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Abbréviations 

ARS : artères rectales supérieures  

ARM : artères rectales moyennes  

ASM : artère sacrée moyenne  

CCR : Cancer colorectal 

CT : Core of the Tumor 

DFS : Disease Free Survival, survie sans récidive 

ESMO : European Society for Medical Oncology 

ICI : Immune Checkpoint Inhibitor 

IM: Invasive Margin 

IS : Immunoscore 

ISB : Immunoscore biopsy 

LARC: Locally advanced Rectal Cancer 

MDSC (myeloid-derived suppressor cells) 

MCI : Molécule de costimulation inhibitrice 

MDSC (myeloid-derived suppressor cell)  

nRCT: Radiochimiothérapie néoadjuvante 

OS : Overall Survival, survie globale 

RCT : Radiochimiothérapie 

TAA : Tumor Associated Antigen, antigens associés à la tumeur 

TAM (Tumor-associated macrophages)  

TME : Total Mesorectal Excision 

TNM : Tumor-Node-Metastase 

VEGF : Vascular endothelial growth factor 

WSI: Whole Slide Imaging 

W&W : Stratégie Watch and Wait de préservation d’organe 
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PARTIE I. Le cancer colorectal : focus sur le cancer du rectum 

 
A. Le rectum : anatomie 
 
Le rectum, partie terminale du tube digestif, s’étend depuis le côlon sigmoïde auquel il fait 

suite au niveau de la troisième vertèbre sacrée jusqu’à l’orifice anal (bord supérieur de 

l’appareil sphinctérien) (Delmas, 2006). Le rectum comprend le rectum péritonéal et le 

rectum sous péritonéal.  

L’ampoule rectale longue de 12 à 14 cm est un segment dilaté du tube digestif qui s’élargit 

d’abord progressivement de haut en bas à partir de la jonction recto-sigmoïdienne puis se 

rétrécit progressivement avant la traversé du releveur. Revêtu de péritoine sur la partie 

supérieure de sa face antérieure et de ses faces latérales, le rectum est dépourvu de péritoine 

sur toute sa face postérieure et sur la partie inférieure du reste de la circonférence.  
 

Le mésorectum est une entité anatomique correspondant à un tissu périrectal cellulograisseux 

entourant le rectum sous la ligne de réflexion péritonéale. Il est principalement développé sur 

les faces latérales et postérieures du rectum. Le mésorectum contient les ganglions 

lymphatiques mais également les branches vasculaires et nerveuses destinées au rectum. Le 

mesorectum est entouré par le fascia recti. Le fascia recti est séparé du fascia pelvien par un 

plan quasiment avasculaire (Figure 1). L’exérèse totale du mésorectum (TME) décrite par 

Heald et al. en 1982 utilise une dissection faite dans ce plan (Heald et al., 1982). La 

dissection dans ce plan, le « holy plane » de Heald, diminue le risque d’ouverture du fascia 

recti et diminue l’effet de cône qui est une dissection vers le bas se rapprochant 

progressivement du rectum en laissant latéralement une partie du mésorectum (Nagtegaal et 

al., 2002).  
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Le rectum se divise en haut, moyen et bas rectum (Figure 2). Les examens les plus fiables 

pour explorer les différents étages du rectum sont le toucher rectal, la rectoscopie rigide 

(l’utilisation d’un endoscope souple expose à de nombreuses erreurs en pratique), 

l’échographie endo-rectale et l’IRM. L’examen TDM est moins performant que l’IRM pour 

visualiser la tumeur.  

 

Dans le cas d’une tumeur du rectum le siège de la tumeur est défini à partir de son pôle 

inférieur : 

• bas rectum : 0 à 5 cm de la marge anale ou à 2 cm ou moins du bord supérieur du 

sphincter, localisation périnéale.   

• moyen rectum : > 5 à 10 cm de la marge anale ou  > 2 à 7 cm du bord supérieur du 

sphincter, partie qui descend jusqu’au bord supérieur des muscles releveurs de l’anus et qui 

est sous-péritonéale. 

• haut rectum : > 10 à 15 cm de la marge anale ou à plus de 7 cm du bord supérieur du 

sphincter, situé au-dessus du cul-de-sac de Douglas. 

• jonction rectum-sigmoïde : > 15 cm ou au-dessus du corps de la 3ème vertèbre sacrée. 

Figure 1. Espaces périrectaux, coupe sagittale du pelvis masculin, vue de gauche. Schunke M, et al. Promethius 
LernAtlas der Anatomie, vol. 2. 3rd ed. Stuttgart: Thieme Publ.; 2012 
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Figure 2. Le rectum se divise en 3 parties : haut, moyen et bas rectum (Oronsky et al. 2020) 

 
Ces considérations anatomiques ont leurs importances dans la prise en charge des cancers du 

rectum, car la position exacte de la tumeur détermine la stratégie thérapeutique (mise en place 

d’un traitement néoadjuvant, le type de chirurgie, les possibilités de conservation 

sphinctérienne…). 

 

B. Epidémiologie du cancer du rectum 
 

Le cancer colorectal (CCR) est le 3ème cancer le plus fréquent chez les hommes et le 

deuxième chez les femmes, représentant près de 10% des tumeurs (Ferlay et al., 2018a). En 

2018, dans le monde environ 1,8 millions de nouveaux cas de CCR ont été diagnostiqués et 

881 000 décès associés au CCR ont été rapportés (Bray et al., 2018). Il s’agit de la seconde 

cause de décès par cancer dans la société occidentale (Ferlay et al., 2018b). 

Dans environ un tiers des cas, le cancer colorectal est localisé au niveau du rectum 

(Brenner et al., 2012). En Europe, environ 100 000 nouveaux cas de cancers du rectum sont 

diagnostiqués par an. En France, l’incidence des cancers du rectum est voisine de 15 000 

nouveaux cas par an. Tous stades confondus, la probabilité de survie à 5 ans est 

d’environ 55% (Allemani et al., 2018; Bouvier and Launoy, 2015). Le cancer du rectum 

expose non seulement à une diffusion métastatique (hépatique et pulmonaire principalement) 

mais aussi à des récidives locales très invalidantes et en général non résécables. 
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Bien que l'incidence du CCR augmente rapidement dans de nombreux pays à revenu 

faible et intermédiaire, elle s'est stabilisée ou a diminué dans de nombreux pays à 

revenu élevé, dont l'Australie, la Nouvelle-Zélande, les États-Unis et plusieurs pays d'Europe 

occidentale (Arnold et al., 2017; Siegel et al., 2020). Cette baisse de l'incidence, qui 

s'explique par une diminution de la fréquence de la maladie chez les personnes âgées de 50 

ans ou plus, a été largement attribuée à la mise en œuvre de programmes de dépistage des 

polypes précancéreux, bien que d'autres facteurs aient pu y contribuer (Figure 3).  

Des données récentes suggèrent cependant que l’incidence du CCR augmente sensiblement 

chez les jeunes adultes (<50 ans) (Araghi, 2019; Vuik et al., 2019). D’après l’étude de Vuik 

et al. publiée en 2019, en moyenne l’incidence du CCR a augmenté entre les années 2004 et 

2016 de 7,9% par an chez les adultes de 20-29 ans, de 4,9% chez les 30-39 ans (2005-2016) 

et de 1,6% chez les 40-49 ans (Vuik et al., 2019). Les mêmes observations ont été faites par 

l’équipe de Araghi et al. (Araghi, 2019). Les causes de cette augmentation ne sont pas encore 

établies mais plusieurs hypothèses sont retenues, notamment l’augmentation de la prévalence 

du surpoids et de l’obésité chez les jeunes adultes, la consommation de viande rouge, de 

viande transformée, l’alcool, le tabagisme, la cuisson de la viande à haute température, la 

consommation de de graisses alimentaires, et la diminution de l'activité physique et de la 

consommation de fibres alimentaires (Huxley et al., 2009).  

 
Figure 3. Tendances de la prévalence de la coloscopie (2000-2018) et des taux d’incidence des cancers 

colorectaux (2000-2016), chez les adultes de plus de 50 ans aux États-Unis. (Siegel et al., 2020) 
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C. Diagnostic du cancer du rectum 
 

Le diagnostic du cancer du rectum se fait soit devant des signes cliniques évocateurs soit  

dans le cadre du dépistage organisé du CCR par la recherche de sang occulte dans les 

selles par un test immunologique tous les deux ans entre 50 et 74 ans. Dans la population à 

risque le dépistage est alors individuel et implique une consultation spécialisée et des 

examens plus approfondis (Tableau 1) 

 
Tableau 1 Stratégies de dépistage du CCR en France 

 

Plusieurs examens complémentaires sont indispensables dans le cadre du diagnostic de CCR : 

la coloscopie, l’IRM rectal et le TDM thoraco-abdomino-pelvien. 

La coloscopie totale sous anesthésie générale complétée par une rectoscopie rigide permet de 

réaliser des prélèvements biopsiques multiples (au moins 9) d'une lésion suspecte pour 

examen anatomopathologique, essentiel au diagnostic de cancer. Ces prélèvements 

biopsiques réalisés après préparation colique à base de PEG (polyéthylèneglycol ou 

macrogol) ou de laxatifs osmotiques vont constituer les premiers échantillons disponibles 

pour une évaluation de la tumeur et de son microenvironnement avant tout traitement 

néoadjuvant ou chirurgie. Plusieurs études ont montré l’efficacité et la sécurité de la 

préparation intestinale (Saltzman et al., 2015), cependant cette préparation est susceptible de 

modifier l’écosystème colique. Des études récentes ont montré que cette préparation colique 

induisait une modification du microbiome intestinal et des métabolites (Drago et al., 2016; 

Mai and Stine, 2015; Nagata et al., 2019; O’Brien et al., 2013).  Aucune étude n’a analysé 

l’impact de cette préparation colique sur le microenvironnement tumoral notamment sur la 

composition des infiltrats tumoraux. 
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La coloscopie permet également de mesurer la lésion, de recherche une extension 

circonférentielle, la distance entre le pôle inférieur de la lésion et la marge anale (rectoscopie 

rigide). L’IRM pelvienne est l’examen de référence et doit être systématique. Elle 

conditionne la suite de la prise en charge personnalisée en établissant un bilan d’extension 

locorégional, l’évaluation de la « résécabilité » tumorale et le choix du traitement 

néoadjuvant. Le bilan d’extension comporte également la recherche de métastases à distance, 

hépatiques et pulmonaires par un scanner thoraco-abdominal. Ainsi, le bilan pré-

thérapeutique permet d’établir une classification cTNM de la tumeur, et conditionne la prise 

en charge thérapeutique. 

Cette classification cTNM sera complétée par la classification ycTNM, dans les cancers du 

rectum localement avancés où un traitement néoadjuvant par radiochimiothérapie (nRCT) est 

instauré.  Cette évaluation réalisée en imagerie renseigne sur la qualité de la réponse locale au 

traitement néoadjuvant et s’assure de l’absence d’évolution métastatique durant le traitement 

néoadjuvant. Enfin, la classification finale pTNM ou ypTNM (si traitement néoadjuvant) est 

établie, selon l’analyse anatomopathologique de la pièce opératoire.  

Il est à noter qu’un très faible nombre de paramètres biologiques systémiques ou issus 

de l’analyse de la tumeur ou de son microenvironnement est requis pour élaborer une 

stratégie thérapeutique.  

Il s’agit de réaliser la recherche d’un déficit réparation de mésappariement de l’ADN (dont 

l’instabilité microsatellitaire (MSI) est la conséquence) effectuée aussi bien par biologie 

moléculaire que par immunohistochimie (détection des protéines hMLH1, hMSH2, hMSH6 

et hPMS2), les deux méthodes étant à la fois complémentaires et très bien corrélées (Bibeau 

et al., 2012; Dedeurwaerdere et al., 2021), bien qu’une instabilité des microsatellites (MSI 

ou dMMR) soit beaucoup plus rare dans les cancers du rectum (1 à 3%) que dans les 

cancers du côlon (15%). L’étude des mutations de RAS et BRAF sont utiles en cas de 

maladie métastatique (Allegra et al., 2009). 

