 0.05).
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. ONCOGENES ALTERES DANS LES TUMEURS DE
VESSIE

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

I'hypothese que différents mécanismes d’activation sont possibles pour un méme

gene (amplifications, mutations activatrices, surexpression).

A partir d’'une revue de la littérature récente, notamment le TCGA?26:27.72.73 nous

avons sélectionné un panel de génes selon les criteres de sélection suivants :

pour les génes 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 génes mutés, une mutation activatrice retrouvée dans au moins
8% des TVIM : [PIK3CA (20%), ERCC2 (12%), FGFR3 (12%), ERBB3
(11%), FBXW?7 (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%), CCNEL (17%), PRKCI (14%), PIK3CA (13,5%), ERBB3 (12%),
PPARG (12%), CCND1 (11%), ERBB2 (10%), MDM2 (9%), ERCC2

(8,7%)]
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- Par alilleurs sur les données de la littérature récente, 3 génes ont
également été intégrés dans I'analyse : MDM4, HRAS et TACC326:59.72.74,

- Nous avons également étudié, en paralléle, I'expression du géne MKI67
codant I'antigene Ki67 dans les 128 échantillons tumoraux et les 21
échantillons normaux.

Au total, nous avons sélectionné un panel de 29 oncogénes?6:59.60.72.74 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 2¢me
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 genes 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 a 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 a la PFS
(p=0,0068).

Nous avons, dans un deuxieme temps, analysé (classification hiérarchique non
supervisée) nos 61 TVNIM selon le profil d’expression des 3 génes associés a la
survie (RXRA, FGFR3 et CCNE1) et identifie 4 groupes (A, B, C, D) composeés

de 15, 15, 16 et 15 patients respectivement. Le groupe A se caractéerise par une
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faible expression de RXRA, une expression normale de FGFR3 et CCNEL ; le
groupe B par une expression normale de RXRA, une faible expression de FGFR3
et une surexpression marquée de CCNEL; le groupe C par une expression
normale de RXRA, une surexpression marquée de FGFR3 et une expression
élevée de CCNEL1 ; 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
I'article ci-dessous).

Sur les 29 génes étudiés, I'expression de FGFR3 était significativement associée
a la réponse au traitement par BCG.

Concernant les données protéiques, I'expression de RXRA était nucléaire dans
les TVNIM mais exclusivement cytoplasmique dans les TVIM. Pour FGFR3 et
CCNEL, le marquage était nucléaire aussi bien dans les TVNIM que dans les
TVIM. |l existe une corrélation significative entre expression génique (ARN) et
expression protéique (immunohistochimique) pour FGFR3 mais pas pour RXRA
et CCNEL.

L’article ci-dessous sur ce travail a recemment été soumis a Scientific reports.
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ABSTRACT

This study evaluated the prognoestic value of a panel of 29 oncogenes derived from the analysis of
The Cancer Genome Atlas TCGA data or from the recent literature on bladder tumors on a well-
characterized senies of muscle-mnvasive-bladder-cancer (MIBC) and non-MIBC (NMIBC) samples
and tried to identify molecular prognostic markers.

We analvzed 128 samples of bladder tumors from patients between 2002 and 2007.

Mutations of HRAS, FGFR3 and PIK3C4 were found m 2.9%. 27.2% and 14.2% tumor samples,
respectively. On multivariate analysis, RAYRA and FGFR3 levels were associated with recurrence-free
survival (RFS) (p=0.0022 and p=0.0069) and RY¥RA level was associated with progression to muscle-
invasive disease (p=0.0068). FGFR3 overexpression was associated with reduced response to Bacillus
Calmette-Guerin treatment (p=0.037). We identified a 3-gene molecular signature associated with
NMIBC prognosis. On multivaniate analysis, ERCC? overexpression was associated with RFS
(p=0.0011) and E2F3 and EGFR overexpression were associated with overall survival (p=0.014 and
p=0.035) for MIBC. RT-PCR. findings were confirmed by IHC for FGFR3.

Genomic alterations in MIBC revealed in TCGA data also concern NMIBC and seem to be associated
with prognosis in terms of recurrence and progression. Correcting these alterations by targeted

therapies seems a promising pharmacoelogical approach.

Kevwords: non-muscle-invasive bladder cancer; molecular markers; prognostic factor; survival
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INTRODUCTION

Bladder cancer 1s the sixth most common cause of cancer mortality, and its incidence has increased
markedly in recent decades. About two-thirds of newly diagnosed cases are non-muscle-invasive
bladder cancer (NMIBC). These cases have a 60% recurrence rate, and 10% evolve to muscle-invasive
tumors. Muscle-invasive bladder cancer (MIBC) represents one-third of cases at diagnosis. Survival
greatly differs between early and advanced bladder cancer.

Contrary to what was previously thought. focal and recurrent gene amplifications are common 1n
urothelial bladder carcinomas. Recently, genome analysis revealed new genomuic alterations that could
be used as markers in clinical oncology. Analysis of The Cancer Genome Atlas (TCGA) data revealed
27 amplified regions . Integrated analysis of the various genetic alterations described in TCGA
revealed 3 main deregulated signaling pathways in bladder tumors and potential therapeutic targets.
Deregulations affecting the cell cycle were found mm 93% of cases, those affecting the
PI3EK/AKT/mammalian target of rapamycin (mTOR) pathway in 72% of cases, and those involved
chromatin remodeling in 64% of cases !. However, there are few comparative data in the literature
regarding these alterations in NMIBC, probably because of the constraints associated with the
sampling procedures inherent in NMIBC.

We aimed to identify genes whose abnormalities are related to prognosis, especially NMIBC
prognosis. We studied a panel of 29 oncogenes derived from the analysis of TCGA data or from the
recent literature on bladder tumors -7 on a well-characterized series of NMIBC and MIBC samples

and tried to identify molecular prognostic markers.
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RESULTS

DNA mutations

NMIBC and MIBC samples showed mutation in HRAS in 4.5% (2/44) and 1.7% (1/59) cases.
respectively; i FGFR3 in 50.0% (22/44) and 10.2% (6/59) cases, respectively and in PIK3C4
16.7% (10/60) and 11.9% (8/67) cases, respectively (Table 1 and Suppl. data 1). DNA mutations were
not associated with prognosis in terms of recurrence or progression of NMIBC or in terms of RFS or

0S of MIBC (data not shown).
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Tahle 1:

a) Clinical and pathological characteristics of the 61 non-muscle-invasive bladder cancer
(NMIBC) samples

No recurrence Eecwrrence Muscle-invasive progression
n (%) n (%) n (%) p* n (%) p **
Total population &1 (100} 19 (311} 32(32.3) 10 (164
) =60 45(73.8) 13 (68.4) 22 (68.8) 0.98 10 (100.0) 0.0095
Age (years) =) 16 (262 £(30L.6) 10(31.2) 0 (0.0)
5 Male 54 (88.3) 17 (89.5) 28(88.9) 0.81 9 (90.0) 0.70
o Female T(1L.5) 2(10.5) 4{1L1) 1 (10.0}
Smoking  MNon-:moker 27(44.3) &(3L6) 16 (50.0) 0.20 5 (50.0) 0.98
status Smoker 34(35.7) 13 (68.4) 16 (50.0) 5 (50.0)
History of Mo 34(35.7) 16 (84.2) 14(43.7) 0.0045 4 (40.0) 0.45
NMIBC Tes 27 (44.3) 3(15.8) 18(56.3) & (60.0)
Cis Mo 58(93.1) 19 (100.0) 31(96.9) 0.79 3 (30.0) 0.015
associated e 3(4.9) 0 (0.0) 13.01) 220.0)
Crad Low 25 (41.0) 10 (52.5) 14(43.8) 0.48 1 (10.0} 0.029
race Hizh 36(59.0) 9(47.4) 18(56.2) 9 (90.0)
Tumar Ta 39 (63.9) 13 (68.4) 23 (71.9) 0.79 3 (30.0) 0.015
stage Tl 22(36.1) &(3L6) 9(28.1) 7 (70.0)
HRAS Mo 42(95.5) 13 (92.5) 21(95.5) 0.68 8 (100.0) 0.80
mutationt e 2(4.5) 1.1 1(4.3) 000
FGFR3 No 22 (50.0) 7(50.00 11 (50.0) 1.00 4 (50.0) 1.00
mutationt e 22 (50.0) 7(50.0) 11 (50.0) 4 (50.0)
PIEICA Mo 50 (83.3) 13 (72.2) 18 (87.5) 0.18 9 (90.0) 0.53
mutaton®® Yes 10(16.7) 50278 4125 1 (10.0)

* chi-square test {Recurrence versus No recurrence); ¥ chi-square test (Musele-imasive progression versus the others)
£ Information available for 44 patients; © Information available for 60 patients

b) Clinical and pathological characteristics of the 67 MIBC samples

Recurrence-free survival Overall survival
n (%) k) P n (Ya)® p*
Total 67 (100} 46 (68.T) 40(59.T)
population
§ =60 49(73.1) 39(79.6) 34 (69.4)

Age (years) =60 18 (26.9) 7(389) 0.001 6(33.3) 0.008
5 Male 53(79.1) 34(64.2) 0.1e 32 (60.4) D.B3

b Female 1420.5) 12(B5.T) 8(537.1)
Smoking Non-smoker 15(22.4) 13 (86.7) 0.09 12 (80.0) 0.07
status Smoker 52(77.6) 33(63.5) 28 (53.8)
History of No 40(59.7) 31¢77.5) 0.06 25 (62.5) 0.57
NMIBC Ves 27 (40.3) 15 (55.6) 15 (55.6)
Tumor T2 25(37.3) 17 (68.0) 093 10 (40,00 0.0
stage =T3 42(62.7) 29 (69.0) 30(71.4)

) N 42(62.7) 25 (58.5) 0.06 19 (45.2) 0.002
N status N+ 25 (37.3) 21 (84.0) 21 (84.0)
HRAS No 58(98.3) 44(97.8) 0.57 38 (100.0) 0.17
mutationt Yes 1(1.7) 1(23) Q(0.0)
FGFRY Mo 53 (89.8) 35 (66.0) 0,98 30 (85.7) 0.64
mutation® Yes 6(10.2) 4(66.7) 4(66.7)
PIK3CA No 59(88.1) 41 (89.1) 0.69 35 (87.5) 0.86
mutation Yeas B(119) 5({10.5) 3123

* Furst recurrence (local or metastatic); ¥ Death: * chi-square test
£ Information available for 59 patients



Suppl. data 1: Frequency of mutations for HRAS, FGFR3 and PIK3CA

a) Frequency of HRAS mutations

Codon 12-13 Codon 61 Total
HRAS n(%al n (%) n (%)
All tumors (n=103) EX ey 0(0.0) I
NMIBC (n=44) 2{4.5) 0(0.00 2{4.5)
MIBC (n==50) 1{1.T 0(0.00 11T

b) Frequency of FGFR3 mutations

Total
3 }
FGFR n(%)
All mmors (n=103) BT
NMIBC (n=44) 22 (50.0)
MIBC (n=59) 6(10.2)
¢) Frequency of PIK3CA mutations
Exon © Exon 20 Total
PIK3CA , , ,
n %) n (%) n (%)
All mmaors (n=127) 13(102) 647 18(142)
NMIBC (n 600 10(16.7) 0 (0.00 10(16.7)
MIBC (n=6T) 3(4.3) 6 (9.00 2119

Gene expression

For most genes except PRECI FEXW7, E2F3, SOX4, YWHAZ, GDI2?, FRS2, ERCC2 and BCL2LI,
the expression profile differed between MIBC and NMIBC samples (Suppl. data 2).

In NMIBC samples. 24/29 (82.8%) genes were significantly deregulated as compared with normal
bladder tissue (p=0.05) (Suppl. data 2); 4 genes showed significant differences in expression by stage
(pTa versus pT1). 4 by grade (low versus high) and 5 by stage and grade (TACC3, FBXW7, S0X4,
YWHAZ, Ki67) (Suppl. data 3).

In MIBC samples., 25/29 genes (86.2%) were sigmficantly deregulated as compared with nommal

bladder tissue (p=0.05) (Suppl. data 2).
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Suppl. data 2: mRNA expression of the 29 studied genes in normal and tumnor bladder samples

GENES Normal NMIEC Underexpression® | Overexpression® MIEC Underexpression® | Overexpression® MIBC/ AUCHE NMIBCN AUCHE MIBCN AUCE
(n=11) (n=61) n (%) n (%) (n=67) n (%) n (%) NMIBC p-value™* p-value™=
p-value*= _
PVRL4 1.00 [0.00-34.48]* 144 81 [33.37-751.90]* 0(0.0) 61 (100.0) 70.26 [0.00-820.53]* 2(3.0) 61 (91.0) 0.00000022 0234 <107 0.998 0.00000015 0.882
MDMA 1.00 [0.59-237] 0.08 [0.50-2.21] 0(00) 0(00) 080 [0.261.72] 1) 0(0.0) 0.00080 | 0327 056 0487 0.0079 0307
NFEIL2 1.00 [0.32-235] 2.00 [0.60-6.38] 0(0.0) 11(18.0) 1.58 [0.47-6.17] 0(0.0) 5(7.5) 0.0026 0.345 0.00018 0.851 0.0035 0.712
PPARG | 100[001-186] 3502 [45155.73] 0.0) &1 (100.0) .04 [0.13-174.90] 343 ETN )] 10 0169 =T 0093 0012 0682
PIK3CA 1.00 [0.37-2.29] 0.54[0.21-2.01] 1(1.6) 0{0.0y 0.67 [0.32-2.90] 1(1.5) 0(0.0) 0.00052 0.678 0.0000014 0.146 0.000037 0.200
PRECT | 100[0.02421] .01 [0.00-12.39] 1016 B8 116 [1.76-20.08] 000 53 (8.0 0 0555 <107 0541 <107 0.967
FGER3 1.00 [0.63-2.41] 25.76 [0.89-187.25] 0 (0.0 5T(95.4) 2.56 [0.00-47.52] 14 (20.9) 32(47.8) <107 0.148 <107 0.987 0.00044 0.755
TACC3 1.00 [0.23-18.12] 307 [0.69-15.59] 0(0.0) 40 (65.6) 7.80 [0.90-22.20] 0(0.0) 58 (86.6) 0.0000049 0.734 0.0000018 0.851 <1077 0.914
FBXWT 1.00 [0.61-2.05] 1.06 [0.57-2.01] 0(0.0) 0(0.0) 1.07 [0.42-3.16] 0(0.0) 1(1.5) 0.23 0.562 0.88 0.489 0.65 0.533
PAIP1 1.00 [0.802.10] 0.85 [0.10-1.95] 16 0(00) 102 [0.463.43] 000 160 0.00057 | 0677 0.000012 0179 <107 0453
EIF3 1.00 [0.18-2.09] 222[081-4.14] 0 (0.0) 10(16.4) 2.410.75-13 46] 0(0.0) 24(358) 0.23 0.561 <107 0.933 <107 0.934
SOx4 1.00 [0.61-1.07] 255 [0.765.15] 0(0.0) G 210 [031-14.79] T3 2029.9) 04d 0461 107 0.981 <107 0958
EGFR 1.00 [0.28-1.89] 0.99 [0.20-3.08] 2(33) 1(1.6) 1.29 [0.01-8.64] 5(7.5) 11(16.4) 0.025 0.615 0.88 0.511 0.049 0.643
ZNF703 | 100[034448] 107 [0.08-10.23] 562 T{1L5) 0.60 [0.10-13.45] a9 160 0.0024 034 063 0335 0.035 0347
PABPC1 1.00 [0.40-3.91] 2.18[0.99-4 51] 0(0.0) 9(148) 1.21 [0.26-11.13] 1(1.5) 9(134) 0.0000085 0272 <107 0.898 013 0.609
YWHAZ 1.00 [0.76-3.44] 1.38 [0.68-3.69] 0(0.0) 5(8.2) 1.45 [0.46-7.84] 0(0.0) g(119) 0.74 0.517 0.0013 0.736 0.0021 0.723
MYC 1.00 [0.35-8.88] 1.01 [0.08-3.68] 3(49) ERERY] 1.58 [0.10-8.05] 3(4.5) 10 (14.9) 0.0015 0.663 0.56 0.543 0.016 0.675
RXRA 1.00 [0.49-2.29] 242[0.41-9.23] 0(0.0) 20(32.8) 1.41[0.11-9.15] 2(3.0 10 (14.9) <107 0.227 <107 0.930 0.044 0.646
GDI2 1.00 [0.16-2.48] 2.26[0.92-3.4] 0 (0.0 9(14.8) 242 [1.10-5.59] 0(0.0) 19 (28.4) 0.29 0.554 <107 0.948 <107 0.949
K67 1.00 [0.00-93.03] 33.85 [1.45-84.55] 0(0.0) 57(93.4) 53.80 [2.39-197.75] 000 66 (98.5) 0.000018 | 0.719 <107 0.923 <107 0.947
CCND1 1.00 [0.48-2.16] 3.34[0.18-19.98] 2(33) 35(67.4) 1.37 [0.10-31.80] 11(16.4) 11(16.4) 0.00000011 0.228 <107 0.901 0.25 0.638
HRAS 1.00 [0.48-2.10] 1.44 [0.63-6.00] 0(0.0) 349 1.27[0.35-7.47] 0(0.0) 3(1.5) 0.037 0393 0.00018 0.775 0.057 0.638
EREB3 1.00 [0.38-1.28] 2.36[0.54-8.77] 0(0.0) 11(18.0) 1.07 [0.00-10.89] 13(19.4) 3(1.5) <107 0.19 <107 0.993 0.00000094 0.856
MDM2 1.00 [0.59-1.59] 2.01[0.94-11.42] 0(0.0) 12(19.7) 1.30[0.38-13.63] 0(0.0) o(13.4) 0.00019 0.309 <107 0.936 0.0044 0.707
FRS52 1.00 [0.60-1.91] 0.71 [0.40-27 38] 0 (0.0) 1(1.6) 0.78 [0.34-6.53] 0(0.0) 1(15) 0.74 0.317 0.0000056 0.166 0.0016 0271
ERBB1 1.00 [0.95-1.37] 273 [0.81-17.32] 0 (0.0 24(39.3) 1.35 [0.01-110.73] 9(14) 18 (26.9) 0.00023 0.311 <107 0.979 0.000027 0.805
CCNEL 1.00 [0.70-1.21] 7.55[1.98-55.39] 0 (0.0 58(95.1) 11.30 [1.04-117.10] 0(0.0) 60 (89.6) 0.04 0.605 <107 0.970 <107 0.938
ERCC2 1.00 [0.31-247] 1.78 [0.52-6.10] 0 (0.0 8(151) 1.71 [0.71-6.03] 0(0.0) (119 0.61 0474 0.000006 0.833 0.000035 0.801
BCLIL1 1.00 [0.48-1.93] 1.42 [0.68-4.45] 0 (0.0 2(3.3) 1.55 [0.39-6.23] 0(0.0) 3(1.5) 0.26 0.558 0.00069 0.749 0.00054 0.751
N=normal