 

D. Prise en charge thérapeutique 
 

Au cours des vingt dernières années, la prise en charge du cancer du rectum a beaucoup 

évolué du point de vue de l’investigation clinique mais également thérapeutique. Les 

éléments clés de ces modifications sont les améliorations de la stadification préopératoire, de 

la technique chirurgicale, de l'évaluation histopathologique de la pièce réséquée et de la 

combinaison de traitements multimodaux pour améliorer les résultats à long terme. 
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La prise en charge du cancer du rectum dépend du siège de la tumeur, du stade cTNM établi 

après l’examen clinique, les examens radiologiques complémentaires (echo-endoscopie, 

IRM) et du bilan d’extension pré-thérapeutique. Elle repose également sur l’opérabilité du 

patient. La prise en charge du cancer du rectum dépend également du pays, dans tous les cas 

une approche multidisciplinaire doit être privilégiée car elle offre de meilleures possibilités 

de contrôle de la maladie (Valentini et al., 2009). Les dernières recommandations 

européennes en terme de prise en charge du cancer du rectum datent de 2012 suite à la 

conférence internationale « Multidisciplinary Rectal Cancer Treatment : looking for a 

europeen consensus » (EURECCA-CC2) (Valentini et al., 2009) et en 2017 par l’ESMO 

(Glynne-Jones et al., 2017). 

 

Ainsi, pour les cancers très précoces (cT1 sm1, N0, cf Annexes) l’option thérapeutique 

privilégiée est l’exérèse locale par voie trans-anale, d’autres options thérapeutiques telles que 

la résection du rectum avec conservation du sphincter ou une radiothérapie de contact 

associée ou non à une radiothérapie externe peuvent être envisagées. 

Pour les tumeurs précoces (T1 sm2-3, T2N0 ou mrT3 a-b N0, < 4cm) le risque métastatique 

est considéré comme faible, le traitement standard est la résection antérieure du rectum pour 

les T2 et T3 a-b du haut rectum et pour les T2 du moyen et du bas rectum. Un traitement 

néoadjuvant total (radiochimiothérapie néoadjuvante (nCRT) puis chimiothérapie 

adjuvante) est prescrit pour les patients présentant une tumeur T3. 

Pour les tumeurs localement avancées (T3-4 et/ou N+) un traitement néoadjuvant total 

(TNT) est le traitement de référence associant chimioradiothérapie néoadjuvante puis 

une chimiothérapie adjuvante suivant l’exérèse complète du mésorectum par TME. 

 

1) Le traitement de référence 
 

L’exérèse par TME (Total Mesorectal Excisison) a longtemps été le traitement de référence 

dans le cancer du rectum (Heald, 1979). Depuis 2004, la radiochimiothérapie néoadjuvante 

(nRCT) avec 5-fluorouracile (5-FU) a été adoptée comme traitement de référence en 

complément de la chirurgie dans le cas des cancers du rectum localement avancés. En effet, 

l'essai clinique allemand de phase 3 sur le cancer du rectum CAO/ORO/AIO-94 (Sauer et al., 

2003) et deux autres essais de confirmation (Bosset et al., 2005; Gerard, 2006), ont montré la 

supériorité de la nRCT par rapport à la RCT adjuvante. La radiothérapie peut être administrée 

soit en cure courte (« short course radiotherapy », SCRT 25 Gy en 5 fractions), soit en cure 
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longue (« long course radiotherapy », LCRT 45-50 Gy en 25 fractions) avec une 

chimiothérapie concomitante. 

La nRCT induit une diminution de la taille tumorale associée à une augmentation du taux de 

résécabilité, une augmentation du taux de conservation sphinctérienne et une amélioration 

secondaire de la qualité de vie des patients (Bosset et al., 2005; Wichmann et al., 2002).  

La nRCT a permis d'améliorer la qualité de vie des patients atteints de cancer du 

rectum en augmentant la préservation sphinctérienne ainsi qu'un bon contrôle local de 

la maladie, malheureusement sans bénéfice sur la survie (Cammà et al., 2000; Kapiteijn et 

al., 2001, 1997). 

 
2) Place de la chimiothérapie adjuvante et de la thérapie néoadjuvante totale 

(TNT) 
 

L'utilisation d'une chimiothérapie adjuvante afin d'éradiquer toute micro-métastase est 

encore sujette à débat (Boustani et al., 2016; Minsky, 2019; Turner et al., 2019). Les 

recommandations actuelles du National Comprehensive Cancer Network (NCCN) (Benson et 

al., 2020) préconisent -dans le cadre d’un cancer du rectum localement avancé- une 

chimiothérapie adjuvante après une nRCT et une chirurgie radicale, en se basant 

principalement sur des preuves extrapolées à partir d'études sur le cancer du côlon (Group, 

2007; QUASAR Collaborative Group, 2007; Taal et al., 2001). Cependant, l'évolution 

clinique et la biologie des tumeurs du côlon et du rectum diffèrent considérablement. 

Par conséquent, l'extrapolation de la chimiothérapie adjuvante dans le cancer du rectum doit 

être considérée comme une entité distincte (Milinis et al., 2015). Parmi les cinq essais 

européens récents (CHRONICLE, QUASAR, EORTC 22921, PROCTO-SCRIPT, I-CNR-

RT), un seul (QUASAR) a trouvé une augmentation significative de la survie dans le groupe 

chimiothérapie adjuvante. Plusieurs méta-analyses n'ont pas mis en évidence de 

différences en termes de survie sans récidive (DFS) et de survie globale (OS) en présence 

de traitement adjuvant (Breugom et al., 2015; Bujko et al., 2015), laissant l'option du 

traitement adjuvant toujours en débat.  

Afin d'optimiser le schéma de traitement pour améliorer la DFS et l’OS des patients, 

plusieurs petits essais ont testé une approche de "thérapie néoadjuvante totale" (TNT) 

dans laquelle une chimiothérapie d'induction systémique précède la nCRT et la résection 

(Cercek et al., 2014; Fernandez-Martos et al., 2015; Maréchal et al., 2012; Nogué et al., 2011; 

Perez et al., 2017). 
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Cette option, pourrait être bénéfique dans la prévention ou l'éradication précoce des 

micrométastases, induire une réponse clinique pathologique (pCR) plus élevée (Petrelli, 

2020), et faciliter l'acte chirurgical. Un inconvénient potentiel de cette approche intensive est 

la possibilité de sur-traiter un patient avec un cancer du rectum de stade II à faible risque. De 

grands essais de confirmation sont nécessaires avant de formuler une recommandation forte 

en faveur de la TNT. 

 

3)  Curiethérapie à haute dose et RT de contact  
  

Différents moyens permettant d'intensifier le traitement préopératoire notamment par 

différentes options de radiothérapie sont en cours d’évaluation (Tam and Wu, 2019). La 

curiethérapie endorectale (ou brachythérapie) permet d'augmenter la dose de rayonnement 

au niveau de la tumeur. Un essai de phase III a montré que la curiethérapie était réalisable 

sans augmentation de la toxicité (Jakobsen et al., 2012). Une dose d'irradiation de 60 Gy plus 

un « boost » endorectal de 5 Gy sur la tumeur ont permis d'obtenir une réponse clinique 

complète (RCC) chez 78 % des patients, un taux plus élevé que celui rapporté dans les essais 

avec la dose d'irradiation traditionnelle (Appelt et al., 2015). 

 

Une autre option est la radiothérapie de contact (CXRT) (Gerard et al., 2004; Gérard, 

2019; Gérard et al., 2011), popularisée par Jean Papillon à Lyon (France) qui a utilisé un 

appareil à rayons X portable de 50 kV. Avec cette technique, une préservation d’organe a été 

obtenue chez 62 % des patients; 11 % des patients ont présenté une récidive locale, contre 30 

% après une chimioradiothérapie classique (Sun Myint et al., 2017). L’approche CXCRT a 

le potentiel de réduire la dose délivrée aux tissus sains et ainsi diminuer la toxicité. Elle 

est principalement utilisée dans le cadre d'un traitement adjuvant après une excision locale 

chez les patients pour lesquels une chirurgie radicale n'est pas indiquée en raison de l'âge ou 

d'un mauvais état général. 

 

4) Nouvelles options thérapeutiques : l’Immunothérapie 
 
Si l'immunothérapie a permis des améliorations considérables dans de nombreux cancers, 

tels que le mélanome (Ott et al., 2013) ou le carcinome pulmonaire non à petites cellules 

(NSCLC) (Ettinger et al., 2019), cette option thérapeutique est en cours d’évaluation dans 

les CCR. Les immunothérapies actuelles, qui ciblent PD-1 ou PD-L1 ou CTLA-4, ont 
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l’autorisation de mise sur le marché (AMM) dans les tumeurs solides avec instabilités 

microsatellitaires. La présence d’une instabilité microsatellitaire confère en effet une 

sensibilité particulière aux immunothérapies. Dans les CCR, l’utilisation des 

immunothérapies s’est principalement limitée aux stades métastatiques où de bonnes 

réponses ont pu être observées surtout chez les patients présentant un statut MSI+ (Le et al., 

2015; Overman et al., 2018). Très récemment,  l’essai de phase III (KEYNOTE-177), a 

montré la supériorité du pembrolizumab par rapport à une chimiothérapie standard 

chez les patients atteints de CCR métastatique MSI (survie sans progression 16.5 mois vs 

8.2 mois) (André et al., 2020). 

Bien que la grande majorité des cancers du rectum aient un statut microsatellitaire de type 

MSS (Microsatellite stable) le traitement néoadjuvant -traitement de référence dans les 

cancers du rectum localement avancés-, fournit un argument pour évaluer les 

immunothérapies chez les patients atteints d’un cancer du rectum localement avancé (LARC) 

avec statut MSI ou MSS. En effet, la radiothérapie (Dovedi et al., 2017) et la chimiothérapie 

(Teng et al., 2015a) prescrites en néoadjuvant entrainent des modifications au niveau de 

l’ADN et au niveau cellulaire entrainant une exposition de néoantigènes et ainsi une réponse 

lymphocytaire. La nRCT pourrait ainsi « amorcer » le microenvironnement tumoral et 

en l’associant à l’immunothérapie renforcer la réponse immunitaire anti-tumorale de 

l’hôte. Une étude récente (Chalabi et al., 2020) suggèrent qu’instaurer un traitement 

néoadjuvant par immunothérapie (anti PD-1 ou combo) chez des patients atteints de stades 

précoces (I-III) de cancer du côlon, induit un taux de réponse pathologique (régression de la 

tumeur sur la pièce opératoire) de 100% chez les patients MSI et 27% chez les MSS. Ceci 

pourrait changer la prise en charge des cancers colorectaux de stade précoces en instaurant 

une immunothérapie avant chirurgie ou en ajoutant une composante immunothérapique au 

traitement néoadjuvant par radiochimiothérapie des cancers du rectum. 

 

 

5) Nouvelles options thérapeutiques : exérèse locale et stratégie Watch and 
Wait 

 

La radiochimiothérapie néoadjuvante (nRCT) peut avoir un effet substantiel sur la mort des 

cellules tumorales dans le cancer du rectum, comme en témoignent les 20 % de patients qui 

obtiennent une réponse pathologique complète (pCR) sur la pièce opératoire (Habr-Gama et 

al., 2005; Weiser et al., 2014). Chez ces patients, le faible taux de récidive locale et les 
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excellents résultats en termes de survie ont fait émerger plusieurs stratégies de désescalade 

thérapeutiques afin de tenter de préserver l’organe et améliorer la qualité de vie des patients. 

Une stratégie d’exérèse locale après radiochimiothérapie, constitue une première option de 

traitement. L’essai de phase 3 GRECCAR 2 comparant une exérèse locale (EL) à l’exérèse 

totale du mésorectum (TME) chez les patients bons répondeurs après chimioradiothérapie 

(Rullier et al., 2017, 2020), a montré que les petites tumeurs seraient de bonnes candidates et 

que cette stratégie n’induisait pas plus de récidives locales/à distance à 5 ans. Les études 

actuelles incluent des patients avec tumeurs rectales de petites tailles (< 4 ou 5 cm) et testent 

différentes modalités d’intensification thérapeutique avec un objectif de préservation rectale. 

L’étude de phase 3 GRECCAR 12 (NCT02514278) qui fait suite à l’essai GRECCAR 2, 

compare deux bras de traitement néoadjuvant (nRCT seule vs TNT), le but de cet essai est 

d’évaluer sui une intensification du traitement néoadjuvant permet de réalise une 

conservation d’organe (exérèse locale) à un plus grand nombre de patient, les patients inclus 

doivent avoir au diagnostic une tumeur de stade cT2-3Nx de mois de 4cm.  