* Median value [range]
** Kruskal-Wallis H test
£ Area under the recetver operating charactenistic curve (AUC)

71



Suppl. data 3: mRNA expression of the 29 studied genes in the NMIBC subgroups

all NT.EE :L::mnrs pTa[l;:; Eil'a de pTa []Lift;gade pT1 [Tf];zg;-aﬂe p'l'alz-‘e‘rms ]le::rsus
pT1 high grade
PVEL4 144.81 [33.37-751.90]* 126.08 [34.94-440.42]* 224.62 [104.72-638.75]* 141.03 [33.37-751.90]* 0.60 0.03
MDM 0.98 [0.30-2.21] 1.0 [0.71-2.00] 1.08 [0.57-1.77] 0.88 [0.50-2.21] 0.10 088
NFEIL2 2.00 [0.60-6.58] 1.97 [0.99-3 0] 223 [1.06-3.74] 1.09 [0.60-6.58] 0.98 058
PRARG 2502 [451-55.73] 15.44[11.82-37.44] 25.73 [12.89-55.73] 1438 [4.51-35.34] 0.28 053
PEGCA 0.54 [0.21-2.01] 0.54 [0.21-1.11] 051 [0.35-1.51] 0.62 [0.38-2.01] 0.03 017
PRELCT 4.01 [0.00-12.39] 3,68 [0.00-7.57) 403 [1.54-11.16] 451 [0.80-12.39 0.14 015
FGFR3 25.76 [0.80-187.15] 1791 [3.25-70.58] 30.55 [0.89-55.89] 17:98 [1.40-187.25] 0.03 017
TACC3 387 [0.69-15.59] .39 [0.68-12.08] £76[136-13.43] 6,63 [1.39-15.59] 0.008 0.001
FBXWT 1.06 [0.57-2.01) 0.8 [10.57-1 48] 1.08 [0.60-1.40] 0.19 [0.64-2.01] .04 0.03
PAIP] 0.85 [0.10-1.94] 0.20 [0.38-1.48) 0.81 [0.10-1.09] 0.84 [0.22-1.80] 0.0 028
EXF3 112 [0.31-4.14] 112 [0.81-3.25) 223 [0.16-6.65] 0.80 [0.43-1.94] 017 0004
S04 2.55 [0.74-5.13] 1.73 [10.88-4.207 267[1.24-5.15] LB [0.76-4.71] 0.0 0.007
EGFR. 0.99 [0.20-3.08] 0.4 [0.38-2.07] 080 [0.33-1.74] 1.45 [0:20-3.08) 0.04 033
ENFT03 1.07 [0.08-10.23] 0.85 [0.21-3.08) 152 [0.57 0.84 [0.08-10.23] 0.85 0.03
PABPCI1 2.18 [0.99-4.51] 216 [0.99-3.54) 231[1.43-3.68] .12 [1.244.51] 0.55 024
YWHAZ 1.38 [0.68-3.69) 1.29 [10.83-2 48] 1.51 [0.68-1.93] 1.6 [0.75-3.59) 0.l n.002
MYC 1.01 [0.68-3.08) 0.9 [0.29-1.82) 117 [0.36-3.40] 0.92 [0.08-3.68] 0.78 0.13
FXFRA 142 [041-8.23] 1.42[0.41-3.82) 245 [1.16-0.23] 131 [0.79-5.79] 057 072
GID 2.26[0.92-3.44] 125[1.28-3.44) 241[1.13-3.07] 1.1 [092-3.23] ool 059
K157 3385 [1.45-84.53) 17.64 [1.43-73.16) 3813 [6.86-30.00] 3567 [1.80-84.53) o1 n.o02
CCHD1 3.34[0.18-19.98] 3.32[0.43-19.98] 313 [1.27-10.71] 343 [0.18-17.88] 0.7 ) |
HRAS 1.44 [0.63-6.00) 1.63 [0.97-1.87) 1.45 [0.63-2.81] 1.37 [0.67-6.00] 0.70 058
ERBB3 236 [0.34-8.77] 2,08 [0.534-3.90] 245[1.07-5.49] 245 [0.88-8.77] o 038
MDM2 201 [0.54-11.42] 1.70 [1.21-3.67] 1.97 [L08-11.42] .31 [0.84-7.50] 018 118
FRS1 0.71 [0.40-27.38] 0.71 [10.40-0.96]) 0.70 [0.58-1.22] 0.73 [0.52-27.38] 0.75 059
ERBB2 173 [0.81-17.32] 155 [1.06-4.97) 316[1.01-6.85] 170 [081-17.37] 0e 017
CCHEL 7.55 [1.98-35.39] 5.06 [1.98-18.20] B.84[4.02-13.54] 0.38 [2.15-35.39] 0.08 001
ERCC2 1.78 [0.52-6.10) 1.57[0.52-3.24) 211 [1.08-4.17] 1.81 [1.27-6.10) 042 0.02
BCLILI 1.42 [0.68-4.45) 1.30 [0.70-2.02) 144 [0.84-241] 1.60 [0.68-4.43] 0.0 007

*Nedian mRMA value [ranga]
** Emskal-Wallis H test

Association between gene expression and prognosis of NMIBC

On univariate analysis, only the expression of RXRA, FGFR3 and CCNE] was associated with RFS

(p=0.0017, p= 0.043 and p=0039. respectively) and PFS (p=00043, p=0022 and p=0022,

respectively) (Suppl. data 4. 5 and 6).
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Suppl. data 4: Recurrence-free and progression-free survival according to mRNA level of RXRA
in non-muscle-invasive bladder cancer (NMIBC)

a) Recurrence-free survival by mENA level of RYRA4 in non—muscle-invasive bladder cancer
(NMIBC)
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b) Progression-free survival by mRNA expression of RXR A in NMIBC
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Suppl. data 5:
a) Recurrence-free survival by mRNA expression of FGFRS in NMIBC

1‘!0%0
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b) Progression-free survival by mRNA expression of FGFRI in NMIBC
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Suppl. data 6:
a) Recurrence-free survival by mRNA expression of CCNET in NMIBC
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b) Progression-free survival by mENA level of CCNET in NMIBC
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Multivariate analyses included covanates associated with RFS or PFS showing significance at p=0.05
on univariate analysis (1.e., history of NMIBC; RAXRA, FGFR3F and CCNE] status for recurrence and
stage, grade, Cis and RYRA, FGFR3 and CCNE] status for progression to muscle-invasive tumor). On
multivariate analysis, history of NMIBC and RYRA and FGFRZ3 status remained associated with RFS
(p=0.0045, p=0.0022 and p=0.0069. respectively) and only RXRA status with PFS (p=0.0068) (Table

2).
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Table 2: Multivariate analysis of prognostic factors invelved in recurrence-free survival and

progression-free survival in NMIBC

Prognostic factor Recurrence-free survival
Adjusted HE. 95% C1 =
History of NMIBC 263 [1.35-5.13] 0.0043
RXRA overexpression 0.34 [0.17-0.68] 0.0022
FGFR? overexpression 039 [0.200.77] 0.0062
CCNE] overexpression 1.53 [0.21-2.29] 0.19
Progression-free swrvival
Adjusted HE. 05% CI =
T1 stage 593 [0.68-51.34] 0.11
Cis associated 152 [0.26-9.08] 0.64
High grade 1.10 [0.06-18.76] 095
RXRA overexpression 0.06 [0.01-0.47] 00068
FGFR? overexpression 0.12 [0.01-1.007 0.03
CCNE] oversxpression 553 [0.97-31.39] 0.053

B=hazard ratio; 5% CI=33% confidence mterval

We performed unsupervised hierarchical clustering analyses of 61 NMIBC samples with the 3 genes

previously found in NMIBC samples (RYR4., FGFR3, and CCNEI) and found 4 major clusters

composed of 15 (Group A). 15 (Group B). 16 (Group C) and 15 (Group D) samples with various

mENA levels of these 3 genes (Figure 1A and 1B). The 4 cluster groups significantly differed in terms

of PFS (log rank p=0.010): Kaplan-Meier survival curves showed poor outcome associated with group

B and better with group D (Figure 1C).
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Figure 1: Supervised classification analysis of the 61 NMIBC tumor samples with the 3-gene
signature comprising RXRA, FGFR3 and CCNET

A; dendrogram of four tumor groups cbtained by hierarchical cluster with the 3-gene signature,
B: mRNA median value [range] and overexpression rates of FGFR3, RXRA and CCNET in the four tumor groups. p value caloulated
by Kruskal-Wallis H test. For each gene, mRNA values = optimal cut-off were considered to represent overexpression and <
optimal cut-off, underexpression.

C: Kaplan-Meier curves comparing progression-free survival for tumor groups. p value calculated by log rank test.

A
l [ ‘
EE
EiEds
L
B
GENES Group A (n=15) Group B (n=15) Group C (n=16) Group D (n=15) P
RXRAmRNAvalue | 193 [0.41-3.34] 2.12 [0.79-3.89] 2.56 [1.53-9.23] 3.73 [246-5.82] | <0.000
(range) 1
Overexpression®, 5(33.3) 9 (60.0) 11 (68.8) 15 [100.0)
n (%)
FoFR3I mRNA 58.41 [2.49-109.73] [ 27.94[3.91-72.13] 116.94 [81.32- 72.44 [20.95- <0.000
value (range) 524.30] 223.10] 1
Overexpression®, 10 [66.7) 9 (60.0) 16 (100.0) 13 (8.67)
n (%)
CCNET mRNA 6.06 [2.87-9.34] 7.76 [437-16.65] 5.05 [2.45-27.69] 216 [0.99-358] | <0.000
value (range) 1
Overexpression®, 0 (0.0) 4 (26.7) 3[18.8) 0 (0.0)
n (%)
*optimal cut-off: 2 for RXRA, 25 for FGFRS, 10 for CCNET
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Multivanate analyses including covanates associated with EFS and PFS with significance at p<<0.05
on univariate analysis and mcluding the 3-gene signature retained history of NMIBC and the 3-gene
signature as independent prognostic factors for RFS (p=0.017 and p=0.04. respectively) and the 3-

gene signature as independent prognostic factor for PFS (p=0.047) (Table 3).

Table 3: Multivariate analysis of prognostic factors involved in recurrence-free survival and
progression-free survival in NMIBC including the 3-gene signature

Proguostic factor Recurrence-free survival

Adjusted HE. 95% CI p
History of NMIBC 216 [1.15-4.08] 0.017
3-gene signature (group B vs ACvs D) 004
Group D 1.00
Groups & and C 1.70 [1.02-2.84]
Group B 290 [1.05-8.04]

Progression-free survival

Adjusted HE. 95% CI p
T1 stage 236 [0.43-12.79] 023
High Grade 226 [0.20-25.29] 051
Cis associated 229 [0.41-12.88] 033
3-gene signature (group B vs ACvs D) 0.047
Group D 1.00
Groups & and C 3.50 [1.01-12.09]
Group B 12.27 [1.03-146.14]

HF=hazard ratio; 95% CI=93% confidence imferval

Clinical and histological charactenistics of the 4 groups are presented in supplemental data. 7. The 4

groups differed in sex. stage, grade and mutational status of FGFR3.
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Suppl. data 7: Clinical and pathological characteristics of the three non muscle-invasive
bladder cancer (NMIBC) tumor groups generated after classification with the 3-gene signature
(RXRA, FGFR3, and CCNEI)

Group A Group B Group C Group D
u (%) n (Vi) n (%) n (%) p*
Total population 15 (100} 15 (100} 16 (100) 15 (100)
] =60 12 (80.0) 14 (93.3) 10(62.5) 9(60.0) 0.12
Age (years) 60 3 20.0) 167 6(37.5) 6 (40.0)
< Male 14(93.3) 15 (100.0} 11(68.8) 14(93.3) 0.032
= Female 16T} 0(0.0) 5331 1(6.7T)
. Mon-smoker 9 (60.0) 5(33.3) 5331 8 (53.3) 0.28
Smoking status Smoker 6 (40.0) 10 (86.7) 11 (68.8) 746.T)
History of Ho T H6.T) 7 (46.T) 8 (50.0) 3020.00 0.30
NAMIBC Tes 8(33.3) § (53.3) § (50.2) 12 (80.0)
. . Mo 14 (93.3) 13 (36.7) 16 (100.0) 15 (100.0) 0.26
Ciz associated Tes 1 (6.7} 2(13.3) 0(0.0) 0(0.0)
Crad Low 3(333) 16T} 6(37.5) 10 (66.7) 0006
race High 7 (46.7) 14 (93.3) 10(62.5) 5(33.3)
Ta 426.7) 5(33.3) 12(75.0) 40267) 0.014
Tumor stage Tl 11 (73.3) 10 (86.7) 4250 11(73.3)
HRAS No 13 (100.0) 11(81.7) 8 (100.0) 10 (90,9 0.39
mutationt Tes 0(0.0) 1(8.3) 0(0.0) 109
FGFR3 Mo 6 (46.2) 10 (83.3) 3I(37.5) 310272 0.042
mutation? Tes 7(53.8) 2(16.T) 5 (62.5) 8(72.3)
FIE3CA Mo 13 (86.7) 12 (30,00 13(81.3) 13 (86.7) 0.94
mutationtt Tes 2{13.3) 3 (20.0) 3(18.2) 2713.3)
*chi-seuare test

£ Information available for 44 patients; % Information available for 60 patients

Response to Bacillus Calmette-Guerin (BCG) therapy

In total, 21/28 (75%) patients with BCG therapy showed recurrent NMIBC or progression to imvasive
tumor during follow-up, mncluding 15/28 (33.6%) over the first 2 years. Among the 29 investigated
genes, only low expression of FGFR3 was significantly associated with good response to BCG therapy

(no or late recurrence) (p=0.037) (Table 4).
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Table 4: mENA levels of studied genes in the population who received Bacillus Calmette-Guerin
(BCG) therapy and association with response

GENES Response® NoResponse® pvaluess
PVEL4 12290 [63.41-262 88]* 13725 [3337-638.75)* 0.53
MDA 0.88 [0.50-1.24] 098 [0.71-1.63] 0.066
NFE2L2 1.87[1.06-2.90] 1.59 [0.60-4.13] 77
PPARG 14.15[53.91-18.73] 1251 [226-17.67] 0.17
PIE3CA 1.81 [0.33-9.81] 0.62[0.37-1.31] 039
PRECI 4.07 [0.00-6.96] 3.71[0.80-11.14] 0.3
FGFRA 2794 [9.09-104.57] 7347[325-143.15] 0.037
TACC3 498[136-932] 3.86[1.39-12.08] 039
FBXWT (.88 [0.60-1.26] 1.03 [0.64-1.74] 044
PAIP1 0.79 [0.63-1.96] 0.85[0.10-1.09] 0.98
EIF3 213[1.36-2.74] 217[0.81-4.14] 0.73
S034 6.39 [3.53-11.76] 6.40[1.91-12 B8] 034
EGFR 1.34[0.45-3.08] 092 [0.33-2.67] 033
INFT03 1.09[0.42-2.18] 1.27 [0.08-3.44] 0.39
PABPC1 221 [099-4.16] 202 [1.38-3.54] 027
YWHAZ 136[1.14-3.69] 137 [0.68-2 48] 0.61
MYC 0.85 [0.60-1.82] 0.74 [0.30-2.34] 0.56
RXRA 204 [1.59-5.79] 196[1.16-4.81] 098
GDI2 243[1.50-3.19] 2.12[0.92-3.10] 0.10
Ki67 8321 [3792-12.13] 2036 [1.80-63.41] 027
CCND1 3.40 [0.43-17 28] 2.76[1.27-10.71] 043
HEAS 129 [0.77-1.91] 1.30 [0.63-6.00] 0.60
EREBE3 2049111 83-38.13] 1920 [7.06-43.90] 093
MDA 193 [1.17-3.67] 206 [0.94-6.08] 050
FR51 0.63 [0.52-0.93] 0.71[048-1272] 024
EREEl 791[5.1545.03] 6.43 [2.88-12.50] 0.20
CCNEL 378 [2.02-9.77] 3.78[1.08-27.69] 0.85
ERCC2 148[1.28-257] 1.78 [0.80-2.69] 045
BCLIL1 1.46 [0.76-1.72] 142 [0.75-2.35] 008
* median mF™MA value [range]

* no recurrence or late recuarence (= 24 months)
¥ BCG-refractory or early recumrence (= 24 months)

™ Kruskal-Wallis H test
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Association between mRNA expression and survival with MIBC

On univariate analysis, RFS and OS prognosis was poor with high expression of EGFR (p=0.045 and

p=0.010, respectively) (Suppl data 8); RFS prognosis was poor with high expression of ERCC2?