Dans l’essai de phase 3 OPERA (NCT02505750) qui comporte une augmentation de la dose 

d’irradiation grâce à l’utilisation de la contact-thérapie (chez des patients cT2-3Nx, <5 cm) 

l’excision locale ou une stratégie de surveillance (Watch and Wait) sont envisagées en cas de 

réponse clinique complète observée.  

 

L’autre option envisagée par certaines équipes est la "stratégie Watch & Wait" (W&W), 

c'est-à-dire une gestion non-opératoire du cancer du rectum localement avancé présentant une 

réponse clinique complète après nCRT, afin d’éviter une chirurgie inutile, associée à une 

mortalité et une morbidité significative, avec des séquelles fonctionnelles urinaires, digestives 

(à type d’incontinence) et sexuelles sévères. Plusieurs études monocentriques ont suggéré 

qu'une identification précise des patients ayant obtenu une réponse complète clinique (CCR) 

pourrait permettre de proposer à ces patients cette stratégie non opératoire (Habr-Gama et al., 

2004; Habrgama et al., 2006; Habr-Gama et al., 2009; Maas et al., 2011; on behalf of the 

Rectal Cancer Consortium et al., 2015). Cependant, la question de la sélection des répondeurs 

cliniques complets est toujours en cours d'évaluation (Huisman et al., 2020; López-Campos et 

al., 2020; van der Valk et al., 2018).  

 

Dans le but de générer des données robustes, un registre international regroupant tous les 

centres incluant des patients dans une stratégie de « Watch and Wait » a été mis en place : la 

IWWD (International Watch and Wait Database). Des données de plus de 800 patients 
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répondeurs complets à la nRCT ont été inclus dans ce registre et rapportées (van der Valk et 

al., 2018). Le taux de récidive locale à deux ans était de 25,2%, avec un suivi médian de 39,6 

mois. La majorité (88%) de ces récidives locorégionales sont survenues dans les 2 ans suivant 

la fin du traitement et 97% d’entre elles se trouvaient au niveau de la paroi rectale. Les taux 

de survie globale à 5 ans était de 85%. Ce taux de récidive locale de plus de 20% a été 

confirmé dans une méta-analyse portant sur près de 700 patients (Dattani et al., 2018).  

 

Au total, la stratégie de préservation rectale après réponse complète ou quasi-complète après 

chimioradiothérapie reste en cours d’évaluation. Les résultats encourageants des études 

suggèrent que cette stratégie est applicable en centre expert chez des malades sélectionnés, en 

présence :  

- d’importantes comorbidités, empêchant une chirurgie radicale plus lourde ou de refus d’une 

chirurgie plus radicale. 

- d’une excellente réponse à la chimioradiothérapie pour des tumeurs très bas situées 

nécessitant initialement une amputation abdomino-périnéale. 

 

La stratégie non-opératoire est un domaine d'investigation actif et controversé, puisque la 

détermination des répondeurs cliniques complets est toujours en attente d'un outil solide et 

robuste permettant de prédire le taux de réponse à la nRCT. Actuellement, la définition de la 

réponse clinique complète est basée sur des critères essentiellement radiologiques 

(rectoscopie, IRM) et sur l'évaluation clinique par le toucher rectal (Glynne-Jones et al., 

2017; Maas et al., 2015). 

De nouveaux biomarqueurs prédictifs de bonne réponse à la nRCT et de non-rechute 

sont désormais essentiels afin de proposer cette stratégie de préservation d’organe avec un 

risque de rechute faible pour le patient.   

 

Ainsi, les stratégies thérapeutiques du cancer du rectum en évaluation proposent des 

alternatives à type de renforcement thérapeutique ou à type de désescalade suivant le 

degré d’extension de la tumeur et sa sensibilité au traitement néoadjuvant. Ces 

stratégies nécessitent d’être guidées par de nouveaux biomarqueurs prédictifs de la 

qualité de la réponse à la nRCT.   
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6) Évaluation de la réponse au traitement néoadjuvant et biomarqueurs 
prédictifs de la réponse au traitement 

 

La réponse au traitement néoadjuvant dans les cancers du rectum est très variable d’un 

individu à un autre. Environ 10 à 20% des patients ayant un cancer du rectum localement 

avancé ont une réponse pathologique complète évaluée sur la pièce opératoire. Ces 

patients pourraient bénéficier de la stratégie de préservation d’organe (Watch and Wait) sans 

sur risque (Habr-Gama et al., 2004). L’identification de ces patients en amont de tout 

traitement est depuis quelques années au centre de nombreuses recherches. La capacité de 

prédire quels patients bénéficieront de la nRCT permettrait d'améliorer la stratification des 

patients en orientant les patients susceptibles d'obtenir une bonne réponse vers une stratégie 

de conservation d’organe, ou vers une intensification de la nRCT avec une chimiothérapie 

d'induction - par exemple- chez les patients peu susceptibles de répondre au traitement 

standard. 

 

Certains paramètres cliniques comme le stade TNM, la taille de la tumeur, la dose et le type 

de radiothérapie ainsi que la période entre la fin de la radiothérapie néoadjuvante et la 

chirurgie ont été décrit comme des facteurs influençant le degré de réponse à la 

radiochimiothérapie.  

Bien que l’IRM morphologique soit l’examen de référence pour évaluer le degré de réponse 

post-nRCT, la différence entre une fibrose stérilisée de toutes cellules tumorales vs une 

fibrose contenant encore des cellules tumorales n’est aujourd’hui pas possible, limitant ainsi 

le diagnostic certain de réponse complète (Lambregts et al., 2019). L’analyse des signaux de 

diffusion en IRM ou l’IRM fonctionnelle paramétrique pourraient permettre de mieux 

distinguer les patients bons répondeurs (Haak et al., 2020). Cependant il s’agit de 

technologies coûteuses et difficilement accessibles. La possibilité de désescalade 

thérapeutique a ouvert la voie à la recherche de biomarqueurs (tissulaires ou sanguins) 

accessibles et peu coûteux permettant de stratifier les patients en fonction du degré de 

réponse à la nRCT et permettant de sélectionner les patients répondeurs complets pour les 

adresser vers une stratégie de préservation d’organe (Dayde et al., 2017).  

 

Plusieurs biomarqueurs moléculaires dans les tissus tumoraux ont été décrits comme étant 

associés à la réponse pathologique.  
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L’évaluation pronostique et théranostique de l’expression de l’EGFR et du statut mutationnel 

des protéines impliquées dans la voie MAPK/ERK et PI3K/AKT/mTOR a fait l’objet de 

plusieurs publications. Sur des biopsies diagnostiques -avant tout traitement- de patients 

atteints d’un cancer du rectum, une expression plus forte des transcrits de l’EGFR était 

observée chez les patients non répondeurs au traitement (Toiyama et al., 2010). Une étude en 

immunohistochimie de l’expression de l’EGFR au niveau des biopsies diagnostiques avait 

montré que seul l’EGFR était un facteur associé au degré de réponse à la nRCT ; 23% des 

patients EGFR négatifs présentaient une réponse pathologique complète comparé à 4% chez 

les patients EGFR positifs (Giralt et al., 2005). 

Le rôle du gène suppresseur de tumeur p53 dans l’évaluation de la réponse au traitement 

néoadjuvant est aujourd’hui controversé, en effet les données de la littérature se contredisent : 

certaines études suggérant qu’une expression nucléaire augmentée de p53 était associée à une 

radiorésistance (Adell et al., 1999), d’autres suggérant que l’expression de p53 était associée 

à une bonne réponse au traitement néoadjuvant (Chen et al., 2011; Nam et al., 2010). Une 

méta-analyse rassemblant les données de 1830 patients atteints de cancer du rectum 

provenant de 30 études publiées, a montré que le statut p53 sauvage était associé à une bonne 

réponse pathologique (Chen et al., 2012).  

Le taux d’ACE (antigène carcinoembryonnaire) sanguin a largement été étudié comme 

marqueur pronostique et comme marqueur de réponse à la nRCT (Ghadimi, 2005, 2005; 

Lopes-Ramos et al., 2015; Palma et al., 2014). Le taux d'ACE, en pré-traitement ou post-

nRCT s'est avéré être un facteur associé à la régression tumorale et à la réponse 

pathologique complète. Ainsi, l’ACE semble être un marqueur utile à la fois pour la 

prédiction de la réponse au traitement et pour l’évaluation pronostique, cependant une 

standardisation des seuils à partir desquels l’ACE devient prédictif demeure nécessaire. 

 

L'activation de la réponse immunitaire de l'hôte joue un rôle important dans les effets 

thérapeutiques de la nRCT (Sharabi et al., 2015). Plusieurs équipes ont évalué les effets 

prédictifs et pronostiques du microenvironnement tumoral dans le cancer du rectum traité par 

nCRT. Ainsi, une forte infiltration en T CD8+ a été associée à une bonne réponse au 

traitement néoadjuvant dans plusieurs études. En 2011, Yasuda et al. ont rapporté dans les 

cancers du rectum, qu’une forte densité en CD8+ et CD4+ évaluée par immunohistochimie 

sur les biopsies avant traitement était corrélée à une réduction de la taille tumorale et à une 

amélioration du grade histologique (Yasuda et al., 2011). Ces résultats ont été validés dans 

d’autres études : de fortes densités en CD3+ et CD8+ sur les biopsies avant traitement néo-
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adjuvant étaient associées à une bonne réponse au traitement (Huang et al., 2019; Teng et al., 

2015a). Cependant, certaines études ne retrouvaient pas cette association (McCoy et al., 

2017; Mirjolet et al., 2018) 

Il est donc essentiel de disposer d'un test standardisé d'évaluation du microenvironnement 

tumoral. 

Au total, à ce jour, aucun biomarqueur prédictif n'a été suffisamment robuste pour 

stratifier les patients en fonction de leur degré de réponse à la nRCT. L'intégration de 

divers types de biomarqueurs, des caractéristiques clinico-pathologiques et d'imagerie, 

pourrait permettre le développement d'un biomarqueur moléculaire robuste et rentable dans le 

cancer du rectum. Ce « score » faciliterait un traitement personnalisé, en évitant aux patients 

non répondeurs un traitement inefficace et permettant de proposer aux patients bons 

répondeurs une désescalade chirurgicale. 
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PARTIE II. Le microenvironnement tumoral : rôle du système 

immunitaire dans les cancers 

A. Acteurs de l’immunité anti-tumoral 
 

1) Les débuts de l’immunocancérologie : un rappel historique 
 

La notion selon laquelle le système immunitaire pourrait jouer un rôle dans la reconnaissance 

et l’éradication des cellules cancéreuses n’est pas récente. 

En 1891, il fut rapporté pour la première fois le succès de l’immunothérapie par William 

Coley (1862-1936), médecin du Memorial Sloan Kettering Cancer Institute à New York. 

Jeune interne de chirurgie, une de ses premières patientes fut Bessie Dashiel, 17 ans, qui 

mourut en moins de 10 semaines d’un sarcome d’Ewing malgré l’amputation du bras atteint. 

Ceci affecta profondément Coley, il se mit alors à relire tous les dossiers de patients atteints 

de tumeurs similaires. Son attention se porta sur un dossier datant de 1883 (7 ans avant 

Bessie Dashiel) d’un patient atteint d’un sarcome du cou inopérable qui semblait avoir 

disparu après que le patient eu développé un érysipèle. Le patient fut renvoyé chez lui sans 

tumeur résiduelle. Coley retrouva le patient. Celui-ci, encore vivant, n’avait aucune trace de 

tumeur résiduelle (McCarthy, 2006). Après des recherches, Coley fut convaincu qu’une 

infection sévère pouvait entrainer la régression voire la guérison d’un cancer. En 1891 (il y a 

130 ans), il injecta pour la première fois une patiente avec une souche de Streptocoque et 

observa une régression de la tumeur. Il répéta cela chez 2 autres patients qui moururent de 

choc septique, cependant il constatait à chaque fois une diminution tumorale (Coley, 1891). 

Par la suite, il injecta à ses patients une combinaison de bactéries tuées par la chaleur 

(Serratia marsescens et Streptococcus pyogenes), connue sous le nom de toxine de Coley. A 

la fin de sa carrière, Coley avait pris en charge plus de 1000 patients avec un taux de guérison 

de 10% dans les tumeurs osseuses et sarcomes inopérables (Coley, 1891; Jacob Bickels et al., 

2002; Wiemann and Starnes, 1994).  

Aujourd’hui, 130 ans plus tard, ce principe est encore d’actualité (Guallar-Garrido and Julián, 

2020; Redelman-Sidi et al., 2014). En effet, la BCG thérapie intravésicale est une biothérapie 

encore utilisée dans la prévention des récidives des tumeurs superficielles de vessie. 
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2) La théorie de l’immunosurveillance 
 

L’immunosurveillance est une théorie selon laquelle le système immunitaire à la fois 

inné et adaptatif est capable de reconnaitre et détruire les cellules tumorales à l’origine 

d’une néoplasie. Ce fut en 1909 que Paul Ehrlich (1854-1915) postula pour la première fois 

le concept d’immunosurveillance. En effet, pour lui les cellules « mutantes » générées en 

permanence ont besoin des cellules du système immunitaire -véritable patrouille- pour être 

éradiquées avant l’apparition de manifestations cliniques (Ehrlich, 1909, 1957). Ce postulat 

sous-entendait l’existence d’antigènes spécifiques de tumeur. Cette affirmation ouvrit alors 

plus d’un siècle de débats autour du contrôle immunologique des tumeurs.  

 

Il fallut attendre la moitié du XXème siècle pour que Sir Macfarlane Burnet (Burnet, 1957) et 

Lewis Thomas (Thomas, 1959) fassent le lien entre la régression tumorale et la réponse 

immunitaire. En 1970, fut alors théorisé le concept d’immunosurveillance anti-tumorale par 

Burnet (Burnet, 1970, 1964) dans lequel les lymphocytes auraient un rôle de sentinelle à la 

fois dans la reconnaissance et l’élimination des cellules cancéreuses. 

Dans les années 1960, Lloyd John Old (1933-2011) (L J Old and Boyse, 1964) et Georges 

Klein (1925-2016) (Klein, 1966) démontrèrent que des souris pouvaient être immunisées 

contre des tumeurs syngéniques induites par divers carcinogènes théorisant ainsi l’existence 

d’antigènes associés à la tumeur (TAA). 

 

Dans les années 1990, le développement de souris déficientes pour les différentes populations 

immunitaires et celui des anticorps monoclonaux a permis de valider le concept 

d’immunosurveillance anti-tumorale. RAG-1 et RAG-2 sont des enzymes de recombinaison 

exprimées exclusivement dans les lymphocytes. Elles sont essentielles pour le réarrangement 

du TCR et du BCR. Après injection d’un carcinogène chimique, le MCA (3-

methylcholanthrène), les souris KO RAG2-/- développent des tumeurs plus rapidement et à 

une plus grande fréquence que les souris contrôles sauvages (Shankaran et al., 2001). De 

plus, 100% des souris RAG2-/- développent des tumeurs spontanées. Ainsi, les lymphocytes 

préviennent non seulement la formation de tumeurs induites par un carcinogène, mais aussi la 

formation de tumeurs spontanées. Par la suite, plusieurs souris KO pour les différentes sous-

populations lymphocytaires cytotoxiques ont montré une susceptibilité accrue au 
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développement de tumeurs après injection de MCA (Crowe et al., 2002; Dunn et al., 2006; 

Gao et al., 2003; Girardi et al., 2003; Smyth et al., 2001).  

Qu’en est-il chez l’Homme ?  

Dès les années 70, des études de suivi de patients greffés sous immunosuppresseurs (Penn et 

al., 1971) ou de patients atteints d’un déficit immunitaire primaire (Gatti and Good, 1971) ont 

montré un risque relatif de développer un cancer plus important chez ces patients par rapport 

à la population générale. Ces cancers sont le plus souvent secondaires à une infection virale 

telle que les infections par EBV ou HHV8 (Penn, 1999). 

 

a) Le concept d’« immunoediting » 
 

La présence de tumeurs malignes chez l’Homme en l’absence d’immunodépression suggère 

l’existence de mécanismes d’échappement tumoral au système immunitaire. 

Ainsi, le concept d’« immunoediting » et ses trois composantes (les 3 « E »: Élimination, 

Équilibre et Échappement) a été proposé au début des années 2000 par R. Schreiber afin 

d’expliquer les interactions complexes entre les cellules immunitaires du 

microenvironnement  tumoral et les cellules cancéreuses conduisant à la suppression du 

cancer ou à son évolution influencée par la composante immune (Figure 4) (Dunn et al., 

2002, 2004; Schreiber et al., 2011; Vesely et al., 2011). Ainsi, l'histoire naturelle du cancer 

implique des interactions entre la tumeur et les mécanismes de défense de l'hôte.  

L' « immunosurveillance » des tumeurs (Burnet, 1957; Schreiber et al., 2011), un concept 

selon lequel le système immunitaire peut reconnaître et éliminer les tumeurs primaires en 

développement, est maintenant démontré après des décennies de controverse. 

 

Lorsque l'élimination (i) de la tumeur est incomplète, un état d'équilibre (ii) temporaire se 

met en place. Cet équilibre transitoire qui met en jeu des acteurs immunitaires et des 

modifications du comportement de la cellule tumorale (p.ex. dormance (Aguirre-Ghiso, 2007; 

Páez et al., 2012), peut se prolonger pendant de nombreuses années. Ceci pourrait expliquer 

l’émergence très tardive (plusieurs dizaines d’années après la tumeur primaire) de métastases 

de mélanomes ou de cancers du sein (Avril et al., 1994; Meltzer, 1990; Tsao et al., 1997).  

La pression sélective exercée par les cellules immunitaires favorise l’émergence de clones 

tumoraux ayant acquis un mécanisme d’échappement à la reconnaissance. Ces clones ont 

accumulé des anomalies génétiques. De plus, les lymphocytes subissent un épuisement 

progressif (exhaustion) secondaire à une stimulation antigénique chronique, par absence 
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d’éradication de la composante tumorale. À ce stade, le système immunitaire n'est plus 

capable de contenir la croissance de la tumeur, cette phase d’échappement (iii) conduit à des 

tumeurs malignes cliniquement détectables (Dunn et al., 2004). 

 

 

 

 

Dans les années 90, l’identification et la caractérisation moléculaire des premiers 

antigènes associés aux tumeurs (TAA) chez l’Homme par l’équipe du Professeur Thierry 

Boon à Bruxelles ont constitué une étape décisive pour la compréhension de l’immunologie 

des tumeurs (Boon et al., 1992; van der Bruggen et al., 1991; Traversari et al., 1992). Les 

travaux expérimentaux à l’origine de cette découverte reposaient sur la culture de cellules 

issues de mélanome de patients, en présence des lymphocytes périphériques du même sujet 

(Hérin et al., 1987). Au cours de cette co-culture, les lymphocytes reconnaissant des 

antigènes tumoraux prolifèrent et se différencient en lymphocytes T cytotoxiques (CTL) 

Figure 4. Immunoediting du cancer : rôle du système immunitaire dans la suppression et la promotion du cancer. 
Schreiber RD, Old LJ, Smyth MJ. Science. 2011  
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pouvant être clonés. Les clones ainsi obtenus sont utilisés pour sélectionner des sous-

populations de cellules tumorales dont les génomes peuvent alors être comparés. C’est ainsi 

que les gènes codant pour ces antigènes dits « de tumeur » ont été identifiés. Ces expériences 

pionnières, réalisées à partir de cellules de mélanome humain, ont permis d’identifier les 

gènes MAGE (melanoma antigen). A la suite de ce travail plusieurs centaines d’antigènes 

associés aux tumeurs ont été isolés et d’autres gènes de tumeur identifiés. Ces gènes codent 

pour des protéines qui peuvent être dégradées par la cellule et présentées à sa surface sous 

forme de peptides par l’intermédiaire des molécules d’histocompatibilité de classe I (CMH-I). 

La mise en évidence des TAA a ouvert la voie à la possibilité d’une part de prévoir des 

vaccins thérapeutiques (Baurain et al., 2008; Coulie et al., 2002) mais aussi des effecteurs T 

spécifiques d’antigènes tumoraux. 

La compréhension de ces mécanismes couplée à une meilleure connaissance de la 

physiologie lymphocytaire et des récepteurs membranaires régulant son activation a 

permis le développement récent des immunothérapies dans le traitement des cancers. Le 

succès des immunothérapies - permettant de lever l’immunosuppression des cellules T- 

souligne la possibilité d’un dialogue renoué entre la tumeur et la composante immune et 

d’une déconnexion fonctionnelle réversible pour une proportion de patients. 

 

b) Le microenvironnement tumoral  
 

Un grand nombre de types cellulaires immunitaires appartenant à la fois à l’immunité 

innée et adaptative sont présents dans le microenvironnement tumoral (Figure 5). Ces 

diverses populations leucocytaires sont présentes dans le microenvironnement tumoral dans 

des proportions variables en fonction de la localisation de la tumeur (Coussens et al., 2013; 

Fridman et al., 2012) et du stade d’évolution de celle-ci. Ainsi, en fonction du type de 

tumeurs solides des profils de complexité immunitaire uniques et distincts ont été mis en 

évidence, impliquant une spécificité tissulaire du microenvironnement tumoral. 

Les cellules de l’immunité innée, telles que les lymphocytes Natural Killer (NK), NK-T, 

les lymphocytes Tγδ, les granulocytes, les mastocytes, les macrophages, les cellules 

myéloïdes suppressives (MDSC) et les cellules dendritiques immatures, les ILC (innate 

lymphoid cells)  (Bruchard and Ghiringhelli, 2019) peuvent être mises en évidence dans le 

microenvironnement tumoral. Les cellules de l’immunité adaptative sont également 

représentées : lymphocytes B, lymphocytes T CD4 auxiliaires ou « helper » (T CD4 de type 

Th1, Th2, Th17, Tfh), lymphocytes T régulateurs (Treg) et lymphocytes TCD8 effecteurs 
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cytotoxiques. Cet infiltrat se répartit de façon hétérogène au sein de la tumeur, du stroma 

avoisinant, du tissu sain en contact avec la tumeur (marge d’invasion), ainsi que dans des 

îlots lymphoïdes tertiaires néoformés (TLS) à proximité de la tumeur. 

Depuis une quinzaine d’années, les travaux de l’équipe du Pr. Franck Pagès et du Dr. Jérôme 

Galon notamment dans les CCR ont permis de démontrer que le type, la densité et la 

localisation des cellules immunitaires au sein du microenvironnement tumoral ont une 

forte valeur pronostique (Galon, 2006; Galon et al., 2007; Pagès et al., 2005). L’ensemble 

de ces critères a été regroupé sous la terminologie de « contexture immunitaire ». 

 

 

(i) Activité anti-tumorale et cellules de l’immunité innée  
 
Les cellules NK jouent un rôle essentiel dans les réponses immunitaires innées et adaptatives 

ainsi que dans l’immunosurveillance des tumeurs en reconnaissant et en éliminant les cellules 

tumorales (Russick et al., 2020; Smyth et al., 2000). Les cellules NK utilisent des 

mécanismes de cytotoxicité directe et indirecte dépendante des anticorps (ADCC ou 

Antibody Dependent Cell Cytotoxicity) pour lyser la cellule cible. Les cellules NK sécrètent 

des cytokines (Interferon γ : IFNγ et Tumor Necrosis Factor α : TNF-α) pouvant activer les 

NK en boucle autocrine et d’autres cellules cytotoxiques dont les lymphocytes T CD8+ et les 

macrophages (Gajewski et al., 2013). 

 

Figure 5. Le système immunitaire inné et adaptatif, acteurs impliqués dans l’immunité 
anti-tumorale (d’après Glenn Dranoff, Nature Review, 2004) 
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L’implication des cellules NK dans le contrôle du processus tumoral a été évoquée dans des 

modèles murins déficients en cellules NK (beige, souris traitées par anti-asialo-GM1) qui 

développaient un nombre croissant de tumeurs spontanées et une dissémination métastatique 

accrue (Barlozzari et al., 1985; Hanna and Burton, 1981; Talmadge et al., 1980).  