(p=0.025) (Suppl. data 9); and OS prognosis was poor with low expression of E2F3 (p=0.030) (Suppl.

data 10).

Suppl. data 8: Recurrence-free survival by mRNA level of ERCC2 in MIBC
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Suppl. data 9:
a) Recurrence-free survival by mRNA level of EGFR in MIBC
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b) Overall survival by mENA level of EGFR in MIBC
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Suppl. data 10: Overall survival by mRNA level of E2F3 in MIBC
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Multivanate analyses included covanates associated with EFS or OS showing significance at p=0.05
on univariate analysis (1.e. lymph node status and ERCC? and EGFR status for RFS, and stage, lvmph
node status and E2F3 and EGFR status for OS). Lymph node status and ERCC? status remamed
associated with RFS (p=0.000014 and p=0.0011) and lymph node status and E2F3 and EGFR level

status with OS (p=0.00016, p=0.014 and p=0.035, respectively) (Table 3).

Table 5: Multivariate analysis of prognostic factors involved in recurrence-free survival and
overall survival in MIBC

Prognostic factor Recurrence-free survival

HE 95% CI

N+ status 4497 [2.41-10.26] O.MFI,]ﬂl-l
ERCC? overexpression 221 [1.20-4.08] 0.0011
EGFR oversxpression 201 [0.97-4.15] 0.061
Overall survival
HR 93% C1 p

T3-T4 stage 133 [0.61-3.00] 045
N+ status 412 [1.98-8.58] 0.00016
E2F3 underexpression 298 [1.25-7.08] 0.014
EGFR overexpression 215 [0.61-3.00] 0.035

HE=hazard ratio; 95% CI=%5% confidence mterval
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Protein expression
We chose to assess protein expression of the 2 genes having a significant prognostic impact in
NMIBC. The expression of RXRA was nuclear in NMIBC whereas exclusively cytosplasmic in

MIBC (Suppl. data 11).

Suppl. data 11: Nuclear expression of RXRA in NMIBC and cytosplasmic expression of RXRA
in MIBC
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Cytoplasmic expression of RXREA in MIBC
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For FGFR3, expression was nuclear in both NMIBC and MIBC. The distribution of the protein

expression for NMIBC and MIBC 1is shown in supplemental data 12.

Suppl. data 12: Immunohistechemistry resulis of FGFR3 and RXEA proteins

FXRA 0+ (%) 1+ (%) T+ (%) 3+ (90)
All tumors (n=92) 9(9.8) 32(348) 39 (42.4) 12 (13.0)
NMIBC (n=43) 9(209) 14 (32.6) 17 (39.5) 3(7.0)
MIBC (n=49) 0(0.0) 18 (36.7) 22 (44.9) 9 (184)
FGFR3 o+ (9%) 1+ (%) 2+ (V) 3+ (%)
All tumors (n=98) 65 (66.3) 20 (20.4) 10(10.2) 33.1)
NMIBC (n=45) 24 (53.3) 11 (244 7(15.6) 367
MIBC (n=53) 41(773) 9 (17.0) i 0(0.0)

There was a statistically significant association between mENA and protein expression for FGFR3

(p=20.0001) but not for RXEA (Table 6).

21

85



Table 6: Association between mENA level and protein score for RXRA and FGFR3

Protein score p-value ™
mRNA levels 0+ 1+ I+ H
EARA 1.91[0.68-2.83]* 188 [0.31-5.79]* 159[011-9.15]* 309[1.16-392]* 013
FGFR3 1040[0.01-11870] | 61.05 [7.18-143.15] | 94.63 [4184-52430] | 72.13 [58.00-7954] | <0.0001
* Median mENA vahe [range]
*%= Kmuskal-Wallis H test

Protein expression was not associated with prognosis i terms of recurrence or progression of NMIBC

{data not shown).
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DISCUSSION

The analysis of TCGA data for bladder tumors has allowed to identify new oncogenes potentially
involved in bladder carcinogenesis because they have activating mutations or focal amplifications. The
integrated analysis of the different genetic alterations described in the TCGA has revealed deregulated
signaling pathways in bladder tumors and potential preferred therapeutic targets %, In this study. we
aimed to validate some of these data on a fair-matched cohort of NMIBC and MIBC cases focusing
on survival data. Within these 2 populations. the rates of recurrence and/or progression were
comparable to those observed typically: half of NMIBC cases show relapse and 35% of pT1 cases
progress to muscle-invasive disease. Likewise, more than half of MIBC cases (all stages combined)
recur after surgery. Concerning MIBC, we found the same results as in the TCGA data with already
known prognostic markers (e g, EGFR). Concerning NMIBC. we found genes of interest such as
FGFR3 but also RXRA and CCNE].On multivariate analysis, RYRA was associated with RFS but also
with PFS. The 3-gene signature highlighted 4 distinct prognostic groups and was significantly
associated with RFS and PFS.

Two studies showed that the transcription factor RYRA regulates the expression of PPARG and that
activating mutation of RXR 4 hyperactivate PPARG and could be responsible for nearly 20% of bladder
cancer cases ©'%. These data suggest that PPARG, a key gene in bladder cancer development, could be
targeted. In this regard. if is noted that association between PPARG and RAR4 mRNA expressions
were strong (p=0.0000001 with Spearman’s test).

In urothelial carcinomas, the frequency of FGFR3I mutations varies greatly depending on the type of
tumors analyzed . Indeed, the frequency of mutations seems high in pTa and low-grade tumors (about
70%) and much lower in pT1 (30%) or pT2-pT4 and high-grade tumors **. In our series. the expression
of FGFR3 was stably associated with WNMIBC stage, with more frequent overexpression in pTa tumors.
mENA overexpression but not mutations or protein expression were also associated with favorable

prognosis. In the literature, immunochistochemical data show protein overexpression also related to
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good prognosis 2. Here, there was a good correlation between mRNA expression and DNA mutation.
We have few clinical trial data on targeted anti-FGFR3 therapies in NMIBC. Some MIBC cases also
show mutations in FGFR3 (12%) or FGFR3/TACCS translocations (5%) . which suggests a benefit
of targeted anti-FGFR3 therapy in these patients [17]. Necchi et al. did not find a prognostic value of
FGFR3 expression in MIBC as compared with NMIBC .

We mvestigated the response to BCG therapy. Expression of FGFR3 has been found a BCG response
marker, which corroborates the data in mice from Langle et al. '°. Indeed. in the Langle and al. study,
the responder group showed low expression of FGFR3, which we also found. Because FGFR3F 1s
"druggable”. anti-FGFR3 treatments could be combined with BCG therapy to improve the response to
treatment. Some studies suggest the addition of such treatments to potentiate the effect of BCG ™%,
including a phase II trial evaluating dovitinib in BCG-refractory patients with FGFR3 mutated or not
19

In addition. Ward et al. studied the mutations of a panel of 23 genes on a cohort of 956 bladder
tumors (NMIBC and MIBC) including TERT (promoter), FGFR3, PIK3CA, ERCC2, ERBB2, HRAS,
RXRA, KRAS, FBXW7, ERBB3, BRAF and NR4S5 *". FGFR3 and HRAS mutations were of better
prognosis (p=0.006 and p=0.04, respectively) and mutations of RXRA were significantly associated
with a higher nisk of recurrence (p <0.05). In our study, we did not find any link between mutations
and prognosis. In our cohort, 1t was RYRA overexpression that was associated with a lugher risk of
Tecurrence.

CCNEI expression is increased in many cancers: breast, stomach. colon, ovary and bladder **. As in
our study, Rothman et al. showed increased expression of CCNE! associated with high grade tumors
2 which is consistent with its role in cell proliferation. Similarly, in our series. high expression of
CCNEI was associated with poor prognosis in NMIBC.

Regarding MIBC, the most attractive gene seems to be EGFR because of its prognostic and

theragnostic mterest. In our study, EGFR seemed a prognostic factor for RFS and OS. In the TCGA
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data, a subgroup of tissue representing poor prognosis. called "basal-like". showed abmormal
expression of the EGFR pathway 2. The study by Rebouissou et al. suggests that this well-selected
group would be a good candidate for anti-EGFR treatment, provided that patients do not have
mutations in the RAS pathway that would limit the response to treatment 2*. More recently. anti-EGFR
targeted therapies have been evaluated in urothelial carcinomas in a trial demonstrating the benefit of
cetuximab combined with paclitaxel as second-line treatment for metastatic bladder cancer **.
ERCC? 15 involved in DNA repair. It has recently been studied, in the MIBC as a biomarker of
response to neo-adjuvant chemotherapy *°. Some studies suggest that missenses mutations and
overexpression of ERCC? increased cisplatin sensitivity “2%. A target population that could benefit
the most from this treatment could be identified.

E2F3. which was significantly associated with OS in MIBC in our study, belongs to the neuronal
subtype ®* that is characterized by the expression of both neurcendocrine and neuronal genes
reflecting a proliferative state.

Taking into account the prognostic impact and the predictive value of these two genes, ERCC?2 and
E2F3 expression levels may probably allow to guide the indication of chemotherapy in necadjuvant
or metastatic setting.

In conclusion. regarding the prognosis of NMIBC , predicting the risk of progression 1s difficult and
the identification of markers 1s particularly mteresting. Our results concerning RYRA and FGFR3 and
the 3-gene signature_ if they are confirmed, could allow for adapting the management by intensifying
the surveillance and/or proposing early cystectomy in patients with abnormal expression associated

with poor prognosis.
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METHODS

Patients and samples

We analyzed 128 urothelial carcinoma samples from patients who had undergone transurethral bladder
resection or radical cystectomy in our hospital between 2002 and 2007. Specimens of normal bladder
tissue from 21 patients undergoing surgery unrelated to bladder tumors (transurethral resection of the
prostate or prostatic adenomectomy) were used as normal bladder tissue. All patients gave their signed
informed consent. This study recewved approval from an wstitutional review board and was conducted
according to the principles outlined in the Declaration of Helsinki.

Immediately after surgery. tumor samples were frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C (for RNA
extraction) and fixed in formaldehyde Each tumor was reviewed by 2 pathologists (DD and MS) who
were blinded to clinical outcomes. Tumors were re-staged according to the 2009 Amernican Jomnt
Committee on TNM classification of bladder tumors and graded according to the 2004 World Health
Organization grading scheme %',

Complete clinical, histological and survival data were available for these 128 patients (107 men and
21 women; median age 70 years [range: 31-91]). Pathological staging revealed NMIBC 1n 61 (25 low-
grade pTa. 14 high-grade pTa. 22 high-grade pT1) and high-grade MIBC in 67. For NMIBC patients,
the median follow-up was 58 months (range: 3—-158 months; mean follow-up, 64 months). For MIBC
patients, the median follow-up was 12 months (range: 1-152 months; mean follow-up: 31 months).

Clinical, histological and survival characteristics are presented in Table 1.

Gene selection

Recent findings from the genome-wide analysis of TCGA data highlighted new oncogenes potentially
involved 1 bladder carcinogenesis because of activating mutations [PIK3CA (20%), ERCC? (12%),
FGFR3 (12%), ERBE3 (11%), FBXT7 (10%), RXRA (9%), NFE2L2 (8%), FRS52 (8%)] or recurrent

amplifications [YIWHAZ (22%). E2F3 (20%), SOX4 (20%). MYC (13%). PVRL4 (19%). PPARG
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(17%). PABPCI (17%). MYC (13%), CCNEI (12%). BCL2LI (11%), EGFR (11%). CCNDI (10%).
ZNF703 (10%). GDI2 (10%). MDM? (9%). PIK3CA (8%)] or overexpression [PVRLA4 (26%).
PABPCI (26%). YIWHAZ (26%). SOX4 (25%), E2F3 (24%), GDI? (21%), BCL2L1 (21%), PAIP]
(19%), EGFR (18%). FRS2 (18%). ZNF703 (18%), CCNEI (17%). PRKCI (14%), PIK3CA (13.5%).
ERBB3 (12%). PPARG (12%). CCNDI (11%). ERBB2 (10%). MDM? (9%). ERCC?2 (8.7%)]". In
addition to TCGA data. recent articles have highlighted previously unknown genetic alterations in
bladder cancer. MDM+ was described as a prognostic marker of recurrence in NMIBC °. TACC3 and
FGFR3 can form a fusion gene, described in some cancers »*°_In addition. the role of the RAS family
has been extensively studied in oncology. HRAS 1s mutated in 5% of bladder cancers. Analysis of cell
lines of bladder cancer cases revealed that this population could be treated with anti-MEK and -mTOR
therapy ". In the same way. the MYC proto-oncogene is potentially "drugable"; it has been found a
prognostic factor of NMIBC recurrence ~.

Finally. we selected 29 genes (Suppl. data 13) for analysis. We chose one endogenous RINA control
gene to RT-PCR analysis. namely TBP (GenBank accession No. NM_003194), whaich encodes the

TATA box-binding protein.
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Suppl. data 13: Gene selection

Cene Alternative svmbol | Location Accession no. Cene definition Function
svmbol
PVEL4 nechn-4 1g22-g23.1 NM 030916 Poliovarus receptor-related 4 Cell adhesion
MDA HDMGG MDME. [1g32 NM 0023934 MDA, p53 regulator p>3 regulation
NEEIL? |INRE2; HEBEP1 2q31 MM 0061644 Muclear factor (erythroid-denved | Anfiozadant
Nlike2
FPARG CIMT1; FPARG2; ([3p23 NM 015869 4 Peroxmisome proliferative activated | Transcnption factor.
FPPAR gamma receptar, gamma cell differentiation
PIE3CA |PGE 3g26.3 NM 0062183 Phosphomositide 3 kinase Cell proliferation
PRECI PECI 3g26.3 NM_ 0027405 Protem kinase C. 1ota Famuly of protem
kinases
FGFR3 ACH: CD333; 4pla3 NM_000142.4 Fibroblast growth factor receptor | Fibroblast growth
CEKZ; 3 Teceptor
HSFGFE3EX;
JTE4
TACCS 4ple3 NM 0063422 Transfornung, acidic colled-coll | Growth and cell
containing protein 3 differentiation
FBXWT 44313 NM 0336323 F-box and WD-40 domain protein | Ubicquitination-
7 dependent
phosphorylation
PAIP1 5pl2 KM 006451 4 Poly(A) binding protein Translational
mteTacting protemn 1 mifiation
EE3 EX-3 6p22 NM_001949 4 EXF transcription factor 3 Transcnption factor
SOX4 EVIl6 6p22.2 NM_003107.2 SEY (sex determuming region Y)- | Transcoption factor
box 4
EGFR ERBB; HER1; 7pl2 NM 0052283 EGF receptor Cell proliferation
EREB1
INFT03  |ZNF303L 8pl1.23 NM_ 0250692 zine finger protein 703 Carcinogenesis
PABPC1 |PABI; PAEF; 822 3923 NM_002368.3 Poly(A) binding protein Translational
PABP1: PABPC2 cytoplasmic 1 initiation
YWHAZ 8g23.1 NM 1456002 Tyrosine 3-monooxygenase Transcrption,
transport and cell
cycle regulation
AYC c-Myc 8g24.21 NM_002457 4 c-Myt oncogene Transcoption and cell
cyle regulation
EXFA NF2E1 9343 NM_002957.5 Petinoad X receptor, alpha Transcoption factor
GDI2 10p13 NM 001494 3 GDP dissociation inhibitor 2 Regulation of family
of proten kinases
Ki67T MEKI67 10g25-gter N 002417 Proliferation-related Ki-67 Cell proliferation
anfigen
CCND1  |BCLI 11q13 NM 0530562 Cyelin D1 Cell eyele
HEAS HEAS] 11pl33 NM 0033433 HEAS-like suppressor Growth factor
ERBE3 12q13 NM 0019823 erb-b2 receptor tyrosme kinase 3 | Receptor tyrosine
kinase
MDAL2 HDMX 12143915 [NM 0023825 Mdm? protein p53 regulation
FRs2 12q15 NM_001278351.1 | Fabroblast growth factor receptor | FGF receptor
substrate 2
EREE? HEF2; HER-2 17gl2 NM_ 004448 3 erb-b2 receptor tyrosme kmase 2 | Receptor tyrosme
kinase
CCNEL CCNE 19912 NM 0012383 Cyelin E1 Cell cycle
ERCC? TFIIH 19q133 N 0004003 ERCC excision repair 2 DMA repair
BCLIL1 |BCIX:BCIOL 20gl1 1 NM 1385782 BCL2-like 1, long isoform 2 Apoptosis
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DNA mutation analysis

We analyzed HRAS. FGFR3 and PIK3CA4, which have well-described mutational spots. The genes
have 2 mutational spots (codons 12-13 and 61 for HRAS; exon 7 (codons 248-249) and exon 10 (codons
372-373-375-382) for FGFR3 and exons 9 and 20 for PIK3C4). The assessment involved a screening
with high-resolution melt (HRM) analysis followed by Sanger sequencing of samples with a mutated

profile on HEM to validate the HRM data and to determine the nomenclature of mutations found.

Real-time quantitative RT-PCR

The theoretical basis, primers and PCR consumables. RNA extraction, cDNA synthesis, and PCR
reaction conditions have been previously described m detail >, Each sample was normahized to TBP
level. Ntarget values for samples were normalized such that the median of the 21 normal-bladder
Ntarget values was 1. For each mvestigated gene, mRNA values >3 were considered to represent
overexpression and =0.33 under-expression. We previously used the same cut-off value for altered
tumor gene expression >, We also used the optimal cut-off calculated by the area under the receiver

operating characteristic curve for prognostic studies.

Analvsis of protein expression

Representative blocks of paraffin-embedded tumor samples were available. For each tumeor, 2
observers. mcluding at least 1 expert pathologist, selected the tumor block. The area of interest was
defined as the one with the highest stage and grade tumor area. A table 1s then arranged to guide the
reading of the Tissu-Micro-Armray (TMA). The removal of the tissue in the area of interest i1s done
using a trocar of the Tissu-Micro-Arrayer machine (Alphelys) and 1s placed on a blank paraffin block
according to the plane defined beforehand on paper. Positive control tissues are also deposited and
will be used when reading the TMA. Finally, the spots are fixed by depositing the block thus made
on a hot plate (37-40 ° C). Briefly, serial 3-pm tissue sections were made using a paraffin microtome

(Microtome Micron AM 360) and then were deparaffinized. rehydrated and pretreated in appropniate

29

93



buffer for antigen retrieval by using a Leica automat. Tissue slides were then incubated at 48°C with
a pnimary antibody. anti-EXEA (ab191176, Abcam). anti-FGFR3 (sc-13121, Santa Cruz); (both
1:100) or anti-CCNE]1 (ab71535, Abcam): (1:300), then appropriate secondary antibodies.

We used a semi-quantitative analysis of protein expression with the following scores: 0 (no positive
cells). 1+ (few positive cells). 2+ (numerous positive cells) and 3+ (a lot of positive cells). All

quantification was performed with blinding to patient status by an expert pathologist (DD).

Statistical analysis

The clinicopathological features of NMIBC and MIBC cases were tested for their association with
tumor recurrence and survival by using chi-square test for categorical vanables. The associations
between clinical and histological variables and mRENA levels were tested by the non-parametric Mann-
Whitney U and Kruskal-Wallis H tests. Unsupervised hierarchical cluster analyses involved use of the
WARD algorithm to identify homogenous tumor groups in terms of moelecular data. Survival curves
were dentved by the Kaplan-Meier method, with the log-rank test used to compare survival between
groups. Cox proportional-hazards regression was used to estimate hazard ratios (HRs) and their 95%
confidence intervals (95% ClIs) for covanates associated with RFS, PFS or OS showing significance
at p=0.05 on umivariate analysis. Differences between two populations were considered statistically
significant at confidence levels = 95% (p<0.05).

Materials and data are available.
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INTERACTIONS ENTRE LES ALTERATIONS
GENIQUES ET LE MICRO-ENVIRONNEMENT
IMMUNITAIRE

Apres avoir étudié les genes de 'immunité et les altérations géniques décrites
dans le TCGA, nous avons cherché a savoir s’il y avait des corrélations
d’expression entre ces 2 populations de génes pour voir s’ils pouvaient interagir

ensemble dans la carcinogénése urothéliale.
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Figure 12 : Clustering avec les 33 génes de I'immunité et les 29 oncogénes sur

les 121 échantillons tumoraux communs (TVNIM et TVIM)
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Les géenes du micro-environnement clusterisent ensemble. On peut remarquer
que RXRA et FGFR3, 2 des 3 genes de la signature moléculaire pronostique

dans les TVNIM, clusterisent ensemble. RXRA se trouve a coté de PPARG.

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

notre signature moléculaire issue de I'analyse des 29 oncogénes (Tableau 3).
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Tableau 3 : Expression des 33 génes de I'immunité anti-tumorale étudiée en fonction des 4 groupes du clustering (57 TVNIM)

GrAvsB
GENES Group A Group B Group C Group D GrAvsB | GrAvsC | GrAvsD | GrBvsC | GrBvsD | GrCvsD Vs
(n=14) (n=14) (n=17) (n=12) p ** p** p ** p ** p ** p ** CvsD
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
0OX40 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%E 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) different peu concernant
'expression des génes du micro-environnement. En revanche, le groupe B (de
mauvais pronostic) est bien a 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 GENERALE

Le cancer de vessie est une pathologie relativement fréquente. Quel que soit le
stade, les traitements restent les mémes depuis une quarantaine d’année.

Pour un méme stade et grade, certaines TVNIM ne récidiveront jamais, d’autres
récidiveront plusieurs fois, certaines progresseront aprés plusieurs récidives vers
linfiltration du muscle, d’autres d’emblée. En effet, les TVNIM forment une
population hétérogene sur laquelle il est donc intéressant de se pencher. Leur
pronostic est lié a la récidive mais surtout a la progression vers l'infiltration du
muscle. Peu d’études s’intéressent aux TVNIM, sans doute en partie a cause de
la nature des prélevements, souvent de petite taille, et pour lesquels il est difficile
de garder du matériel dédié a 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 I'évolution, I'enjeu étant d’identifier les patients qui progresseront
vers linfiltration du muscle. Les classifications moléculaires qui pourraient
potentiellement nous aider dans les choix thérapeutiques, s’affinent aussi bien
concernant les TVIM que les TVNIM®’ en incluant les données
transcriptionnelles et mutationnelles notamment aussi bien des génes du micro-
environnement que sur ceux impliqués directement dans la carcinogénese. Une
étude pangénomique s’est recemment intéressée a 460 TVNIM de stade pT1,
permettant de classer ces TVNIM en 3 sous-groupes similaires a ceux du
TCGA'’, ressemblant eux-mémes aux groupes luminal-, basal- et p53-like décrits

par Choi et al®. Néanmoins, ces données n'ont pas encore été corrélées aux
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données de survie.

De la méme maniere, pour les TVIM qui ont un pronostic sombre, la prise en
charge est standardisée en fonction du stade TNM? alors que certaines tumeurs
répondent tres bien a la chimiothérapie et d’autres pas. La réponse aux
traitements systémiques (chimiothérapie ou immunothérapie) semble varier d’'une
tumeur a l'autre, notamment en fonction des caractéristiques moléculaires. Les
essais avec des thérapies innovantes et colteuses visant a améliorer la survie
des patients fleurissent dans la vessie avec des résultats prometteurs. La plupart
des essais clinigues dans les tumeurs de vessie actuellement concernent les
checkpoints inhibiteurs ciblant la voie PD-1 ou PD-L1’® comme les essais de
phase Ill ALBAN et POTOMAC (anti-PD-L1 en association a la BCG-thérapie
dans les TVNIM) et les essais de phase Il PANDORE (anti-PD-1 en néo-adjuvant
pour les TVIM) et DANUBE (immunothérapie versus chimiothérapie en 1° 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 méme été établi que le statut mutationnel des genes de réparation de
'’ADN était impliqué dans la réponse aux immunothérapies. En effet, les tumeurs
mutées correspondent a des tumeurs « chaudes » qui répondent bien aux
immunothérapies®® 79,

Concernant la réponse a la BCG-thérapie, outres les mutations de FGFR3 (49%)
déja largement décrites dans la vessie, une étude s’intéressant a 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 a un
risque de récidive plus important apres BCG-thérapie chez les 62 patients ayant

recu du BCG. Au total, les auteurs suggerent que les TVNIM, tout comme les
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TVIM présentent de nombreuses altérations moléculaires pouvant aider a la
sélection des patients et guider le rationnel d’essai sur des traitements intra-

vésicaux ou systémiques®.

Dans nos travaux de recherche, nous avons cherché a valider une partie des
données du TCGA qui ne s’était intéressée qu'aux TVIM sans corréler les
données au pronostic initialement?® et a évaluer des génes de I'immunité anti-
tumorale sur une cohorte composée aussi bien de TVNIM que de TVIM, tout en

s’'intéressant aux données de survie.

Concernant les génes de I'immunité, dans nos études, aucun des génes 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 a une meilleure survie des 334
TVNIM de stade pT1 étudiées®’. 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
guand élevé dans le cancer du sein et prédictif de la réponse a la chimiothérapie
néo-adjuvante®2. Il peut étre intéressant de continuer a étudier ce ratio
pronostique dans le cancer de vessie car simple d’utilisation en termes de
manipulation en routine et, d’apres notre étude, peut étre 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 immunitaire®3. Les Treg exercent néanmoins un role
délétére 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 succes jusqu’ici. Une des raisons découle de I'absence de
marqueur protéique permettant d’étudier et de cibler ces cellules sans ambiguité
chez 'homme. Si le facteur de transcription FOXP3 est exprimé exclusivement
par les Treg chez la souris, chez ’'homme il est aussi exprimé dans de nombreux
lymphocytes non régulateurs activés. D’autre part, les protéines abondamment
présentes a 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 géne OX40 dans le cancer colo-rectal était
significativement corrélée a I'expression des genes FOXP3 et CD8. Une
expression élevée d’OX40 était associeée a 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 maniére élevée mais aussi que celle des tumeurs exprimant
OX40 de maniere 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)® (cf figure 2 de l'article « 33 génes »). 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’OS®8, ce qui était le cas dans
notre cohorte en multivarié pour la RFS (données non montrées). Cet infiltrat de
CDS8 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 immunologique®8. Il est
intéressant que CD8 a lui seul puisse étre un bon marqueur pronostique car aisé
d’utilisation en routine et d’aprés notre étude, pouvant aussi bien étre étudié au
niveau de son transcrit qu’au niveau protéique puisqu’il existait une corrélation

forte entre son expression ARN et protéique.

Concernant I'étude des altérations génomiques issues du TCGA, dans notre
étude, 3 genes d’intérét pronostique ont été mis en évidence dans les TVNIM :
RXRA, FGFR3 et CCNEL. Une signature composée de ces 3 genes 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 rétinoide alpha (RXRA) appartient a la sous-famille du
récepteur nucléaire 2, groupe B, membre 1 et est un récepteur nucléaire. Les
récepteurs X du rétinoide (RXR) et les récepteurs de l'acide rétinoique (RAR)
sont des récepteurs nucléaires qui assurent la médiation des rétinoides en raison
de leur implication dans l'activation des genes meédiée par l'acide rétinoique. Ces
récepteurs exercent leur action en se liant, en tant qu'homodimeres ou
hétérodimeres, a des séquences spécifiques des promoteurs de genes cibles

comme PPARG et en régulant leur transcription888. Inhiber I'un de ces 2 génes
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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 suggere l'existence de mécanismes
complémentaires comme I'évasion immunitaire. Une étude a rapporté que la voie
PPARG/RXRA constitue un mécanisme intrinséque a la tumeur sous-tendant
I'évasion immunitaire dans les TVIM. Des mutations de RXRA via l'activation
conformationnelle de I'hétérodimeére PPARG/RXRA et
I'amplification/surexpression de PPARG convergent pour moduler les
programmes de transcription dépendants de PPARG/RXRA. Des ensembles de
données cliniques et un modele de tumeurs in vivo indiquent que PPARG
amplifié ou surexprimé avec RXRA muté modulent le micro-environnement
tumoral en altérant I'expression des cytokines et l'infiltration de lymphocytes T
CD8+ et conferent une résistance partielle aux immunothérapies. L'inactivation
de PPARG ou de RXRA et l'inhibition pharmacologique de PPARG augmenterait
la sensibilité aux immunothérapies®’. Une autre étude confirme que les mutations
récurrentes de PPARG qui activent la voie PPARG/RXRA de maniere pro-
tumogéne conférent a ce géne un roéle 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 la encore ouvrir la voie a des options
alternatives de traitement®. Pour linstant, a notre connaissance, il N’y a pas
d’essai clinique impliquant des thérapies RXRA ou PPARG.

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

BN

appartient a une famille de récepteurs a activité tyrosine kinase codés par 4
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genes 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 a 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 a un changement de conformation et a une activation du récepteur.
Dans les carcinomes urothéliaux, la fréquence des mutations de FGFR3 varie
grandement en fonction du type de tumeurs analysées®®. En effet, la fréquence
des mutations semble trés élevée dans les tumeurs pTa et de bas grade (de
'ordre de 60 a 80%) et beaucoup plus faible dans les tumeurs pT1 (20 a 40%) ou
pT2-pT4 et de haut grade (seulement 12% dans le TCGA ayant inclus des
tumeurs infiltrantes et de haut grade)?®’?. FGFR3 est donc un géne
préférentiellement muté dans les tumeurs de vessie de bon pronostic. Dans notre
série, I'expression de FGFR3 était corrélée au stade dans les TVNIM avec une
surexpression plus fréquente dans les tumeurs pTa (cf suppl. data 3 de I'article
« 29 oncogenes »). Dans notre étude, la surexpression ARN était associée a un
pronostic favorable. Tout comme dans les TVIM, les mutations de FGFR3 sont
associées, dans les TVNIM au sous-groupe luminal papillaire de bon pronostic®.
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 Il évaluant l'erdafitinib par rapport a la
chimiothérapie ou au pembrolizumab chez des patients atteints d'un cancer
urothélial avancé et présentant des altérations des géenes FGFR (essai THOR).

Si 'on s’intéresse a l'expression des 33 geénes de I'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) different peu en termes d’expression des geénes du micro-
environnement. En revanche, le groupe B (de mauvais pronostic) est bien a 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 étre lui aussi une piste thérapeutique prometteuse®!. La
surexpression de la tryptophane 2,3-dioxygénase (TDO2) a été retrouvée comme
étant de mauvais pronostic dans de nombreux cancers solides comme
I'cesophage®? et son antagonisation pourrait étre 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 déja été étudié dans
d’autres cancers urologiques®. Il a été montré, in vitro, qu’antagoniser E2F3
dans des cellules cancéreuses vésicales réduirait la croissance tumorale®s.
Etonnamment, dans notre étude, c’est la surexpression d’E2F3 qui était de bon
pronostic. Ce géne est impliqué dans le sous-groupe neuronal de la classification
moléculaire de Robertson et al. qui apparait bon répondeur a la chimiothérapie
néo-adjuvante par cisplatine®.