Chez l’Homme, bien que peu fréquent dans le microenvironnement tumoral les NK ont été 

associés à un pronostic favorable dans certaines tumeurs solides (Nersesian et al., 2020), 

telles que les cancers gastriques (Ishigami et al., 2000), les cancers du sein (Triki et al., 2019) 

et colorectaux (Coca et al., 1997; Liska et al., 2012). Les cellules NK sont activées par des 

récepteurs activateurs (p.ex.. NKp46, NKG2D) reconnaissant des signaux de stress ou de 

danger exprimés par les cellules cancéreuses tels que la surexpression des ligands de NKG2D 

(natural killer group 2D), alors que l’expression sur la cellule cible de molécules du CMH-I 

délivre un signal inhibiteur pour l’activation des NK. Ainsi, les cellules tumorales 

n’exprimant plus de CMH-I activent les cellules NK. NKG2D (récepteur activateur) se lie à 

des molécules présentant une homologie structurelle avec le CMH de classe I telles que 

MICA (MHC class I chain-related A) soluble ou la protéine ULBP (UL16-binding proteins) 

qui sont exprimées en réponse aux dommages de l’ADN. Cependant, les cellules tumorales 

acquièrent des mécanismes d’échappement à la surveillance immunitaire par les cellules NK. 

En effet, bien que la plupart des tumeurs expriment à leur surface des ligands de NKG2D, 

certaines tumeurs les sécrètent. Ces ligands sécrétés jouent alors le rôle de leurre pour 

contourner les réponses immunitaires des cellules NK et T. Ainsi, les protéines solubles 

MICA et ULBP ont été détectées dans le sérum de patients cancéreux, ces patients 

présentaient un niveau réduit d’expression de NKG2D et une altération de l’activation des 

cellules NK et T (Groth et al., 2011). 

 

Les cellules NKT (Natural Killer T cells) sont des lymphocytes T non conventionnels car ils 

ne reconnaissent pas les molécules du CMH mais la molécule non polymorphe CD1d 

présentant des antigènes lipidiques. Les NKT partagent les caractéristiques phénotypiques et 

fonctionnelles des cellules NK, comme l’expression du marqueur CD161. Les lymphocytes 

NKT sont considérés comme des lymphocytes T innés ayant un phénotype de cellules 

activées/effectrices, et ils sont très conservés chez la souris et chez l’Homme (Bendelac et al., 

2007). Les NKT sont impliqués dans l’efficacité de l’immunité anti-tumorale par des 

mécanismes directs (lyse des cellules tumorales) ou indirect (sécrétion de cytokines de type 

Th1) (Webb et al., 2020).    
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Les macrophages associés aux tumeurs (TAM) sont dérivés des monocytes sanguins et 

peuvent représenter jusqu’à 50% de la masse tumorale (Hu et al., 2016). Classiquement les 

macrophages sont classés en macrophages M1 et M2 en fonction de leurs propriétés 

fonctionnelles. Les macrophages M1, classiquement activés par les cytokines de type 1 (IFN-

γ) et les produits microbiens, ont une activité cytotoxique et sécrètent des niveaux élevés de 

cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-12 et l’IL-13. Ils sont capables de détruire les 

cellules cancéreuses en libérant des enzymes lysosomales, de l’oxyde nitrique ainsi que le 

TNF (Noy and Pollard, 2014). Ces macrophages ont également une fonction présentatrice 

d’antigènes permettant l’activation lymphocytaire. À l’inverse les macrophages M2, activés 

par des voies alternatives, favorisent la croissance tumorale via l’angiogenèse, le remodelage 

de la matrice et la suppression d’une réponse adaptative efficace via la sécrétion de cytokines 

immunosuppressives telles que l’IL-10 ou IL-6. La déplétion des TAM inhibe la croissance 

de modèles murins d'adénocarcinome pulmonaire (Fritz et al., 2014), de mélanome (Tham et 

al., 2015) et du côlon (Ries et al., 2014). Chez l’Homme, le bénéfice pronostique des TAM 

est sujet à controverse. En effet, dans de nombreux cancers, une forte densité en TAMs est 

corrélée à un mauvais pronostic et à la survie (Hu et al. 2016 ; Jung et al. 2016). Cependant, 

certaines études ont montré un effet bénéfique des TAMs, ainsi une densité forte en TAMs 

était corrélée à une apoptose accrue, une meilleure survie sans récidive dans les cancers de 

l'estomac et de l'œsophage (Ohno et al. 2003). L'une des raisons potentielles des observations 

contradictoires, sont l’absence de distinction entre polarisation M1 et M2 dans la plupart des 

études chez l’Homme. Dans une étude de patients atteints de cancer du poumon non à petites 

cellules où la polarisation des TAMs a été analysée, un ratio élevé de macrophages M1/ M2 

élevé dans le tissu malin était associé à une meilleure survie (Ohri et al. 2009). Il semble donc 

nécessaire d’évaluer à la fois le nombre et le type de population de macrophages dans le 

microenvironnement tumoral.  

Les MDSC (myeloid-derived suppressor cells) constituent une population hétérogène de 

cellules myéloïdes immatures dotées d’un phénotype immunosuppresseur (Talmadge and 

Gabrilovich, 2013). Chez l'homme, les MDSC sont identifiées par l'expression de CD11b et 

CD33 et par l'absence de HLA-DR et de marqueurs de cellules myéloïdes et lymphoïdes plus 

matures. La présence de MDSC est favorisée par le VEGF (vascular endothelial growth 

factor) et l’hypoxie (Tartour et al., 2011). Les MDSC peuvent être subdivisées en 2 

principaux groupes i/ les MDSC monocytaires (M-MDSC), les plus abondantes et ii/ 
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granulocytaires (PMN-MDSCs) en fonction de l'expression de CD14 et CD15, 

respectivement. Le phénotype immunosuppresseur des MDSC nécessite l’activation de 

différentes voies de signalisation intracellulaire. Ces signaux sont fournis par les cellules T et 

les cellules stromales du microenvironnement tumoral via la sécrétion d'IFN-γ (Medina-

Echeverz et al., 2014), l'IL-4, l'IL-13, le TGF-β (Gabrilovich and Nagaraj, 2009). Comme les 

TAM, les MDSC favorisent la croissance et la progression tumorale. Les effets 

immunosuppresseurs des MDSC sont principalement médiés par leur capacité à inhiber la 

réponse T anti-tumorale (Talmadge and Gabrilovich, 2013). Les MDSC expriment des 

niveaux élevés d’iNOS (inducible nitric oxide synthase) et d'arginase 1. iNOS génère du NO 

(nitric oxide) qui i/ inhibe la fonction des lymphocytes T en perturbant la signalisation 

JAK3/STAT5, ii/ inhibe l'expression du CMH de classe II sur les cellules présentatrices 

d'antigènes (CPA) et iii/ induit l’apoptose des lymphocytes T. De plus, il a été décrit que les 

MDSC entrainaient la prolifération des Treg via la sécrétion de IDO1 (indoleamine 2,3-

dioxygenase 1) (Zoso et al., 2014). Les MDSC contribuent également à la croissance et à la 

progression tumorale par des mécanismes non immunologiques, notamment en favorisant 

l'angiogenèse et les métastases tumorales. Un taux élevé de MDSC a été associé à une 

diminution de la survie globale chez les patients atteints de cancer du sein et de cancers 

gastro-intestinaux (Gabitass et al., 2011; Solito et al., 2011). 

 

Selon les types histologiques de cancers et leurs stades évolutifs, l’ensemble des types 

cellulaires de l’immunité innée ont pu montrer une activité anti-tumorale.  

Ainsi, l’immunité innée constituant le premier acteur de la réponse immune anti-

tumorale pourrait être suffisante pour éliminer des cellules tumorales. Son rôle serait 

primordial dans les sites épithéliaux durant les phases précoces du développement tumoral. 

De plus, sa mise en jeu est essentielle à la mise en place d’une réponse immunitaire 

adaptative. Lors de la réponse innée, la production de cytokines telles que l’IFNγ et le TNFα 

ainsi que les molécules relarguées ou exposées par la cellule tumorale (Damage-Associated 

Molecules Patterns ou DAMPs tels que l’ADN mitochondrial, HSP, HMGB1, ATP, ou 

l’acide urique) vont favoriser la maturation des cellules dendritiques, pré-requis à 

l’émergence d’une réponse adaptative. Il faut cependant garder à l’esprit qu’une réponse 

innée chronique non contrôlée (i.e. une inflammation chronique) peut à l’inverse avoir une 

activité pro-tumorale. 
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(ii) Activité anti-tumorale et cellules de l’immunité adaptative  
 
 
L'association entre une forte infiltration en cellules T CD8+ cytotoxiques, ainsi qu’en 

lymphocytes T CD3+ et en lymphocytes T mémoires CD45RO+, et une meilleure survie sans 

récidive (DFS, disease-free survival) et/ou survie globale (OS, overal survival) a largement 

été décrite dans les différents cancers (Figure 6), tels que le mélanome, la plupart des 

carcinomes épidermoïdes, le cancer du poumon à grandes cellules et plusieurs types 

d'adénocarcinomes (Fridman et al., 2012, 2017; Galon et al., 2006; Pages et al., 2010). Parmi 

l’ensemble des cellules immunitaires infiltrant le microenvironnement tumoral, les cellules T 

CD8+ sont celles qui ont la valeur pronostique la plus importante en termes de survie 

sans récidive et de survie globale (Bruni et al., 2020). Cependant, les carcinomes à cellules 

claires du rein (ccRCC) ainsi que le cancer de prostate font exception à cette règle (Giraldo et 

al., 2015; Petitprez et al., 2019), dans lesquels une forte infiltration de la tumeur en cellules T 

CD8+ était associée à diminution de la survie sans progression et de la survie globale. 

L’hypothèse de la présence d'un microenvironnement pro-angiogénique et pro-inflammatoire 

dans le ccRCC a été avancée pour expliquer l’augmentation de l’expression des molécules de 

costimulation négative à la surface des CD8+ reflet de leur état d’« exhaustion » au sein de 

ces tumeurs. En effet, dans les ccRCC présentant des taux faibles facteurs angiogéniques,  

une forte infiltration en CD8+ était corrélée à un bon pronostic (Giraldo et al., 2015). Cette 

association négative entre une forte infiltration en cellules CD8+ présentant un phénotype 

« épuisé » (Tim-3+PD-1+) et le pronostic a été confirmé dans le ccRCC (Granier et al., 

2017). Ce travail a notamment pointé l’importance de l’évaluation de l’état fonctionnel des 

cellules infiltrant le microenvironnement tumoral insistant sur la complexité des interactions 

cellulaires au sein du microenvironnement tumoral.  

 

Compte-tenu que la majorité des cellules tumorales expriment le CMH de classe I et que les 

cellules T CD8+ ont une capacité cytotoxique, la recherche en immunologie des tumeurs s’est 

initialement largement concentrée sur les cellules T CD8+. Cependant, il est aujourd’hui 

clairement établi que les cellules T helper (Th) CD4+ jouent également un rôle essentiel pour 

maintenir une immunité anti-tumorale efficace et durable (Knutson and Disis, 2005). La 

différenciation des cellules Th est régulée par le microenvironnement (cytokines, molécules 

de costimulation…) présent lors de l’activation des cellules CD4+. Les Th peuvent se 

différencier en différents sous-types : Th1 qui produisent de l’IFN-γ et du TNF ; Th2 qui 
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sécrètent de l'IL-4, de l'IL-5 et de l'IL-13 ; Th17 qui sécrètent de l'IL-17, les cellules T 

régulatrices (Treg) et les cellules follicular helper (Tfh). Ces sous-populations couvrent un 

large éventail de fonctions, et possèdent des valeurs pronostiques très variables.  

Les cellules de type Th1 et la réponse IFN- γ sont très fortement associées à un bon pronostic 

dans quasiment l’ensemble des cancers (Fridman et al., 2012, 2020; Tartour et al., 1998). Des 

données récentes, indiquant qu’un taux élevé de cellules Th1 était associé à une diminution 

de la survie après chirurgie dans les cancers du poumon à petites cellules ont soulevé des 

questions sur la validité des cellules Th1 comme indicateur de bon pronostic dans ce type de 

cancer (Jian et al., 2017). 