EGFR ressort comme facteur indépendant en analyse multivariée pour la survie
globale avec un moins bon pronostic pour les patients surexprimant EGFR.
EGFR appartient a la famille ERBB des récepteurs a 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 poumon®4. Une équipe tunisienne a
110



trouvé, en IHC, une corrélation significative entre la surexpression d’EGFR dans
les TVNIM et 'augmentation du stade et du grade®. Dans notre étude, cette
corrélation n’était pas retrouvée (ARN). Dans le TCGA, tout comme dans le
travail de I'équipe frangaise de Curie sur les tumeurs de vessie3!, un sous-groupe
de mauvais pronostic appelé « basal-like », dans lequel il existe des anomalies
d’expression de la voie de 'EGFR, a été identifié*®-30, Plus récemment, les
thérapies ciblées anti-EGFR ont été évaluées dans les carcinomes urothéliaux
avec un essai montrant I'intérét du cetuximab associé au paclitaxel en 2¢™¢ ligne
chez les patients porteurs d’'un cancer de vessie métastatique® et un essai
négatif pour le cetuximab en adjuvant de la chimiothérapie conventionnelle pour
les TVIM localement avancées ou métastatiques®’, mais qui n’avait pas ciblé en
particulier la population mutée ou surexprimant EGFR, comme c’est le cas pour
d’autres cancers®. La tendance actuelle est a I'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 essais®.
Nous attendons les résultats de I'étude de phase Il, multicentrique, randomisée,
évaluant I'efficacité du MVAC avec ou sans panitumumab dans le traitement de
1¢ ligne des carcinomes urothéliaux avancés chez les patients qui ne portent
pas de mutations HRAS ou KRAS. Ce traitement a déja ’AMM dans le cancer du
cblon métastatique chez les patients RAS sauvages.

ERCC2 est un géne impliqué dans la réparation de 'ADN. Il a récemment été
etudié dans les TVIM comme biomarqueur de réponse a la chimiothérapie néo-
adjuvante!®, Les recommandations francaises actuelles préconisent la
chimiothérapie a base de cisplatine avant cystectomie pour les patients ayant
une TVIM localisée®. Cette chimiothérapie differe la chirurgie mais dans le but de

la compléter et de la faciliter. Néanmoins, quelques patients ne répondent pas
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durant la chimiothérapie et mieux sélectionnés, ils auraient pu se voir éviter un
traitement potentiellement toxique sans bénéfice. Aprés les études de grande
envergure de Grossman et al.l?! et Stenberg'#, la derniere méta-analyse sur
3285 patients dans 15 études randomisées, confirme [lintérét d’une
chimiothérapie néo-adjuvante a base de cisplatine quel que soit le stade initial de
la TVIM192, Aprés chimiothérapie néo-adjuvante, 20 a 40 % des patients ont une
réponse complete (pTO), ce qui est associé a une amélioration de la survie
globale'®3, Des études suggerent que les mutations faux-sens et la surexpression
d’ERCC2 augmentent la réponse a la chimiothérapie par cisplatinel94-1%, Ces
mutations ont été retrouvées aussi fréequemment dans les TVNIM de haut grade
(17%) que dans les TVIM (20%)%. 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 a la réponse a 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 I'administration de
BCG%7 et certaines équipes s'interrogent sur les modalités de suivi optimal
suivant 'administration de BCG, certains actes de surveillance étant quelque peu
contraignants (cystoscopies réguliéres, biopsies vésicales au bloc opératoire)®.
Dans notre série, nous avons pu évaluer la valeur prédictive de I'expression de
nos genes en termes de réponse au BCG pour 28 patients. Seule I'expression
d’'un gene (FGFR3), peut-étre 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 souris'®®, En effet, dans cette étude, le groupe répondeur exprimait

de facon plus faible FGFR3, ce qui est également le cas dans notre étude. Pour
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les patients réfractaires au BCG, nous disposons, a ce jour, de peu d’options
thérapeutiques en dehors de la cystectomie®. 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. Apres I'essai négatif de phase
Il sur le dovitinib, comme traitement chez les patients FGFR3 mutés et non mutés
porteurs d’une TVNIM réfractaire au BCG'%°, un essai de phase Il a venir
évaluera un autre anti-FGFR3, le rogaratinib, dans la méme indication chez les
patients surexprimant FGFR1 et FGFR3. Méme si les thérapies FGFR3 semblent
prometteuses sur le plan pharmacodynamique, elles posent le probleme de leur
importante toxicité'%%, ce qui limitera sans doute leur prescription. La tolérance
médiocre a ce traitement pousse a se tourner vers d’autres altérations

génomiques.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les tumeurs urothéliales sont les 3°™es cancers les plus fréquemment mutés. |l
semble que certaines de ces altérations moléculaires (amplifications/délétions,
mutations et modification d’expression) surviennent trés précocement au cours
de la carcinogenése vésicale alors que d'autres apparaissent a différents stades
de I'évolution. Corriger ces altérations par I'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 linfiltrat en CD8 et de génes déja 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 | 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 linstant, 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 a un
pronostic péjoratif.

Concernant les TVIM, le gene le plus attractif semble étre EGFR en raison de
son intérét théranostique déja bien connu dans d’autres cancers. Il sera
intéressant de suivre les résultats des essais cliniques en cours. ERCC2 parait
étre également un géne particulierement 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 génes de réparation de '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 plutét une combinaison de
sur- et sous-expressions et mutations de différents génes, permettant de définir
une signature moléculaire discriminante selon le modele qui suit proposé par
Vidotto et al®®. Selon ces auteurs, le sous-type moléculaire d’aprés les
classifications déja proposées?6:3%110  |e statut mutationnel et I'expression des
génes de I'immunité anti-tumorale devraient étre étudiés pour chaque patient,
afin de leur proposer le traitement ou la combinaison de traitements la plus

adaptee.
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Figure 13 : Schéma proposé par Vidotto at al. afin de stratifier les patients ayant une TVIM pour la chimio-immunothérapie®8
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Fig. 6 Proposed scheme for combination biomarkers to stratify MIUC patients for chemo-immunotherapy. Tumor mRNA subtype, DDR mutation
status and immunoregulatory gene expression levels should be included in one combination biomarker assay to select patients for chemo-
immunotherapy. Image design by http//www.designsthatcell.ca/
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Abstract

Ohbjectives: Immunotherapy for bladder cancer seems to have promising results. Here, we evaluated the association between messenger
RNA (mRNA) and protein levels and possible prognostic value of the programmed cell death 1/programmed cell death ligand 1 (PD-1/PD-
L1) and cyiotoxic T-lymphocyie-associated protein 4 (CTLA4) immune checkpoint pathways during bladder carcinogenesis.

Methods and materials: Tumor samples were obtained from 155 patients (84 with muscle-invasive bladder cancer [MIBC]. and 71 non—
muscle-invasive bladder cancer [NMIBC ) and normal bladder tissue from 15 patients. We evaluated the mRNA expression of 3 genes in the
PD-1 pathway (FD-I, FD-L1, and PD-L2) and 4 in the CTLA4 pathway (CTLA4, CD28, CD80, and CD86) in normal and tumoral human
bladder samples by quantitative real-time reverse transcription polymerase chain reaction, with immunohistochemistry used to evaluate the
protein expression of PD-1 and PD-L1 in wmor and immune cells. Results of molecular analyses were compared with survival analyses.

Results: As compared with normal bladder tissue, MIBC tissue showed PD-J, PD-LI, CTLA4, and CD80 overexpression (39.5%, 60.7 %,
84.5%, and 92.9%, respectively), whereas overexpression was lower in NMIBC tissue (22.5%, 2%, 35.2%, and 46.5%, respectively). The
results of reverse transcription polymerase chain reaction analysis were confirmed by immunohisiochemistry, with a high correlation
betwezn mENA and protein expression. On multivariate analyses, overexpression of the studied genes was not associated with prognosis in
relapse or pogression of NMIBC or in recurrence-free and overall survival of MIBC.

Conclusions: The CTLA4 pathway appears to be deregulated along with the PD-1/PD-L1 pathway in bladder carcinogenesis, with good
correlation between mBENA and protzin expression endorsing the useful role of immune checkpoints, especially for a large subgroup
of MIBC. ) 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Bladder cancer; Molecular marker; RT-PCR; Immunohistochemistry; Immune checkpoints; PD-1; CTLA4

L. Introdudion

The immune system 15 present i almost all sold tumors
and 1ts role for control of growth and metastasis of cancer has

" Comesponding author. Tel.: +334-9-122-3366; fax: +331-5-3 102648,
E-mail addreses: pignotg@ ipe unicancerfr, gg_pignotiyahoo fr (G. Pignot).

htp/id x.doi.org/ 10,101 & urolonc 201 7.01 014
TO7E-14390 2007 Elsevier Inc. All rights msemved.

been demonstrated 10 many tumors. However, the presence
of tumors underlines the capadty of cancer cells to escape
immune control through physiological mechanisms such as
immune checkpoint mhibiion of T-lymphocyte function [1].

Expression  of the immune checkpoint  genes
programmed  cell death 1 (PD-1) and  cytotoxic
T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA4) has been
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assessed m bladder cancer. Aberrant expression of pro-
grammed cell death ligand 1 (PD-L1) in urothelial cancer
seems to be associated with aggressive tumors, which
suggests a regulatory role of the PR-1/PD-L1 pathway in
antiumor immunity [2]. The CTLA4 pathway, mcluding
CTLA4 and CD28 rmeceptors on lymphocytes, and their
ligands CD80 and CDE6 on the surface of tumor cells, has
also been descnbed as overexpressed in bladder tumor and
seems to play a entical role in T-cell coinhibiion [3].
Therefore, the manipulation of immune checkpoints may be
a beneficial target for immunotherapy in human urothelial
cancer. Immunotherapy has already changed the treatment
landscape  for non-muscle-invasive  bladder cancer
(NMIBC) with bacillus Calmette-Guérin (BCG) therapy
[4.5], but systemic therapy for muscle-invasive bladder
cancer (MIBC) has scen minimal progress, with no new
approved therapies in the past 30 years.

Recent clinical trals of immune chockpoint inhibitors as
second-line systemic therapy have shown a 12-month overall
survival of 36% with a favorable woxicity profile (only 16% of
patients with grade 34 adverse effects) [6]. Moreover, the
response rate for tumors expressing PD-L1-posiive tumor-
imfiltrating immune cells (IC) (Le., IC 23 on immunohisto-
chemidry analysis) was paricularly high, with 11% complete
response and 12-month overall survival up to 48% [6,7].

However, almost 1066 of patients not expressing immune
checkpomt-associated molecules will respond o treatment.
To our knowledge, previous studies have exclusively
assessed  protein expression, and  immunohistochemistry
may not be accurate enough o deteet the expression of
such molecules, probably because results may vary with the
choice and quality of antibodies and pathologist-dependent
interpretation.  Therefore, we need o identify molecular
bromarkers of clinical response tw better understand the
mechamsms of vanable response rates and guide preserip-
tions of these expansive drugs [8.9]. Current and ongoing
trials are mvestigating ways to uncover predictive bio-
markers to identify patients most likely to benefit from
treatment.

The am of this study was to compare the mRNA and
protein expression of 7 genes involved in immune pathways
in a large series of bladder tumor samples including NMIBC
and MIBC tdssue. A retrospective review of patient oulcomes
allowed for pedforming survival analyses to investigate the
putative prognostic value of these molecular markers.

2. Materials and methods
2.1 Patients and samples

We  analyzed 155 wrothehal  carcinoma  samples
(84 MIBC and 71 NMIBC) from patients who had under-
gone transurethral bladder resection or a radical cystectomy
in our hospital between January 2002 and January 2006,
Specimens of nommal bladder tissue from 15 patients

undergoing surgery unrelated to bladder tumors (transure-
thral resection of the prostate and prostatic adenomectomy )
were used as nommal bladder tissue. All patients signed a
written mformed consent. This study received approval
from an instimtional review board and was conducted
according to the principles outlined in the Declaration of
Helsinki.

Immediately after surgery, tumor samples were frozen in
liquid nitrogen and stored at —80°C (for RNA extraction)
and fixed in formaldehyde. Each sample was reviewed by 2
pathologists (D.D. and M.5.) who were blinded to clinical
outcomes. Tumaors were restaged according o the 2009
THNM classification of bladder tumors [10] and were graded
according to the OMS 2004 tumor-grading scheme [11].
Clinical and histological parameters and survival character-
istics of the 2 populations (NMIBC and MIBC) are
presented in Table 1.

In the NMIBC cohort, 32 (45.1%) and 28 (39.4%)
patients received adjuvant mtravesical instillations of che-
motherapy (mitomyein) or immunotherapy (BCG), respec-
tively. In the MIBC cohort, 12 patients (14.3%) received
necadjuvant  chemotherapy before cystectomy and 25
(29.8%) received adjuvant chemotherapy taking  mto
account pathological characteristies of the tumor and renal
function. The median follow-up was 37.4 months (range:
1-158) for NMIBC and 125 months (rmange: 1-152)
for MIBC.

2.2, Gene selection

From the literature on immunotherapy and bladder
carcinogenesis, we selected 3 genes involved in the
PD-1 pathway (PD-I, PD-LI, and PD-L2) and 4 in the
CTLA4 pathway (CTLA4, CD28, CDS0, and CD386)
(Suppl. Data 1). We chose 1 endogenous RNA control
gene, namely TBP (GenBank accession No. NM_(003194),
which encodes the TATA box-binding protein.

2.3, Real-time guantitative reverse transcription
polvmerase chain reaction

The theoretical basis, primers and polymerase chain
reaction (PCR) consumables, RNA extraction, complemen-
tary DNA synthesis, and PCR conditions have been
previously descnbed i detail [12]. For each investigated
gene, mENA value = 3 was considered to represent marked
overexpression and mRNA value <033 marked under-
expression. We previously used the same cutoff value for
altered tumor gene expression [12]. Pnmers for TBP and the
7 target genes were chosen by using the Oligo6.0 computer
program (National Biosaences, Plymouth, MN).

2.4. PD-LI and FD-1 protein expression

Representative  blocks  of  parmaffin-embedded  tumor
were available for 108 patients (50 NMIBC and 58 MIBC).
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Table 1
Climical and pathological chamcteristics of the studied population

(&) Clinigal and patholbgical characreristics of the 71 NMIBC

No recumence (n = 25) Recurence (n = 36) Muscle-invasive progression (n = 10)
Number (%) Number (%) P valne* Mumber (%) P vahe*
Median age, v [mnge| T2 [44-5E) TOS [31-40) NS" 75 [67-87) NS"
Sex
Male 22 (BR.0) 32 (B9 0.91 G (90.0) LEY
Female 3120 4 (111} 1 {1040}
Smoking stmtus
Monsmoker 13 {52.10) 15 (41.7) 43 55040} el
Smoker 12 (48.0) 21 (58.3) 55000
History of NMIBC
No 22 (BR.0) 13 (36.1) < (L001 4 (4000 .31
Yes 3120 23 (63.9) (600}
Associated pTis
Mo 25 (10010 36 10:0.0) .99 B (80D} [IXITETE
Yes 00 {0y LR 2 (2040
Grade
Low grade 10 (40.0) 14 (38.9) 0.93 1 {100} .07
High grade 15 (60.0) 22 (61.1) G (90.0)
Tumor stage
Ta 15 160.0) 24 (66.7) 0.59 33000 0043
T1 10 40,07 12 {33.3) ]
(B) Clinical and pathologioal characteriztics of e 84 MIBC
Disease-free survival (n = 49) Owemll survival (n = 46)
Number of patents (%) Mumber of events (%] P value’ Mumber of events (%)° P value”
Median age, v [mnge| 6 [44-91) T2.5 [44-91] NS" T2 |81 NS"
Sex
Male 67 (TU.E) A7 155.2) .25 3B (56T) 047
Female 17 (30.2) 12 (70.6) B 47.0)
Smoking stmtus
Nonsmoker 34 (40.5) 18 (532.9) .41 12 (353) 00031
Smaoker 50 (59.5) 31 B2 3680}
History of NMIBC
Mo 59(T0.2) ) 50.8) 0,033 31 {525) .53
Yes 25 (20.8) 19 (76.0) 15 (60.10)
Associated pTis
No T3 (B6.9) 43 (58.9) 01.96 4 (54.8) 82
Yes 11{13.1}) Hi(545) 6 (54.5)
Tumaor stage
T2 A5041.7) 18 (51.4) .28 13 {37.1}) L0061
=T3 449 (58.3) 31 163.3) 33 (67 3)
Lymph node status
N— 59 (70.2) 28 47.5) 002 25 (424) 000046
N+ 25 (E) 21 (8400 21 (8410

NS = monsignificant.
Bold values are significant values according to the definition given in M and M: p = 005,
“Chi-square test,
"Student f test.
“First meurmence (local or metastatic).
Log-rank test.
“Dieath.