L’impact pronostique des autres sous-populations Th (Th2, Th17, Treg) est moins clair, car il 

diffère en fonction du type de cancer, du stade et du microenvironnement tumoral (Stoll et al., 

2015). Une orientation Th2 notamment via la production de cytokines immunosuppressives 

telles que l’IL-10 est très majoritairement associée à des tumeurs agressives. Ainsi, une forte 

infiltration en lymphocytes Th2 était associée à une survie globale plus courte chez les 

patients atteints de cancer du pancréas (De Monte et al., 2011). Cependant, une généralisation 

à l’ensemble des cancers ne peut être faite, ainsi dans les lymphomes de Hodgkin et dans le 

cancer du sein une forte infiltration en Th2 a été associée à un bon pronostic (Schreck et al., 

2009; Yoon et al., 2010). Les mêmes observations ont été faites en ce qui concerne le rôle des 

lymphocytes Th17. Ainsi, une forte infiltration en Th17 était associée à la fois à un mauvais 

pronostic dans les cancers colorectaux (Tosolini et al., 2011), les carcinomes 

hépatocellulaires (Zhang et al., 2009) ou encore dans les cancers du poumon non à petites 

cellules (Chen et al., 2010) mais à un meilleur pronostic dans les cancers de l’œsophage (Lv 

et al., 2011), du col de l’utérus (Punt et al., 2015) ou de l’ovaire (Kryczek et al., 2009). 

Les cellules Treg sont un sous-type de cellules T CD4+ qui suppriment les réponses 

immunitaires auto-immunes, caractérisées par une forte expression de CD25 et du facteur de 

transcription FOXP3 (forkhead box protéine P3) ainsi que par la sécrétion de cytokines 

inhibitrices telles que le TGF-β et l’interleukine 10 (IL-10). Dans le contexte de tumeur, les 

cellules régulatrices FOXP3+ restreignent la sécrétion d’IFNγ par les LT (Jarnicki et al., 

2006). L’impact pronostique de la présence de Treg au sein de la tumeur est variable selon les 

études (Fridman et al., 2017). Dans certaines tumeurs, comme dans les tumeurs ORL, les 

cellules FOXP3+ semblent avoir un effet  protecteur dans le contrôle tumoral (Badoual, 

2006). L’action modulatrice sur l’inflammation locale pourrait ainsi être bénéfique au 

déploiement d’une réponse immunitaire anti-tumorale efficace, en inhibant la réponse 

inflammatoire pro-tumorale locale (Badoual et al., 2009).  
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B. Spécificité dans le cancer colorectal, vers une transition clinique de la 
composante immunitaire intratumorale  

 
1) Apport de la pathologie digitale et de l’intelligence artificielle dans la prise 

en charge clinique, évolutions futures  
 
Le procédé pour observer et analyser une cellule ou un tissu biologique n’avait pas évolué 

depuis le XIXe siècle : un prélèvement est déposé sur une lame de verre qui, une fois placée 

sous la loupe du microscope optique s’offre au regard du pathologiste. C’était sans compter 

sur Dirk G. Soenkel qui imagine dès la fin des années 90s un nouveau futur pour 

Figure 6. Association entre infiltrat immunitaire et pronostic déduite de l’analyse de 124 articles publiés étudiant 
l’impact des composantes cytotoxiques, mémoires, régularices et des sous-population helper  en termes de pronostic 
dans 20 types de cancers. 

https://www.reflexions.uliege.be/front/displaySimple.jsp?inModal=true&id=c_7340
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l’anatomopathologie en se posant une question qui semble aujourd’hui triviale : « Pourquoi 

les anatomopathologistes ne pourraient-ils pas eux aussi regarder des écrans d’ordinateur ? ». 

 

Avec l’avènement de la pathologie digitale (WSI, whole slide imaging) dans les années 2000s 

cette observation au microscope pourrait un jour faire partie de l’histoire ancienne. En effet, 

la digitalisation de l’anatomopathologie est une petite révolution médicale : il est 

désormais possible de numériser, stocker, classer, partager des lames mais également - 

surtout - analyser, quantifier de manière extrêmement précise et à l’échelle cellulaire des 

tissus issus de prélèvements chirurgicaux ou biopsiques. Au cours des deux dernières 

décennies, cette révolution a donné lieu à un nombre exponentiel d’applications en clinique, 

dans l’enseignement et en recherche. 

En 2017, la FDA autorise pour la première fois l’utilisation de la pathologie digitale en 

pratique clinique de routine afin d’établir des diagnostics anatomopathologiques 

(Commissioner, 2020; Mukhopadhyay et al., 2018). Aujourd’hui, seuls 2 systèmes de 

digitalisation des lames ont reçu cette autorisation par la FDA. 

 

Depuis quelques années, le développement et le perfectionnement des algorithmes 

d’intelligence artificielle (AI) font l’objet d’intenses recherches en radiologie et en 

anatomopathologie pour un diagnostic assisté par ordinateur. L’intelligence artificielle 

combinée à la pathologie digitale et à la numération de lame entière a été à l’origine 

d’un nouveau champ d’application (Niazi et al., 2019) en recherche particulièrement en 

anatomopathologie et surtout en cancérologie mais progressivement en pratique clinique pour 

le diagnostic pathologique.  

 

 

2) Immunoscore 
 

a) Concepts et développement de l’Immunoscore 
 

Grâce à l’avènement de ces nouvelles technologies, il était désormais possible et « facile » de 

quantifier les cellules du microenvironnement tumoral.  

Les premiers travaux de notre équipe ont porté sur l’étude de l’infiltrat immunitaire sur 

section de tumor microarray (TMA). Le TMA permet d’inclure dans un bloc de paraffine 

plusieurs centaines de cylindres biopsiques prélevés à partir de différents blocs, permettant 
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ainsi d’analyser plusieurs centaines échantillons de plusieurs patients sur une seule et même 

lame. Compte tenu de l’hétérogénéité de l'infiltration immunitaire dans les tumeurs plusieurs 

prélèvements de chaque région tumorale (la tumeur, CT et marge d’invasion, IM) ont été 

analysés afin de fournir des informations sur la physiopathologie de la tumeur et 

éventuellement son pronostic. 

Ces études ont révélé qu'une forte densité en lymphocytes T CD3+, T CD8+ cytotoxiques 

et en T CD45RO+ mémoires était corrélée à une survie sans récidive (DFS) prolongée et 

un accroissement de  la survie globale (OS) (Galon, 2006; Pagès et al., 2005).  

De plus, ce critère pronostique immunitaire semblait être plus déterminant que celui 

fourni par l’extension tumorale (classification AJCC/UICC-TNM) qui constitue encore à 

ce jour le standard d’évaluation pronostique des tumeurs solides (Galon et al., 2006; Mlecnik 

et al., 2011, 2016a). 

Ainsi la "contexture" immunitaire - définie comme le type, l'orientation fonctionnelle, la 

densité et la localisation des cellules immunitaires adaptatives dans des régions tumorales 

distinctes (Galon, 2006 ; Galon et al., 2013) semblait être le facteur pronostique le plus 

important pour la survie et la dissémination tumorale dans les cancers colorectaux. 

 

De ces investigations de recherche, un test appelé « Immunoscore » (IS) a été dérivé par 

l’équipe de Franck Pagès et Jérôme Galon afin d’inclure ce test dans la pratique clinique. Il 

ne s’agissait plus d’analyser l’infiltrat immunitaire sur des TMA mais sur lame entière (WSI). 

L'immunoscore est basé sur la quantification à l’aide d’outils de pathologie digitale de 

deux populations de lymphocytes, les cellules T CD3+ et les cellules T CD8+ 

cytotoxiques, dans la tumeur (CT) et sa marge d’invasion (IM).  

Afin d’évaluer la performance pronostique de ce test, une étude rétrospective 

internationale sous l’égide du SITC (The Society for Immunotherapy of Cancer) incluant 

des patients atteints de cancers colorectaux a débuté en 2012. Les résultats de cette étude 

incluant plus de 3539 patients ont confirmé que l'Immunoscore détenait une valeur 

pronostique supérieure à celle du système de stadification AJCC/UICC-TNM (Pagès et 

al., 2018).  

L’IS est le premier test basé sur la pathologie numérique permettant de quantifier de manière 

standardisés les infiltrats immunitaires.  
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En 2020, l’ESMO a inclus l’immunoscore dans ses guidelines (ESMO Clinical Guidelines, 

2020) (Argiles et al., 2020). L’immunoscore est ainsi devenu le premier biomarqueur -

reconnu par les institutions académiques- permettant de quantifier l’infiltrat 

immunitaire intra-tumoral dans un but pronostique. Ce changement de paradigme dans la 

classification du cancer du côlon incluant désormais la composante immunitaire comme 

facteur pronostique a été confirmé par l’introduction de la qualité de la réponse immunitaire 

comme un des critères diagnostiques essentiels et souhaitables dans le cancer colorectal dans 

la dernière version (5ème édition) du « WHO Digestive System Tumors » (Quezada-Marín et 

al., 2020). L’immunoscore y est cité comme preuve du pouvoir pronostique de la réponse 

immunitaire dans le cancer du côlon. 

Dans l’optique d’une transition vers une pratique clinique de routine les caractéristiques de 

performance analytique d'Immunoscore ont été évaluées. Ces analyses ont montré que 

l'immunoscore était un test immunitaire robuste, reproductible, quantitatif et standardisé 

(Marliot et al., 2020). Ainsi, la valeur de l’IS est constante au sein d’un même bloc tumoral 

(de la coupe 1 à la 100e coupe) et entre les différents blocs potentiellement éligibles (présence 

de CT et IM) pour la réalisation du test. De plus, une grande constance de la valeur de l’IS est 

observée dans l’analyse de cas réalisés par différents opérateurs. 

Enfin, une étude nationale prospective multicentrique (PHRC national) a permis de valider la 

performance pronostique et sa faisabilité de l’immunoscore en pratique clinique dans le 

cancer du côlon (article en préparation). L’utilisation de ce test pourrait améliorer 

l’appréciation pronostique, la prise en charge thérapeutique des patients et pourrait permettre 

de prédire la réponse à certaines thérapies anti-tumorales. 

 

b) Immunoscore et chimiothérapie adjuvante dans le cancer du côlon 
 
Le rôle du statut immunitaire de la tumeur dans la réponse aux traitements anti-cancéreux 

(chimiothérapie, radiothérapie, immunothérapie…) est une question au centre de nombreuses 

études.  

Cette question a été étudiée par l’équipe dans deux études récentes dans le cancer du côlon de 

stade III. Tout d'abord, l'immunoscore a été évalué chez 763 patients atteints d'un cancer du 

côlon de stade III selon l'AJCC/UICC-TNM et provenant de l'étude internationale 

immunoscore (Mlecnik et al. 2020). Seuls les patients présentant un Immunoscore 

intermédiaire (Int.) ou élevé ont répondu à la chimiothérapie et ont eu une survie 
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prolongée par rapport aux patients n'ayant pas reçu de chimiothérapie (HR= 0,42 ; 95% 

CI= 0,25 à 0,71 ; P = 0,0011). En revanche, les patients à faible score immunologique n'ont 

pas bénéficié de manière significative d'un traitement par chimiothérapie, que ce soit dans les 

cas de maladie de stade III à haut risque (P = 0,12) ou à faible risque (P = 0,17). 

 

La deuxième étude portait sur la capacité de l'Immunoscore à prédire la réponse à la 

chimiothérapie adjuvante dans l'essai Immunoscore-IDEA (International Duration 

Evaluation of Adjuvant Chemotherapy) France regroupant 1062 patients (Pagès et al., 2020). 

Cette étude testait la non-infériorité d’une chiomiothérapie adjuvante (FOLFOX ou CAPOX) 

de 3 mois versus 6 mois, chez les patients ayant un cancer du côlon de stade III (Grothey et 

al., 2018). Notre équipe a observé que seuls les patients présentant un immunoscore Int. ou 

élevé avait un bénéfice en termes de survie sans récidive lors d’un traitement de 6 mois par 

FOLFOX (9136% de la cohorte), comparé au traitement de 3 mois  (HR = 0,53 ; 95% CI= 

0,37-0,75 ; Log-rank P = 0,0004), pour les cancers à faible risque clinique (T1-3 N1) et 

également à haut risque (T4 ou N2) (tous P < 0,001). À l'inverse, les patients présentant un 

Immunoscore faible (46,4 %) ne présentaient aucun bénéfice significatif d’un traitement par 

FOLFOX 6 mois par rapport à un traitement de 3 mois. Ainsi, ces patients semblaient être 

doublement pénalisés car ils présentaient (i) un risque accru de récidive et (ii) une absence de 

bénéfice d'une durée de traitement plus longue. 