For ecach tumor, 2 pathologists selected the umor block (anta-PD-1 [NAT, Abcam] or anti-PD-L1 [E1L3N, Cell
contaming the highest density of IC, as  assessed Signaling], 1: 100 dilution), then with appropriate secondary

on hematoxylin and eosin-saffron-stained shdes. Brefly, antibodies.

serial 5-pm tissue sections were deparaffinized, rehydrated, Immunostaiming with the PD-L1 antibody was analyzed
and pretreated  in appropriate buffer  for  antigen in tumoral and tumor-infilrating IC. Tumors were consid-
retrieval in a  Leica  awtomat  Tissue  shides  were ered positive with PD-L1 staming above the threshold of
then incubated at 48°C with a primary antibody 1%. Immunostaining was scored semiquantitaively: ) (no
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positive IC), 14 (scarce positive IC) or 24 (numerous
positive IC). The same score system was used for PD-1.
All quantificaion was performed with blinding to clinical
status by an expert pathologist (D.D.).

2.5 Swatistical analysis

Statistical analyses involved the use of SEM software.
The clinicopathologic features of NMIBC and MIBC were
tested for therr association with tumor recwrrence and
survival by Student f test for continuous varables or chi-
square test for quahtanve vanables. Relatonships between
chinical and histological vanables and mENA levels of
target genes were tested by nonparametric Mann-Whitney 7
test or Kruskal-Wallis A test (a link between 1 qualitative
and | gquantitative varable). Comelations between mRNA
and protem expression were determined by Kruskal-Wallis
H test or Spearman's test. Survival curves were denved by
Kaplan-Meter estimates with the log-rank test wsed to
compare survival among subgroups. The prognostic effect
of mRNA levels of genes, adjusted for other prognostic
factors, was assessed by mulavanate analysis with a Cox
proportional hazards regression model. Differences were
considered signmficant at P < 0,05,

3. Resulis
I.0. mRNA expression of the 7 investigated genes

In total, 6 of the genes (all but PD-L2) were significantly
overexpressed in MIBC tumors as compared with normal
samples (Table 2). In NMIBC tumors, CD&0 was the only
gene with  significant  overexpression, and PD-L2 0 was
underexpressed as compared with nomal samples.

In all, 59.5% and &).7% of MIBC tumors overexpressed
FPD-1 and PD-LI, respectively, whereas the proportion of
overexpression was low im NMIBC samples (22.5% and
4.2%. respectively) (Suppl. Data 2). Similarly, 84.5% and
92.9% of MIBC tumors overexpressed CTLA4 and its main

Table 2

mRNA expression levels of studied genes in nommal and tumor bladder samples

ligand CDS0, respectively, whereas the proportion of over-
expression was low m NMIBC samples (35.2% and 46.5%,
respectively).

In the NMIBC subgroup, except for PD-L1, the expression
of all genes significantdy differed by stage (Ta vs. T1) (Suppl.
Data 3). In contrast, the expression of only PD-1, PD-I2, and
CD&6 differed by grade but at the lmit of sigmficance
(P = 005 P = 005, and P = (LM, mespectively).

3.2. Protein expression of PD-1 and PD-LI

PD-L1-positive immunostaining (> 1%) was noted in
50.9% (55/108) of tumor specimens. However, the propor-
tion of PD-Ll-positive twmors was 30.0% (15/50) in
NMIBC samples and 69.0% (4V/58) in MIBC samples
(P =< 0.001) (Table 3). The protein expression (= 14) of
PD-L1 and PD-1 on IC was significantly more common in
MIBC than NMIBC (P = 0015 and F = 00002

respectively).

3.3, Correlation between mRNA and protein expression

The mRNA and protein expression were highly con-
cordant for PD-I and its ligands (r, = 0.75 for PD-LI, 0.81
for PD-L2, P = 0.0000001), between CTLA4 and its 2
ligands (r, = 089 for CDSO, 081 for CD&6,
F < 0.0000001), and between CD28 and its 2 higands
(re. = 080 for CDSO, 0.79 for CDE6, P < 00000001 )
(Suppl. Data 4). The 2 pathways were highly comelated
(r. = (.88 between PD-I and CTLA4, P o< 0.0000001 ).
We found high cormeladon between PD-1 and PD-LI
protein expression in IC (P = 0.0017) and between
PD-L1 expression i tumor cells and PD-1 expression in
IC (P = 0.0032).

Importantly, we found a strong correlaion between
reverse transcription PCR (RT-PCR) and immunohisto-
chemistry findings, that is, a high correlation between
mRNA and protein expression for both PD-1 and FD-L1
(Table 4). A cutoff value of = 1+ membrane stining of 1C

Genes  Normal (n = 15) NMIBC MIBC (n = 84) MIBC/NMIBC F ROC-  NMIBON  ROC- MIBCAN ROC-
n =TI value® Auch P value* Auct P value* AUl
PO-LT 10O [D31-268] 060 [D08T796F 391 [009-4568]" <0.0000001 DR6T 0.13 0376 000037 0835
PD-L2 100 [043-1.92] 017 [001-3.54] L33 [006-2677]  <0.0000001 0877 LO000N2S 0074 029 0.586
PO-1 10O [000-167] 079 [000-11.27] 426 [(128-106.99] <0.0000001 0814 0.26 0526 VO0MNET  0.576
CTLA4 100 [000-535] L3 [000-25.08] 890 [039-306.94] <0.0000001 0506 0.085 0613 00000026 0,919
CO2E 100 [D18-386] 064 [002-828] 157 [007-14.06]  <0.0000001 0763 0.61 0343 0046 0.662
CDE) L0 [000-539] 246 [000-24.17] 1237 [100-185.95] <0.0000001 0853 0.024 0700 <0OD0M0T  0.983
CDES  LO0 [029-223] 045 [007-598] 207 [0.02-24.28]  <0.0000001 0825 0.38 0257 0.0048 0729

Bold values are significant values according to the definition given in M and M: p < 005,

“Kruskal-Wallis 5 test,

BRON {receiver operating charactenstics)-AUC (area under curve) analysis.

“Median mRNA value [mnge].
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Table 3

Immunohistochemisry staining of PD-L1 in tumor cells and PD-L1 and PD-1 in immune cells, for the W08 availahle tumor samples

PO-L1 (tumor cells)

< 1% 15— 10% =10% s
All tumors (n = 108) 53 (49.1) 39 (36.1) 16 (14 8)
NMIBC (n = 50) 35 (70.0) 15 (30.0) 0(0.0) 0000054
MIBC (n = 58) 18 (31.0) 24 (414) 16 (27 6)
PD-L1 {immune cells) PD-1 {immune cells)
04 (%) 1+ (%) 24 (%) IS 0+ (%) 14 (%) 24 (%) P
All tumors (n = 108) 47 (43.5) 44 (40.7) 17 (15.8) 44 (40.7) 39 (36.1) 25 (23.2)
MNMIBC (n = 510 28 (56.0) 14 (28.0) & (16100 s 30 (6e00) 13 (2610 T (140 [IRLITIRS
MIBC (n = 58) 19 {32.8) 30451.7) 9 (15.5) 14 {24.2) 26 (44.8) 18 (31.0)

Bold values are significant values according to the definiton given in M and M: p < (.05,

“Chi-square test { < 19% vs. =1%).
"Chi-square test (04 vs. 14+2+).

and =1% membrane staiming of wmor cells significantly
identified tumors with gene overexpression.

3.4, Prognostic value of the selected genes

On analyzing the association of clinical vanables and gene
levels, only CTLA4 mRNA overexpression was significantly
associgted with high tumor grade and stage in NMIBC
samples (P = 001 and P = 0.05, mespectively) (Table 5).
On multivariate analyses, the levels of the 7 selected genes
were not assocated with prognosis in relapse or progression
of NMIBC or in recurrence-free and overall sunaval for
MIBC. Expression of the 7 investigated genes showed no
assoctation with response to BCG therapy (Suppl. Data 5).

4. Discussion
Early mesults of chnical studies of CTLA4 and PD-L1

inhibitors are propelling immune modulating drugs to the
forefront of emerging treatments for bladder cancer. Here, we

Table 4
Cormelation between PD-1/PD-L1 mBENA and protein expression levels

evaluated the assocaton between the mRNA and protean
expression and  possible prognostic value of the 2 pene
pathways dunng bladder caranogenesis. As compared with
normal bladder tissue, tumor samples showed overexpression
of PD-I, PD-LI, CTLA4, and CD&0. The results of RT-PCR
analysis were confirmed by immunohistochemistry, with good
comelation between mRNA and protein expression endorsing
the useful role of immune checkpoints, especially for a large
subgroup of MIBC cases.

The relevance of PD-1/PD-LI inhibitors in bladder cancer
was first mentoned by a phase 1 study evaluating a human
monoclmal antibody agamst PD-L1 (MPDL3280A) in 67
pretreated patients with advanced or metastane disease [7].
An overall response rate of 52% was documented and the
treatment was well tolerated. Promising results from 2 phase
I tnals assessing pembrolizumab and atezolizumab have
pomted to the safety and efficacy of PD-1 pathway blockade
[13,14]. More recently, Rosenberg et al. [6] investigated the
role of atezolimmab in patients with disease progression after
first-line treatment with platinum-based chemotherapy in an
imtermational multicentre phase I tnal. Overall, the treatment

F value
Profein expression in immune cells
Ciene expression 0+ 1+ 24
PD-L1 mRNA" 080 [0L0E—19 68] 217 [009-14.13] 234 [036-2852] s
PI-1 mENA" (64 [0.00-16.75] 220 00025 £3) 480 [0AT-28.89) 0000004
P value
Profein expression in tumor cells
Giene expression = 1% 15%—10% =105
PDO-L1 mRNA" 074 [0089-19.68] 203 [00E-1547) 563 [060-2852) 00001

Bold values are significant values according to the definiion given in M and M: p = 0.05

“Kruskall-Wallis # test.
"Median mRNA value [range].
“Spearman’s test.
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Table 5
Relationship between CTLA4 mRNA level and clinical variables for the 71
patients with NMIBC

Total population CTLA4 mENA  CTLA4 mENA &

n (%) expression <3 expression =3
relative to mlative to
nommal nommal
tissue 1 (%) tissue a (%)
Total T1(100) 46 (64.8) 25 (35.2)
Age
=6l 17 (23.9) 10 (58.8) T 412 .55
=6l 54 (76.1) 36 (66.7) I8 (333
Sex
Male 63 (BE.T) 40 (63.5) 23 (36.5) .52
Female 8(11.3) 6 (75400 2 25100
Smoking smtus
Nonsmoker 33 (46.5) 24 T27) 9273 019
Smoker 3B (53.5) 22 (57.9) 16 42.1)
History of NMIBC
No 30549 24 (61.5) 15 (38.5) .53
Yes 32 (450) 22 (6E.T) 10 (31.3)
Associated pTis
No 69 (97.2) 45 (65.2) 24 (34.8) L66
Yes 22.8) 1 (3040 1 530.0)
Girade
Lo 25 (35.2) 21 (8409 4 (1600 001
High 46 (64.8) 25 (54.3) 21 457
Tumor stage
pla 42 (59.2) 31 (738 11 (26.2) 005
Tl 29 (40.8) 15 (51.7) 14 (48.3)
“Chi-square test.

was found safe and well olerated, with only 16% of grade 3/
4 adverse events. Treatment with ateaolizumab resulted in an
objective response rate of 15% in the entire cohort of 310
paticnts, with a median overall survival of 7.9 months.
Blockade of the CTLA4 pathway is also under active
mvestigation as another mmunotherapy strategy i bladder
cancers. Neoadjuvant treatment strategies with ipiimumab in
localized bladder cancer before eystectomy demonstrated the
safety and the feasibility of this approach [15]. Collectively,
these novel therapeutic targets and treatment strategies hold
promise to improve the outcome of patients with  this
mahgnancy. However, in hght of the treatment cost ther
accurate prescnption 15 warranted and response to treatment
should be comectly assessed. It will likely be interesting to
assess the comelation of gene expression with response to
systemic therapies.

Rosenberg et al. [6] emphasized higher objective response
rates o patients with PD-L1 overexpression m IC (1C 2/
3 =5%). Although these findings are encouraging, respond-
ing patients among those with PD-L1-negative IC highlights
the importance of efforts o standardize biomarkers of
response and to identify patients who are most likely to
benefit. Litde s known on this topic in urothelial carcino-
genesis, which justifies our present study of 7 genes involved
in PD-1 and CTLA4 pathways. To our knowledge, this is the
first study to assess comelations between the gene and protein
levels of PD-1 and PD-L1. This study is of outmost

importance because expression levels and prognostic value
of PD-1 or PD-L1 stll emain controversial [2,16-18]. These
discrepancies may be explaned by differences in the
techmiques used. Immunohistochemical results may vary with
the chotce and quality of antibodies (e.g., at least 6 different
antibodies  are  available for PD-L1), and pathologist-
dependent  interpretation. Moreover, cutoff points among
assays with different anti-PD-L1 antibodies vary. However,
quantitative real-time RT-PCR 1 a sensiive, accurate, and
rapid method but 15 not always available i chinical practice.
Because the best technigue 15 not clear, we must understand
whether gene and protein expression profiles are comelated.
Our immunohistochemistry findings confirmed mRNA over-
expression for PD-1 and PD-LI in both tumor cells and
tumor-infiltrating  Iymphocytes,  with  good correlaton.
According to the optimal cutoff value, =14 membrane
staiming of IC and > 1% membrane stammg of wmor cells
are correctly 1dentified tumors with gene overexpression.

Our results regarding PD-1 pathway activation in MIBC
agree with previously published studies [16-18]. Moreover,
we observed PD-1 and CTIA4 overexpression in the same
tumor samples, with high correlaion, which reveals the
well-known costimulation of these 2 pathways in MIBC.
This pomt s particularly remarkable i light of ongoing
clinical trials based on preclinical evidence that anti-CTLA4
therapies efficiently synergize with anti-PD-1/PD-L1 anti-
bodies and provide better response rate than single therapy.

So  far, immunotherapies have been vsed only in
advanced cancer forms. However, the novel immune
checkpomt mhibitors exhibit specific and unigque mecha-
nisms of action and also feature good safety profiles, which
must be considered in cases of NMIBC [19,20]. In previous
studies, gene expression has been mainly assessed n MIBC
samples, and we have httle data on the role of immune
checkpomnts in NMIBC [16-18]. In our study, we included
an equal amount of non-muoscle-mvasive and muoscle-
invasive tissue, with recummence and progression rates in
agreement with those usually reported. We found low
overcapression of the 7 selocted genes m NMIBC tissue,
with no significant difference in mRNA expression as
compared with normal bladder tissue (except for CDS0
and PDL-2), which suggests a minor role for the immune
checkpomts in the carly stages of bladder carcinogenesis.
However, analysis of mRNA expression of the 7 selected
genes in NMIBC tssue by stige and grade showed
significant overexpression m pT1 tumors compared with
pTa tumors, especially for CTLA4 and s ligand CDS0,
which were overexpressed 3-fold in this subgroup. Over-
expression of CTLA4 was significantly associated with T1
stage and high wmor grade, so it may be a marker of
aggressiveness during urothehial carcinogenesis.

Our results should be viewed with caution in that longer
follow-up or a larger cohort of patients may be needed to
reach significance for prognostic analysis. In addiion, none
of our patients had received immunotherapy at the ome of
metastatic disease. Therefore, we could not study the value
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of our putative molecular markers as predictors of treatment
response in the MIBC cohort. Prospective clinical studies
associated with molecular evalugtion of wmors are still
needed to dissect the mechanisms of varable response rate
and identify biomarkers of clinical response. Molecular
analysis could be used similar to immunohistochemistry,
depending on the experience of the investigators and the
accessibility of the technique, because of good correlation
between mRNA and protein expression.

In conclusion, our results support the involvement of the
PD-1 and CTLA4 pathways in MIBC, with good correlation
between PD-1/PD-L1 mRNA and protein expression levels.

Appendix A. Supporting information

Supplementary data associated with this article can be
found in the online version at hitp:#dx.doi.org/10.1016/4.
urolome. 2017.01.014,
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Abstract. Promoter mutations of pleckstrin homology
domain-containing S1 (PLEKHST) are frequent in several
cancer types. To evaluate the DNA mutations, the mRENA
expression and prognostic value of PLEEHS] was evalu-
ated in bladder cancer. We investigated DNA mutations and
mRNA expression of PLEKHS] in a first series of 154 bladder
tumors [7]1 non-muscle-invasive bladder cancer (NMIBC)
and 83 musecle-invasive bladder cancers (MIBC)] from
patients who underwent transurethral bladder resection or
radical cystectomy between 2001 and 2006, and 20 normal
bladder samples. Results were then validated in a second
series of 181 bladder tumors (91 NMIBC and 90 MIBC). All
patients have signed an informed consent form. DNA muta-
tions were analysed by hizh-resclution melt analysis and
sanger sequencing. The mENA expression was measured by
real-time reverse-transeriptase quantitative PCR. The results
of the molecular analysis were compared with survival data.
PLEKHS] mutations occurred in 25.0 and 322% of NMIBC
and MIBC, respectively in the first series. These results were
confirmed in the second series (33.0 and 37.8% of WMIBC and
MIBC, respectively). In MIBC, DNA mutations were signifi-
cantly more frequent with the basal than non-basal phenctype
(61.5 vs. 27.1%:; P=0.0025). The PLEKHS] mBENA level was
mereased in 22.5 and 27.7% of NMIBC and MIBC tumors
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Key words: bladder cancer, DNA mutations, molecular marker,
progmosis, reverse transcription-PCE

but was not associated with DNA mutations. In NMIBC,
PLEEKHS] mRNA overexpression was significantly associated
with progression to muscle-invasive disease (P=0.0069) and
remained an independent prognostic factor on multivariate
analysis (P=0.034). DNA mutations of PLEKHS] occurred
in one-third of bladder tumors and was frequent in the basal
MIBC phenotype. PLEKHS] mENA overexpression may be
an independent prognostic factor of progression-free survival
in NMIBC.

Introduction

Bladder cancer is the sixth most common cause of cancer
mortality and its incidence has increased markedly in recent
decades (1,2) as well as an increasing prevalence of estab-
lished risk factors such as smoking, overweight, physical
inactivity, and changing reproductive patterns associated
with urbanization and economic development. Based on
GLOBOCAN estimates, about 141 million new cancer cases
and 8.2 million deaths occurred in 2012 worldwide. Over
the vears, the burden has shifted to less developed countries,
which currently account for about 57% of cases and 65% of
cancer deaths worldwide. Lung cancer 1s the leading cause of
cancer death among males in both more and less developed
countries, and has surpassed breast cancer as the leading cause
of cancer death among females mn more developed countries;
breast cancer remains the leading cause of cancer death among
females in less developed countries. Other leading causes of
cancer death in more developed countries include colorectal
cancer among males and females and prostate cancer among
males. In less developed countries, liver and stomach cancer
among males and cervical cancer among females are also
leading causes of cancer death. Although incidence rates
for all cancers combined are nearly twice as high in more
developed than in less developed countries in both males and
females, mortality rates are only 8 to 15% higher in more
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developed countries. This disparity reflects regional differ-
ences in the mix of cancers, which 1s affected by risk factors
and detection practices, and/or the availability of treatment.
Risk factors associated with the leading causes of cancer
death include tobaceo use (lung, colorectal, stomach, and liver
cancer. Current prognostic factors, namely TNM stage and
pathological grade, insufficiently predict outcome at the indi-
vidual level. The different outcome for patients with the same
stage and grade calls for new prognostic molecular markers
that may also serve as therapeutic targets.

Several high-throughput studies have focused on delin-
eating genomic changes and gene expression in the various
stages of bladder-cancer development and progression. Recent
genomic analyses, part of The Cancer Genome Atlas, have
identified several new target genes not previously deseribed in
bladder carcinogenesis (3-6).

Pleckstrin homology domain-containing 51 (PLEEHST) is
one of the most remarkable targets, because after telomerase
reverse transcriptase (TERT), it is the second gene of the human
genome showing frequent somatic non-coding mmtations within
its promoter (7). This gene, located on chromosome 109253,
encodes the PLEKHSI protemn with unknown function. These
rutations are single-nucleotide substitutions in the PLEKHS]
praximal promoter (in intron 1 with a non-coding exon 1 from
NM_024889.4): substitutions that effect guanine at position
Chr10: 115511590 and cytosine at position Chr.10: 115511593
from the GRCh37 {%gi9) genomic coordinate (or ¢ -20470G
and ¢ -20473C from NM_024889 4). These mutations are close
to the translation start site of the PLEKHS] gene (-3 447 and
-3,444 bp upstream of the translation start site) and are fanked
by stretches of 10 bp on both sides that are palindromie to
each other. The two PLEKHS] promoter mutations could be
considered among the most common noncoding mutations
in cancer. In bladder cancer, almost 40% of tumors could be
affected by promoter mmtations of this gene (8). However, data
on messenger ribonucleic acid (mRNA) expression levels in
bladder cancer are still lacking.

We analyzed the frequency of promoter mutations and
mRNA expression of PLEKHS] in two large series of
335 bladder tumors: 162 non-nmscle-invasive bladder cancer
(NMIEBC) (71 and 91, respectively) and 173 nmsele-invasive
bladder cancers (MIBC) (83 and 90, respectively). A retro-
spective review of patient outcomes allowed for performing
survival analyses to highlight the putative prognostic value of
this gene.

Patients and methods

Patients and samples. We analyzed samples from two series
of patients with urcthelial carcinoma of the bladder. The first
series consisted of 154 patients who had undergone transure-
thral bladder resection or a radical cystectomy in our hospital
between 2002 and 2007. Immediately after surgery, tumor
samples from each patient were frozen m hiquid mitrogen and
stored at -80°C [for DNA (deoxyribonueleic acid) and RNA
extraction] and fized in formaldehyde. Specimens of normal
bladder tissue from 20 patients undergoing surgery unrelated
to bladder tumeors (transurethral resection of the prostate, pros-
tatic adenomectomy) were used as sources of normal bladder
tissues.
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Each tumeor was reviewed by two pathologists (DD and MS)
who were blinded to the clinical outcomes. Tumors were
re-staged according to the 2009 TNM classification of bladder
tumors (9) and were graded according to the WHO 2004
tumor-grading scheme (10). Standard follow-up visits followed
current guidelines.

The second series was collected from 181 patients treated
surgically between 1988 and 2006 at Henn Mondor Hospital,
Institut Gustave Roussy (Villejuif, France) and Foch Hospital
(Suresnes, France). Pure SCC and pure adenccarcinoma were
excluded. Immediately after surgery, tumeor samples from each
patient were frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C (for
DNA and RNA extraction) and fized in formaldehyde. For
non muscle invasive cases (stage Ta or T1), TURE material
was used; for muscle invasive cases, TUREB or cystectomy
material was used, without prior necadjuvant chemotherapy,
as previcusly described in Rebouissou ef al (11).

All patients provided written informed consent. These
studies received approval from an institutional review
board, Centre d'Ethique Clinique de I'Hépital Cochin, and
was conducted according to the prineiples outhined in the
Declaration of Helsinki.

DNA mutation analysis. PLEKHS] has two mutational spots
that are well described. The assessment was performed by a
sereening with high-resolution melt (HRM) analysis followed
by Sanger sequencing of samples with a mutated profile on
HREM to validate the HRM data and determize the nomen-
clature of mutations found. The nucleotide se|uences for the
primers were for PLEKHSI-U (3-CTTCCAAGGCTGGGA
TGATCTA-3) and PLEEHSI-L (5-AAGAAAGTGCCC
ATAACAGAAATACA-3) (polymerase chain reaction (PCE)
product of 107 bp).

Real-time RT-gPCR. The theoretical basis, pnmers and PCR
consumables, RNA extraction, complementary deoxyribo-
mucleic acid (cDNA) synthesis, and PCR-reaction conditions
were previously deseribed in detail (12). One endogencus
RNA control gene was chosen, namely TEP (GenBank acces-
sion no. NM_003194), which encodes the TATA box-binding
protein. Because PLEKHS] was expressed in tumor samples
but not normal bladder tissue, values were normahzed so that
a Ct value of 35 was set to 1. Taking into account the optimal
cut-off for PLEKHSI, mENA values =100 were considered
OVEIEEPTESSI0N.

Primers were chosen with the assistance of the Oligo 6.0
computer program (National Bioseiences, Plymouth, MN). The
nmucleotide primer sequences were PLEEHSI-U (5-AAGATG
TTTAAATGCCACCCTGATG-3) and PLEEKHSI-L (53-CCA
GTCTTTAATCTTCTCCCTGTCGT-3) (PCR product of
99 bp). Experiments were performed in duplicate for each data

point.

Statistical analysis. The clinicopathologic features of NMIBC
and MIBC were tested for their association with tumor recur-
rence and survival by Student's t-test for continuous variables
or y° test for qualitative variables. The distribution of mRNA
levels was described with medians (range). Relationships
between clinical and histological variables and mRNA levels of
PLERHSI were tested by the non-parametric Mann-Whitney
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Table I. Clinieal, pathological and survival characteristies of the 71 NMIBC of the first semies.

Musele-invasive
Recurrence Progression
Charactenistic Whele population, n (%)  No recumrence, n (%) n (%) P-value* n (%) P-value®
Total population 71 (100.0) 25(352) 36(30.T) 10(14.1)
Age (years) 008
=260 56 (78.9) 19 (76.0) 27(75.0) 093 10 (100.0)
<60 15(21.1) 6 (24.0) 9250 00
Sex
Male 63 (83.7) 22 (85.0) 32(8849) 091 2(90.0) 089
Female 8(113) 3(1200 4(11.1) 1(10.0)
Smoking status
Non-smoker 33 (465) 13 (5200 15(41.7) 043 5(30.00 028l
Smoker 38 (535) 12 (48.0) 21 (583) 5(50.00
History of NMIBC
No 39 (549) 22 (85.0) 13 (36.1) =0.0001 4 (4000 031
Yes 32(451) 3(1200 23(639) 6 (60.0)
Associated pTis
No 69 (97.2) 25 (100.0) 36 (100.0) 099 8 (80.0) 0.0004
Yes 2(2.8) 000 0@ 202000
Grade
Low 25(352) 10 (40.0) 14 (389) 093 1(10.0) 007
High 46 (64.8) 15 (60.0) 22(61.1) 2(90.0)
Tumor stage
Ta 42 (59.2) 15 (60.0) 24 (66.T) 059 3 (3000 0043
Tl 29 (40.8) 10 (40.0) 12(333) T (7000

¢* test (TecuTence vs no Tecurence); * test (muscle-invasive progression vs. others). NMIBC, non-nmscle-invasive bladder cancer.

U test and Kruskal-Wallis H-test. Overall survival (OS) was
caleulated from the date of surgery until death or the last
follow-up. Recurrence-free survival (RFS) was defined as the
time from the date of surgery to the first local relapse or first
metastasis. For NMIBC, progression-free survival (PES) was
defined as the time from the date of surgery to progression
to muscle-invasive disease. Survival curves were derived
from Kaplan-Meier estimates. The log-rank test was used to
compare survival between subgroups. The prognostic impact
of mRNA levels, adjusted for the other prognostic factors, was
assessed by Cox proportional-hazards regression analysis,
estimating hazard ratios and 95% confidence intervals. The
variables significant in univariate analysis (P=0.10) were
included in multivariate analysis. Differences were considered
significant at P<0.05.

Results

Clinicopathologic characteristics of the cohorts. Complete
clinical, histological and survival data were obtained
from medical records for these 154 patients [129 men and
25 women; median age 70 vears (range, 31-91)]. Pathological
staging showed NMIBC in 71 patients (25 low-grade pTa,

17 high-grade pTa, 29 high-grade pTl) and high-grade
MIBC 1n 83 patients. For NMIBC, the median follow-up
was 574 months (range, 1-158 months; mean follow-up,
61 months). For MIBC, the median follow-up was 12.5 months
(range, 1-152 months; mean follow-up, 29 months). In the
MIBC cohort, 12 patients (14.5%) received neoadjuvant
chemotherapy before cystectomy and 25 (30.1%) received
adjuvant chemotherapy taking into account pathological
characteristics of the tumor and renal function. Clinical,
histological and survival characteristics for the first series
are presented in Tables I and II.

The second series consisted of an independent
cohort of 181 patients with bladder cancer [150 men and
31 women; median age 67 years (range, 30-95)]. Pathological
staging showed NMIBC in 91 patients (33 low-grade pla,
17 high-grade pTa, 41 high-grade pT1) and high-grade MIBC
in 90 patients. In this second cohort, molecular subgroups
{basal phenotype, called MC7, vs non-basal phenotype)
were previously determined by using the CIT (Carte
d'Tdentité des Tumeurs) classification (11) we identified an
MIBC subgroup accounting for 23.5% of MIBC, associated
with shorter survival and displaying a basal-like pheno-
type, as shown by the expression of epithelial basal cell
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Table II. Chmeal, pathological and survival charactenisties of the 83 mmscle-invasive bladder cancer of the first senes.

Dizease-free survival Owerall survival
Charactenistic Wheole population, n (%) Number of events (%) P-value® Number of events (%)*  P-value®
Total population 83 (100.0) 48 (57.8) 46 (554)
Age (years)
=260 61 (73.5) 40 (65.5) 0017 39(639) 0.009
<60 22 (26.5) (364 T(31.8)
Sex
Male 66 (79.5) 36(545) 023 38(57.6) 044
Female 17 (20.5) 12 (70.6) 8(47.1)
Smoking status
Non-smoker 34410 18 (529) 045 12(353) 0.002
Smoker 49 (59.0) 30 (61.2) 34(694)
History of NMIBC
No 59 (71.1) 30 (50.8) 0043 31(525) 041
Yes 24 (289) 18 (75.0) 15(62.5)
Associated pTis
No 73 (88.0) 43 (58.9) 059 40 (54.8) 0.76
Yes 10 (12.00 5(50.0) 6 (60.0)
Tumor stage
T2 4410 17 (50.0) 0.10 13 (38 0.009
=T3 49 (59.0) 31(633) 33(673)
Lymph node status
N- 58 (699) 27 (46.6) 0.002 25(431) 0.0006
N+ 25 (30.1) 21 (84.0) 21 (8400

“First recurrence (local or metastatic); *Death; “¢* test. NMIBC, non-muscle-invasive bladder cancer.

markers. Basal-like tumors presented an activation of the
epidermal growth factor receptor (EGFE). None patient of
the second cohort received neoadjuvant chemotherapy. As
in the first cohort, patients received adjuvant chemotherapy
taking into account pathological characteristies of the tumor
if they were eligible. Clinical and histological vanables did
not differ between the two series, except for history of NMIBC
(Table IIT).

DNA mutations of PLEKHST. DNA mutation analysis involved
103 available tumor DNA samples (44 NMIBC and 59 MIBC)
from the first series and 18 normal bladder samples, then
the 181 tumor samples (91 NMIBC and 90 MIBC) from the
second series.

In the first series, 11/44 NMIBC (25.0%) and 19/59 MIBC
(32.2%) samples had a promoter-mmtated profile (Table IV).
The PLEKHS] promoter exhibited recurrent mutations at two
genomic positions: ¢-20470 (G=A and G=C) and ¢-20+73
(C=A, C>T and C>G). NMIBC and MIBC samples did not
differ by tvpe of mutation (P=0.43).

In the second series, 30/91 WMIBC (33.0%) and
34/90 MIBC (37.8%) samples had a promoter-mutated profile
(Table IV). The DNA-mutated profile was not significantly
assoclated with elinieal parameters for patients with NMIBC

(Table V) or MIBC (Table VI). Regarding molecular subgroups
in MIBC, a DNA-mutated profile was significantly more
frequent with the basal phenotype (MCT) than the non-basal
phenotype (61.5 vs. 27.1%, P=0.0025). PLEKHS1 DNA muta-
tion was not associated with prognosis, in terms of recurrence
or progression with NMIBC and in terms of RFS or OS with
MIBC (data not shown).

mRNA expression of PLEEHS]. The mRNA expression of
PLEKHS] was assessed in the first senes (n=154). The median
mRNA PLEEHS] level was 19.7 [range, 0.0-972.6] with
NMIBC and 25.7 [0.0-2288.1] with MIBC, vs. 0.0 [0.0-21.4]
in normal bladder samples. PLEEHS] was overexpressed in
NMIBC and MIBC versus normal bladder tissue (P=0.00031
and P=0.000025), with no difference in level between NMIBC
and MIBC (P=0.51). Owerall, 22.5 and 277% of NMIBC and
MIBC tumors showed PLEKHSI overexpression (vs. 0% in
normal bladder samples, P<0.01). PLEEHS] mRNA level was
not assoclated with DNA mutations in NMIBC (P=0.39) or
MIBC (P=0.84).