Le protocole FOLFOX comprend du 5-fluorouracile (5-FU) qui peut partiellement épuiser ou 

inactiver transitoirement les cellules immunitaires inhibitrices (Vincent et al., 2010), et 

l'oxaliplatine, une chimiothérapie induisant une mort cellulaire immunogénique (Garg et 

Agostinis, 2016). L'activité de la chimiothérapie dans les cancers du côlon pourrait donc en 

partie être médiée par une réponse immunitaire anti-tumorale permettant d’éliminer les 

cellules tumorales disséminées après chirurgie. 

 

c) Immunoscore et cancer du rectum : résultats préliminaires  
 
En 1986, Jass (Jass, 1986) a pour la première fois démontré qu’une forte infiltration 

lymphocytaire évaluée sur des coupes histologiques dans la marge d’invasion (IM) des 

tumeurs rectales était la seule variable retenue dans un modèle pronostique multivarié avec la 

classification TNM. Cette observation a été confirmée par d'autres études (Nagtegaal et al., 

2001; Szynglarewicz et al., 2007). Ce résultat  a été validé par notre équipe sur une cohorte de 

111 patients atteints de cancer du rectum  n’ayant pas reçu de nCRT (Anitei et al., 2014). 
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L'immunoscore avait alors été évalué par la quantification des densités de cellules CD3+ et 

CD8+ dans les régions CT et IM par des analyses immunohistochimiques de TMA avec un 

logiciel d'analyse d'image. La quantité d’infiltrat immunitaire était significativement associée 

à des différences de DFS et d’OS (HR= 1,81 et 1,72, respectivement ; P < 0,005),  et était 

également un facteur pronostique plus puissant que la classification TNM pour prédire 

la récidive et la survie en analyse multivariée (P < 0,001).  

Dans cette même étude, la densité immunitaire (CD3 et CD8) des biopsies diagnostiques 

d’une petite cohorte de 33 patients qui seraient aujourd'hui éligibles à la radiochimiothérapie 

néoadjuvante, (nCRT) a été analysée.  Les densités de cellules CD3+ et CD8+ étaient 

diminuées sur la biopsie diagnostique chez les patients présentant une rechute de leur cancer. 

Ainsi, la qualité d’infiltrat immunitaire pourrait être pronostique par-delà l’influence 

qu’elle pourrait avoir sur les traitements néoadjuvants. 

 

Dans les cancers du rectum localement avancés, le traitement par radiochimiothérapie 

néoadjuvante (avant l’acte chirurgical) est désormais le traitement de référence. L’étude de 

l’infiltrat immunitaire au niveau de la pièce opératoire est alors compromise, en effet la 

radiochimiothérapie induit un remodelage de l’architecture histologique, une modification de 

l’infiltrat immunitaire. Ainsi le seul matériel disponible afin d’étudier le microenvironnement 

tumoral avant tout traitement sont les biopsies diagnostiques faites lors de la coloscopie. Les 

coloscopies sont rarement faites dans le centre qui prendre en charge le patient en cas de 

diagnostic de cancer. Aujourd’hui en France –contrairement à certains pays européens 

(Casparie et al., 2007)- il n’existe aucune base de données regroupant les prélèvements 

anatomopathologiques analysés par des laboratoires de villes ou hospitaliers. Ces 

prélèvements biopsies précieux pour l’analyse initiale du microenvironnement tumoral sont 

ainsi très difficiles à récupérer et l’analyse des différents marqueurs prédictifs de bonne 

réponse au traitement néoadjuvant un véritable « chalenge ». Cet obstacle logistique pourrait 

-dans certains cas- être atténué dans les prochaines années avec la généralisation de la 

pathologie digitale.  

 
C. Traitements anti-cancéreux et infiltrat immunitaire 
 

Les thérapies « classiques » anti-cancéreuses non ciblées (radiothérapie, chimiothérapie) 

mais également la chirurgie, modifient le microenvironnement tumoral et notamment sa 

composante immunitaire. La compréhension des différents mécanismes et leurs conséquences 
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sur le système immunitaire est essentielle à l’optimisation d’utilisation de ces thérapies (délai 

d’administration, délai entre une chimiothérapie néoadjuvante et chirurgie, association à une 

immunothérapie…). 

 

1) Radiothérapie et microenvironnement tumoral 
 

Grâce à son efficacité, la radiothérapie (RT) est actuellement administrée en première ligne 

de traitement chez plus de 60 % des patients atteints de cancer (Jaffray, 2012), généralement 

en association avec la chimiothérapie. Bien que la cible première de la RT soit la cellule 

cancéreuse en prolifération, la radiothérapie entraîne également des modifications au niveau 

du microenvironnement tumoral et notamment immunitaire. Ainsi les souris nude, -

dépourvues de système immunitaire -, ne répondent que partiellement à la radiothérapie en 

comparaison à des souris sauvages. Ces données récentes avaient déjà été décrites in vivo en 

1979 par Helen Stone, dans une étude montrant une relation forte entre la radiosensibilité de 

la tumeur irradiée et l’immunocompétence de l’hôte. Dans cet article, la dose nécessaire pour 

contrôler 50 % des tumeurs (TCD50) de souris immunodéprimées était environ le double de 

la dose qui était nécessaire chez les souris immunocompétentes (60 Gy vs 30 Gy) (Stone et 

al., 1979). 

Ces modifications sont dictées par le type de rayonnement, la dose, 

l'intensité/fractionnement, la méthode d'administration, la taille du champ et la dose 

cumulative totale. La RT joue un rôle double : d’un côté elle permet une stimulation de la 

réponse immunitaire et entraine une élimination des cellules tumorales mais elle induit 

également un effet immunosuppresseur pouvant entraîner un « effet rebond » et une 

progression tumorale. 

 

 
a) Effets immunostimulants de la radiothérapie 

 
La radiothérapie (RT) favorise la présentation des antigènes tumoraux par les cellules 

tumorales en majorant le pool cellulaire d’antigènes spécifiques et en favorisant 

transitoirement l’expression du CMH de classe I (secondaire à la production d’IFNγ) et 

de Fas rendant ainsi les cellules tumorales plus vulnérables à la destruction par les 

lymphocytes T  cytotoxiques (Chakraborty et al., 2003; Reits et al., 2006). 
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Elle génère également une mort cellulaire « immunogène ». En effet, la dichotomie 

traditionnelle de la mort cellulaire proposée par Kerr et Wyllie en 1972 (Kerr et al., 1972) - 

l’une permettant une élimination « propre » et non inflammatoire des cellules i.e. l’apoptose 

et l’autre induisant un phénomène inflammatoire qui atteint la région située autour de la 

cellule détruite i.e. la nécrose- a été remise en question par la démonstration que la mort 

apoptotique pouvait être associée à la libération de signaux pro-inflammatoires et dangereux 

(Galluzzi et al., 2007). La mort cellulaire induite par la chimiothérapie et la RT est très 

immunogène via la libération de signaux de danger de type danger-associated molecular 

patterns (DAMPs) et favorise la présentation croisée des antigènes de tumeurs par les 

cellules dendritiques (DC) aux lymphocytes T, conduisant à une réponse anti-tumorale (Ma 

et al., 2010; Zitvogel et al., 2011). Ainsi les trois signaux de danger identifiés comme 

critiques pour l’induction de la mort cellulaire immunogène, la translocation de la 

calréticuline correspondant à un « eat-me » signal à la surface de la cellule « mourante » 

aboutissant à la phagocytose des fragments cellulaires tumoraux, la libération de la high 

mobility group box-1 (HMGB1) se liant aux récepteurs TLR4, la libération active d’ATP 

par les cellules engagées dans la mort apoptotique, nécessaire à l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 et à l’attraction des cellules présentatrices d’antigène (Formenti and 

Demaria, 2009) ont tous été décrits dans les cellules irradiées (Apetoh et al., 2007; 

Ghiringhelli et al., 2009; Obeid et al., 2007). 

 

Les DCs activées présentent alors les antigènes de tumeurs aux lymphocytes T naïfs au sein 

des ganglions lymphatiques drainant la tumeur et entrainent une réponse immunitaire 

cytotoxique spécifique de l’antigène tumoral (Demaria and Formenti, 2012). La RT génère la 

sécrétion de CXCL6 et des molécules d’adhésion ICAM-1 (intercellular cell adhesion 

molecule-1), VCAM-1 (vaascular cell adhesion molecule-1) et E-selectine entrainant le 

recrutement de lymphocytes T effecteurs au site de la tumeur (Gaugler et al., 1997; 

Matsumura et al., 2008) et ainsi la mort de la cellule tumorale par apoptose. L’activation 

lymphocytaire assure également la formation de lymphocytes T mémoires présents dans la 

circulation générale. De plus, la RT entraîne une amplification de la réponse immunitaire 

anti-tumorale en induisant un microenvironnement pro-inflammatoire avec libération de 

cytokines pro-inflammatoires IL1-β, IL2, IL6, IL12, IFN de type I (IFN-α /β)  et TNF-α 

(Schaue and McBride, 2010). 
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Ainsi, la RT est capable d’induire une mort cellulaire pouvant être perçue par le système 

immunitaire comme dangereuse en libérant des antigènes associés à la RT (radiation-

associated antigenic proteins, RAAPs) (Ozpiskin et al., 2019) et de convertir ainsi la tumeur 

irradiée en un vaccin anti-tumoral in situ (« in situ cancer vaccine ») (Formenti and 

Demaria, 2009). 

 
b)  Effet systémique de la radiothérapie : effet abscopal 

 

Le terme abscopal introduit en 1953 par R.H. Mole est dérivé du préfixe latin ab (en dehors) 

et du nom grec scopos (la cible) (Mole, 1953). R.H Mole remarqua que la régression 

tumorale pouvait être observée au niveau de régions à distance de la zone tumorale irradiée et 

décrivit ainsi pour la première fois l’effet non ciblé de la radiothérapie. Mais ce type d’effet 

restait anecdotique. Dans les années 2000s, les expériences de S. Demaria ont permis de 

démontrer le rôle du système immunitaire et notamment le rôle des lymphocytes T dans 

l’effet abscopal (Demaria et al., 2004). Ainsi, en utilisant un modèle de tumeur non 

métastatique 67NR implantée dans les deux flancs de souris immunocompétentes et en 

n’irradiant qu’une seule des deux tumeurs afin de mesurer l’effet abscopal sur la tumeur non 

irradiée Demaria et al. ont montré que seule la restauration d’une fonction des cellules 

dendritiques permettait d’induire un effet de type abscopal qui était médié par l’activation des 

lymphocytes T anti-tumoraux.  

Mais ce n’est qu’avec l’arrivée des immunothérapies par blocage des molécules de 

costimulation inhibitrice (MCI) et les observations faites de régression de métastase à 

distance du site d’irradiation, que l’effet abscopal a fait l’objet d’un regain d’intérêt (Postow 

et al., 2012). Depuis, de nombreux essais cliniques testent la combinaison d’une RT avec 

différents types d’immunothérapies. Actuellement, le site clinicaltrial.gov recense 29 essais 

en cours décrivant l’effet abscopal dont une seule étude de phase III dans les cancers du 

poumon non à petites cellules (NCT03774732). 

 
 

c) Effet secondaire de la radiothérapie : l’immunosuppression 
 
La RT peut également entrainer des effets immunosuppresseurs. En effet, la RT a longtemps 

été considérée comme immunosuppressive comme l’atteste son utilisation en irradiation 

corporelle pré-greffe.  
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Les cytokines induites par la RT jouent un rôle central dans la balance immunitaire anti-

tumorale. Ainsi, comme nous venons de le voir la RT induit la libération de signaux de 

DAMPs générant une réaction pro-inflammatoire avec libération de cytokines telles de IL1-β, 

IFN-α ou TNF-α conduisant au recrutement de macrophages de type M1 participant à la 

réponse immunitaire anti-tumorale. L’évolution se fait ensuite vers un état anti-inflammatoire 

avec sécrétion de cytokines de type IL-4, IL-10 générant une polarisation de type M2 aux 

macrophages (Allavena et al., 2008; Schaue and McBride, 2010). Les macrophages M2 

exercent alors une forte activité immunosuppressive en inhibant à la fois les lymphocytes T 

CD4+ et CD8+, les cellules NK et les lymphocytes NKT en provoquant l’apoptose des 

lymphocytes T, en induisant via la libération de TGF-β et d’IL-10, la formation de 

lymphocytes T régulateurs CD4+FOXP3+ (Treg) à partir des lymphocytes T CD4+ (iTreg) et 

en attirant au site tumoral irradié les lymphocytes Treg naturels (nTreg) via la libération de 

chimiokines telles que CCL3, CCL5, CCL20 ou CCL22 (Noy and Pollard, 2014). La 

radiation ionisante entraîne une altération physique des cellules immunitaires, mais la 

« résistance » cellulaire aux radiations dépend du type cellulaire ainsi les Treg sont plus 

résistantes aux radiations ionisantes que les lymphocytes T cytotoxiques (Kachikwu et al., 

2011).  