Prognostic value of PLEKHSI mRNA overcxpression.
PLEEHS] mRNA overexpression was not significantly associ-
ated with clinical vanables in NMIBC (Table VII) or MIBC
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A NMIEC

Charactenstic Whole population, n (%) First series, n (%) Second senes, n () P-value"

Total population 162 (100.0) 7L (100.0) 91 (100.0)

Age (years)*
260 108 (72.0) 36(78.9) 52(65.8) 0.08
<60 42 (28.0) 15(21.1) 27342

Sex
Male 138 (85.2) 63 (88.7) 75(824) 026
Female 24 (14.8) 8(113) 16 (17.6)

History of NMIBC®
No 108 (T1.5) 39549 69 (86.3) <0 .0001
Yes 43(28.5) 245D 11(13.7)

Associated pTis®
No 134 (9371 69 (97.2) 65 (90.3) 009
Yes 9(6.3) 2028 TN

Grade
Low 58(35.8) 25(352) 33(363) 0.89
High 104 (64.2) 46 (64.8) 58(63.7)

Tumeor stage
Ta 92(56.8) 42(59.2) 50(54.9) 059
T1 T0(43.2) 29 (40.8) 41 (45.1)

B.MIBC

Charactenstic Whole population, n (%) First senies, n (%) Second senies, n (%e) P-value"

Total population 173 (100.0) 83 (100.0) 90 (100.0)

Age (years)’
260 124 (73.8) 6l (73.5) 63 (74.1) 093
=60 44(26.6) 22(26.5) 22259

Sex
Male 141 (81.5) 66 (79.5) 75(833) 052
Female 32(18.5) 17 (20.5) 15(16.7)

History of NMIBC*
No 135 (844 Ti(88.0) 62 (80.5) 020
Yes 25(15.6) 10 (12.0) 15(195)

Associated pTis'
No 135 (844 Ti(88.0) 62 (80.5) 020
Yes 25(15.6) 10 (12.0) 15(19.5)

Tumor stage
T2 66 (38.2) 34410 32(356) 046
2T3 107 (61.8) 49 (59.00 58 (64.4)

Lymph node status®
N 93(63.7) 58(695) 35(558) 0.07
N 53(36.3) 25(30.1) 28 (444

“Data available for 79 patients: “data available for 80 patients; “data available for 72 patients, in the second series: “data available for 85
patients; “data available for 83 patients; 'data available for 77 patients; fdata available for 63 patients, in the second series. % test. NMIBC,
non-muscle-invasive bladder cancer; MIBC, muscle-invasive bladder cancer.

(Table VIII). With NMIBC, PLEKHS] overexpression was
assoclated with worse PFS on nmivaniate analysis (P=0.0069)
(Fig. 1). Five- and 10-vear PES rates were 72.4 and 38.8%

with PLEKHS] overexpression versus 88.9 and 88.7% without
PLEEKHSI overexpression. Other clinical variables affecting
PFS on umivariate analysis with P<0.10 on log-rank test
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Table IV. Frequency of mutations in the PLEKHS] promoter in the two seres.

First semes (n=103) Second series (n=181)

PLEKHS] profile Mutated n (%)  MNot mutated n (%) P-value®* Mutated n (%) Not mutated n (%) P-value*

All tumors 30(29.1) T3(709) 64 (354) 117 (64 .4)
NMIBC 11 (25.00 3BI50 043 30 (33.00 61 (67.0) 050
MIBC 19 (322 40 (67.8) (378 36 (62.2)

** test. PLEEHS], pleckstrin homology domain-containing 51; NMIBC, non-mmiscle-invasive bladder cancer; MIBC, muscle-invasive
bladder cancer.

Table V. Association of chinicopathological vanables and PLEEAS] DNA mutated profile with NMIBC from the second senies.

Charactenstic Total population, n (%) PLEKHSI mutated, n (%) Not nutated, n (%) P-value*

Total 91 (100.0) 300330 61 (67.0)

Age (years)”
260 521065.8) 17327 35(67.3) 095
<60 27342 9(333) 18 (66.7)

Sex
Male T5(82.4) 26(35.1) 48 (64.9) 074
Female 16(17.6) 4(26.7) 11(73.3)

History of NMIBC:
No 69 (86.3) 26 (37.7) 43(623) 036
Yes 11137 2(182) 0(81.8)

Associated pTis?
No 65(90.3) 21{323) 44(67.7) 037
Yes 70D 4(57.1) 3429

Grade
Low 33(363) T(212) 26(78.8) 01098
High 5810637 21(382) 34(61.8)

Tumor stage
Ta 500549 14 (28.00 36(72.0) 027
Tl 41(45.1) 16 (39.00 25(61.0)

Phenotype®
Basal 1(13) 0(0.00 1 (100.09 0.76
Non-basal T8(98.7) 26(333) 52(66.7)

*¢* test. "Data available for 79 patients; “data available for 80 patients; “data available for 72 patients; “data available for 79 patients. PLEKHSI,
pleckstrin homology domain-containing 51; NMIBC, non-muscle-mvasive bladder cancer.

meluded T stage and grade and were retained for multivariate
analysis. On multivariate analysis, PLEKHS] overexpression
remained an independent prognostic factor of PES (P=0.034)
(Table IX).

Ovwerall, 21/28 patients (75%) who received Bacillus
Calmette-Guerin (BCG) therapy showed recurrent NMIBC
oI progression to an invasive tumor during follow-up,
mncluding 15 (53.6%) within the first 2 years. The median
PLEKHS] mRNA level was higher but not significantly with
BCG-refractory tumer or early recurrence (<24 months)

than for BCG responders (no recurrence or >24 months):
40 8 [range, 0.0-375.5] ws. 15.2 [0.6-381.6] (P=0.80).

With MIBC, PLEKHS] oversxpression was not assoclated
with RFS or OS5 (P=0.33 and P=0.057, respectively).

Discussion
Mutations of PLEKHS! are non-coding and are located

in the gene promoter and therefore cannot be detected by
whole-exome analyses. This is also the case for non-coding
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Table VI. Association of climeopathelogical vanables and PLEXHST DNA mutated profile with MIBC from the second senes.

Charactenistic Total population, n (%) PLEKHST mutated, n (%) Mot mutated, n (%) P-value®

Total 90 (100) 34 (64 8) 56 (352)

Age®
260 63 (74.1) 26 (41.3) 37(58.T) 024
=60 22(259) 6(27.3) 16 (72.7)

Sex
Male 75(83.3) 29 (387 46 (61.3) 070
Female 15(16.7) 5(333) 10 (66.7)

History of NMIBC®
No 71 (85.5) 26 (36.6) 45(634) 038
Yes 12(14.5) 6 (50.0) 6 (50.00

Associated pTis®
No 62 (80.5) 25 (40.3) 37397 0.62
Yes 15(19.5) 5(333) 10 (66.T)

Tumeor stage
T2 32(35.8) 16 (50.0) 16 (50.00 0076
=T3 58 (64.4) 18 (31.00 40 (69.0)

Lymph node status®
N- 35(55.0) 14 (40.0) 21 (60.0) 052
N+ 28 (44.4) 9(32.1) 19 (679

Phenotype'
Basal 26 (30.6) 16 (61.5) 10 (38.5) 00025
Non-basal 59 (69.4) 16 (27.1) 43(729)

“* test. "Data available for 85 patients; “data available for 83 patients; “data available for 77 patients; “data available for 63 patients; 'data
available for 85 patients. PLEEHSI, pleckstrin homology domain-containing 51; MIBC, muscle-invasive bladder cancer.

PLEEH51 no mRNA overexpression

PLEKH51 mRNA overexpression

%

100

75

50

25 P=0.0069

1] T T T T T
] 24 48 72 96 120
Months

Figure 1. Progression-free survival with non-muscle-invasive bladder cancer by PLEKHS! mENA expression. PLEEAS], pleckstrin homaology

domain-containing 51.

mutations located on the upstream regulatory sequences for
genes such as TERT, WD repeat domain 74 (WDR74) and
succinate dehydrogenase complex subunit D (SDAD) (8). Point
mutations in the TERT promoter are the best known and occur
n a subset of tumers with clinical interest. In bladder urothe-
lial carcinomas, almost two thirds of tumors show somatie test
mutations (13).

To our knowledge, this is the first study to assess PLEKHS1
DNA mutations and mRNA expression in bladder cancer. This
assessment 1s of outmost importance because the assoclation
of gene expression and the prognostic impact of promoter
nutations in the cancer remain unkmown. Whole-genome
sequencing of non-coding somatic mutations, rather than these
exome studies, might provide answers to these deliberations.
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Table VII. Association of elincopathological variables and PLEKHS] mRNA level with NMIBC from the first series.

Total PLEKHS] mENA PLEKHS] mRNA

Charactenistic population, n (%) no oversxpression, n (%) overexpression, n (%) P-value®

Total 71 (100) 55(77.35) 16(22.5)

Age
260 56 (78.9) 43 (76.8) 13(233) 079
=60 15(21.1) 12 (80.0) 3(2000

Sex
Male 63 (85.7) 48 (76.2) 15(23.8) 079
Female B(113) T(8735) 1(1235)

Smeking status
Non-smoker 33 (465) 25 (75.8) 8241 0.75
Smoker I8 (535) 30 (7R 8(21.1)

History of NMIBC
No 39 (549) 31 (79.5) 8(205) 0.65
Yes 32 (45.1) 24 (75.0) 8(25.0

Associated pTis
No 69 (97.2) 54 (78.3) 15(21.7 035
Yes 2(28) 1 (50.0) 1(50.)

Grade
Low 25(352) 21 (84.0) 4(16.0) 033
High 46 (64.8) 34(73.9) 12(26.1)

Tumeor stage
pTa 42 (59.2) 35(83.3) 7(16.7) 015
pT1 20 (40.8) 20 (69.0) 9(31.m

*¢* test. PLEKHSI, pleckstrin homology domain-containing $1; NMIBC, non-muscle-invasive bladder cancer.

We investigated DINA mutations and mRNA expression in
a large senes of 154 bladder cancer cases. The results of DNA
analysis were then validated in an independent second series
(n=181). In these two series, tumors were half non-muscle
invasive and half musele invasive. Charaeteristies of both
populations are consistent with urothelial carcinoma presenta-
tion. Moreover, we observed the classical prognostic factors
(TNM stage and grade).

We showed a high frequency of promoter DINA mutations
for PLEKHS], detected 1n about one-third of bladder tumors
(WMIBC and MIBC). Our results are consistent with the
princeps study of Weinhold ef al deseribing PLEEHS] DNA
mutations in 8/20 samples (40%) of bladder cancer (8). This
high rate of DNA mutations supports the concept of an essential
mvolvement of this gene in bladder carcinogenesis, possibly
similar to human TERT. It 1s also of interest as a biomarker to
detect circulating tumor DNA that can be used for a variety of
climical and research purposes for bladder cancer.

In our study, PLEEH 5] nutations were particularly frequent
with the basal MIBC phenctype, which is kmown to have poor
prognosis but is associated with improved survival after necad-
Juvant chemotherapy (14). Further research is needed to assess
the role of PLEKHS] in the chemosensitivity of MIBC.

PLEKHS] mRNA was overexpressed in approximatively
one-quarter of bladder tumors, regardless of stage and grade.

As well, the expression was particularly high in some tumor
samples, but normal bladder tissue showed very low levels.

Although the rates of mutations appear to be almost the
same as the proportion of mRNA overexpression, we did
not find an association between DNA alterations and mRNA
expression. This is an unexpected result suggesting that
mutations in the PLEKAS] promoter probably do not affect
transeniption and are not responsible for the inereased mRNA
expression 1n our bladder tumor series. Our results disagree
with those of Weinhold ef al., who showed PLEKHS] muta-
tions inversely correlated with mRNA expression level in
a small series of 20 bladder tumors (8). In contrast, somatic
nmutations in the TERT promoter increased the expression of
telomerase (13).

In NMIEBC, PLEEHS! overezpression was assoclated
with poor prognosis and increased risk of progression to
muscle-invasive disease. The overexpression remained an
independent prognostic factor on multivanate analysis,
which is quite remarkable. Indeed, except for TNM stage
and pathological grade, we have no molecular markers
to distinguish tumers that would be able to progress in
muscle-invasive disease during follow-up. This is especially
crucial for pT1 high-grade tumors, which have been shown
to progress in 30 to 50% of cases during the first 5 years.
Early identification of patients at risk of disease progression
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Table VIII. Association of chinicopathelogical vanables and PLEEHS] mRNA level with MIBC from the first semes.

Total PLEEHST mENA PLEEHS] mRENA

Charactenstic population, n (%) no overexpression, n (%) overexpression, n (%) P-value*

Total 23 (100) 60 (72.3) 2327

Age
=60 a6l (735) 44(72.1) 17(279) 096
=60 22(265) 16(72.7) 6(27.3)

Sex
Male 66 (79.5) 45 (68.2) 21 (31.8) 010
Female 17 (20.5) 15 (88.2) 2(11.8)

Smeking status
Non-smoker 34 (4100 23 (67.6) 11 (324 043
Smoker 49 (59.00) 37(75.5) 12(24.5)

History of NMIBC
No 59 (71.1) 30 (66.1) 20(33.9) 005
Yes 24 (289) 21 (87.5) 3(12.5)

Associated pTis
No T3 (B5.0) 52(71.2) 21(28.7) 056
Yes 10 (12.0) g (8000 22000

Grade
Low 34 (41.0) 25(73.5) 2(26.5) 083
High 49 (59.0) 35(71.4) 14 (28.6)

Tumor stage
pTa 58 (69.9) 30 (68.4) 19(32.8) 012
pT1 25(30.1) 21 (84.00 4(16.00

*¢* test. PLEKHSI , plecksirin homology domain-containing 51; NMIBC, non-muscle-invasive bladder cancer.

Table X . Cox proportional-hazards regre ssion analysis of factors
affecting progression-free survival with non-mmscle-invasive
bladder cancer.

Progression-free survival
Prognostic factor HE 95% CI P-value
T stage 392 (0.79-1936) 0093
Grade 219  (020-2458) 052
PLEEHS] overexpression 401 (1.11-1450) 0034

PLEKHSI, pleckstrin homology domain-containing 51; HE, hazard
ratio.

may lead to more agzressive therapeutic strategies, such as
early cystectomy. One of the main issues is the potential
response of these tumors to BCG therapy. In our series, even
though PLEKHS] mRNA expression was three times higher
with early recurrent or refractory tumor than other tumors,
PLERKHSI was not a significant predictive factor of response
to BCG therapy. However, the small number of patients who
received BCG may explain the lack of statistical power in
our study.

One limitation of our study is that a longer follow-up or a
larger cohort of patients may be needed to show significance,
especially for pT1 tumors and response to BCG. To confirm
these data, prospective clinical studies associated with a
molecular evaluation of tumors are needed. We tried to assess
protein expression by western blot analysis and immunchis-
tochemistry, but the two primary anti-PLEKHS] antibodies
used (Le., HPAD37583, Sigma and HOO079949-TOL, Abnova)
showed no specific protein bands on western blot analysis or
on immunostaining (data not shown), which suggests no quali-
tative antibody available for PLEKHS]1. Functional analyses
should probably be done in parallel to investigate the role of
PLEKHSI in carcinogenesis. Recently, Grossmann et al. 1den-
tified an interaction between PIK3R3 (p55c regulatory subumnit
of PI3 kinase) and PLEKHSI (15), but the significance of this
protein interaction remains uncertain. In our series, even if
PLEKHS] mutations were significantly more frequent with
the basal than non-basal MIBC phenotype, we did not identify
any other assoeciated gene or pathway alterations. Therefore,
despite its prognostic value, PLEKHS] cannot be considered a
therapeutic target at this time.

Owur results support the involvement of PLEKHS] in
bladder carcinogenesis. DNA mutations were observed in
almost one-third of bladder cancers and approzimately
one quarter of NMIBC and MIBC tumors showed mENA
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overexpression. In MIBC, PLEKHS] mutations seem frequent
with the basal phenotype. In NMIBC, PLEKHS] overexpres-
sion may be an independent prognostic factor of progression
to mmscle-invasive disease. Our study has many biases since
it 15 a retrospective clinieal study, small cohort and can only
be considered as a preliminary study. The clinical interest
remains to be demonstrated by a prospective study centered
on high grade NMIBC. Further studies are needed to dissect
the mechanisms of action and the specific role of PLEKHS] in
bladder carcinogenesis and to develop therapentic inhibrtors.
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