La radiothérapie via la sécrétion d’IFNγ entraine une surexpression de PD-L1 à la surface des 

cellules tumorales et du récepteur PD-1 sur les lymphocytes T (Dovedi et al., 2014). Le signal 

PD1/PDL-1 entraine alors l’anergie ou l’apoptose des lymphocytes cytotoxiques aboutissant 

à nouveau à un microenvironnement immunosuppressif.  

 

2) Impact de la chirurgie sur le microenvironnement tumoral  
 

L’observation de cas de dissémination métastatique post-chirurgicale a abouti à l’étude du 

rôle de la chirurgie -bien qu'elle soit nécessaire à la résection de la tumeur primaire- sur le 

système immunitaire et notamment sur le contrôle des métastases à distance à la fois dans des 

modèles précliniques et chez les patients.  

 

Différents niveaux d’explications ont été avancés au cours des dernières années.  Ainsi, la 

dissémination des cellules tumorales dans la circulation générale lors de l’acte chirurgical 

ou la stimulation de l’angiogenèse en post-opératoire peut conduire à une croissance 

métastatique malgré la résection de la tumeur primaire (Tohme et al., 2017).  
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De plus, en période post-opératoire et lors de la phase de cicatrisation, un état pro-

inflammatoire se met en place, pouvant être responsable d’un état favorisant la tumorigènese 

(Eming et al., 2007). En effet, certaines études ont montré une augmentation de la sécrétion 

de certaines cytokines et de chimiokines en post-opératoire (IL-6, CXCL-10) et lors du 

processus de cicatrisation (IL-6, G-CSF, CCL2). A noter, que cette sécrétion semble  corréler 

avec la « lourdeur » de l’acte chirurgical (chirurgie mini-invasive vs laparoscopie) (Crucitti et 

al., 2015; Sammour et al., 2010). Ainsi, les mécanismes d'immunosuppression lors de la 

période de cicatrisation offrent potentiellement aux cellules cancéreuses disséminées une 

fenêtre d'opportunité pour se multiplier au niveau d’un site secondaire. 

 

Il a également été montré que la chirurgie induisait un dysfonctionnement des cellules NK. 

Chez des patients atteints d'un cancer colorectal il a été observé une diminution de la 

sécrétion d'IFNγ par les cellules NK périphériques par rapport au groupe contrôle (individus 

sains), cette diminution était observée jusqu'à 2 mois post-chirurgie (Angka et al., 2018). 

Le type de chirurgie (laparoscopie vs chirurgie ouverte) semble également jouer un rôle 

important sur le taux de NK circulants (Liu et al., 2010; Wichmann et al., 2005). La 

diminution du nombre de cellules NK et de lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) conduit à 

une immunosuppression qui, à son tour, contribue à l'expansion des cellules tumorales 

résiduelles ou à la formation de micrométastases.  

 

Ainsi, les nouvelles approches à type de désescalade chirurgicale par les stratégies de 

préservation d’organes pourraient également réduire les effets immunosuppresseurs de l’acte 

chirurgical. 

 

 

3) Radiochimiothérapie néoadjuvante et nombres de ganglions 
 

Les traitements oncologiques n’agissent pas uniquement sur la tumeur mais également au 

niveau des ganglions drainant, cela a son importance dans le cadre de traitements 

néoadjuvants. En effet, il a été montré que le traitement par nRCT des cancers du rectum 

induisait une diminution du nombre de ganglions lymphatiques examinés sur les pièces 

opératoires post nRCT (Bosset et al., 2005; Wichmann et al., 2002). Ainsi dans une méta-

analyse datant de 2012, la nRCT induisait une diminution du nombre de ganglions examinés 

sur les pièces opératoires de 7 à 53% (Miller et al., 2012).  
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Au niveau histologique, la radiochimiothérapie induit également des modifications 

architecturales au niveau ganglionnaire. Il a été démontré au niveau de la tumeur primaire 

que la présence de fibrose ou de nécrose sur la pièce opératoire post-nRCT étaient des 

critères de bonne réponse au traitement et sont des stigmates de la présence de cellules 

tumorales (Dworak et al., 1997; Junker et al., 1997). Les mêmes observations ont été faites au 

niveau ganglionnaire dans différents type de cancers notamment dans le cancer du rectum 

(Mirbagheri et al., 2014; Takahashi et al., 2020). Un score LRG (lymph node regression 

grade) basé sur le même système que le TRG (tumor regression grade) utilisé en pratique 

clinique pour évaluer la régression tumorale dans le cancer du rectum, a été proposé (Caricato 

et al., 2007). Ce score a été évalué dans plusieurs études cliniques (Li et al., 2016; Mirbagheri 

et al., 2014) montrant une corrélation du LRG avec le risque de rechute. Les effets d’un 

traitement néoadjuvant sur les ganglions lymphatiques -tumoraux ou non- est une question 

essentielle mais difficile à étudier. Des études ont montré une relation entre la tumeur 

primaire et la régression des ganglions lymphatiques. Une nouvelle stadification 

pathologique incluant la régression tumorale au niveau ganglionnaire permettrait une 

stratification plus précise des patients à la fois sur le plan pronostique mais également 

thérapeutique. 
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PARTIE III. Les ganglions lymphatiques : acteurs immunitaires dans le 

cancer  

 
Les ganglions lymphatiques sont des acteurs centraux du système lymphatique et 

immunitaire. Ils jouent un rôle essentiel mais contradictoire dans la progression tumorale. 

En effet, ce sont avant tout des organes sentinelles responsables de l’immuno-surveillance 

anti-tumorale mais aussi de lieu de formation de niches métastatiques immunotolérantes 

aboutissant à la dissémination secondaire du cancer. Cet antagonisme est le reflet de la 

manière dont le cancer arrive à manipuler le système lymphatique et immunitaire. 

 

A. Ganglions lymphatiques du rectum 
 

Le drainage lymphatique du rectum prend son origine dans la muqueuse et dans la sous-

muqueuse du rectum. Le premier relais lymphatique est pararectal puis le drainage suit les 

vaisseaux de l’ampoule rectale. Les ganglions sont situés autour des vaisseaux du rectum, 

principalement autour des artères. La vascularisation artérielle du rectum est assurée 

essentiellement par les artères rectales supérieures (ARS) plus accessoirement par les artères 

rectales moyennes (ARM) et par l’artère sacrée moyenne (ASM).  

Les ganglions lymphatiques drainant le rectum sous la réflexion péritonéale, suivent deux 

voies principales (1) le long de l'artère rectale supérieure et de l'artère mésentérique 

inférieure dans les ganglions para-aortiques, (2) le long des artères rectales moyenne et 

inférieure dans les ganglions obturateurs, iliaque interne et iliaque externe puis se terminant 

au niveau des ganglions para-aortiques (Figure 7). 

Les ganglions du mésorectum ou ganglions para-rectaux se situent principalement au niveau 

des faces postérieure et latérale du rectum. A noter que 56-75% des ganglions du mésorectum 

se situent au niveau de la face postérieure, les deux tiers de ces ganglions étant dans la partie 

supérieure du mésorectum (Canessa et al., 2001; Pirro et al., 2008; Topor et al., 2003). 
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B. Ganglions lymphatiques drainant la tumeur : intérêt du curage ganglionnaire 
étendu dans le cancer du rectum, différences entre les pratiques occidentales 
et asiatiques 

 

Comme dans la plupart des cancers, la place du curage ganglionnaire a fait partie intégrante 

de la prise en charge thérapeutique dans le cancer du rectum. Ce curage est aujourd’hui à 

l’origine de différences dans les pratiques thérapeutiques occidentales et asiatique. 

 

Dans les années 1950, la chirurgie du cancer du rectum impliquant un curage étendu des 

ganglions lymphatiques péri-aortiques et pelviens latéraux a été mise en place aux États-Unis 

(Deddish, 1951; Sauer and Bacon, 1952). Cependant, cette chirurgie lourde et associée à une 

augmentation de la fréquence du risque hémorragique, des dysfonctionnements urinaires et 

sexuels, fut progressivement abandonnée (Georgiou et al., 2009; Stearns and Deddish, 1959). 

Dans les années 2000, plusieurs études cliniques ont montré une réduction du risque de 

récidives locales avec l'utilisation d'une radiochimiothérapie (RCT) préopératoire (Gerard, 

2006; Peeters et al., 2007). Ainsi, la radiochimiothérapie néoadjuvante (nRCT) suivie de 

l’excision totale du mésorectum (TME) sans curage de la paroi pelvienne latérale est 

devenue le traitement de référence pour le cancer du rectum localement avancé. 

Une seule étude prospective randomisée (Nagawa et al., 2001) a comparé la durée de survie 

sans récidive et la durée de survie globale de deux groupes de malades ayant un cancer du 

rectum traité par protectomie par TME après radiothérapie préopératoire associée ou non à 

Figure 7. Drainage lymphatique du rectum 
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un curage de la paroi pelvienne latérale. Dans cette étude, aucune différence au niveau des 

durées de survie dans les deux groupes de malades n’a été retrouvée.  

Une méta-analyse récente (Anania et al., 2021), a montré qu’il n’y avait aucun bénéfice 

oncologique à associer la TME à un curage élargi aux ganglions pelviens latéraux. 

Le curage latéral a par ailleurs, une morbidité propre. Elle allonge la durée opératoire, 

augmente les pertes sanguines et les troubles génito-urinaires en raison du non-respect de 

l’innervation pelvienne.  

A l’exception de l’Asie, le curage pelvien latéral systématique n’est pas recommandé, car 

il augmente la morbidité postopératoire et il n’améliore ni le taux de survie, ni le 

contrôle local de la maladie.  

 

C. Ganglions lymphatiques : le double-jeu  
 
 
Les ganglions lymphatiques (LN) drainant la tumeur jouent un rôle paradoxal dans le 

cancer. Du point de vue chirurgical et histologique les ganglions drainant la tumeur 

(ganglions sentinelles) sont réséqués et analysés pour déterminer la propagation 

métastatique de la maladie permettant ainsi d’établir la prise en charge et le pronostic du 

patient. Du point de vue immunologique, les ganglions lymphatiques sont avant tout des 

organes lymphoïdes secondaires permettant l’orchestration des réponses immunitaires 

(Chen and Mellman, 2013).  

 

1) Ganglions sentinelles : une niche pour le développement tumoral 
 

Le développement de métastases est précédé par des modifications au sein du 

microenvironnement de l’organe métastatique en vue de l’arrivée et de la colonisation des 

cellules tumorales (Peinado et al., 2011). Le « dialogue » entre la cellule tumorale (« the 

seed », la graine) et le microenvironnement (« the soil », le sol) a été observé et décrit pour la 

première fois par Stephen Paget en 1889 et est à l’origine de la théorie de « la graine et du 

sol » (« Seed and Soil ») (Paget, 1889). Le concept de niche pré-métastatique a depuis été 

formulé par l’équipe de David Lyden (Kaplan et al., 2005). Cette étude pionnière a révélé que 

certains facteurs excrétés ou sécrétés par les cellules tumorales permettaient de moduler le 

microenvironnement de l’organe où se développeront les métastases ultérieurement. Ces 

facteurs préparent ainsi l'organe cible à l’« accueil » des cellules tumorales favorisant leur 
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survie et leur prolifération. Les principaux événements de ce processus d'amorçage 

comprennent la sécrétion de facteurs de croissance pro-métastatiques, de 

chimiokines/cytokines, ainsi que la libération de vésicules extracellulaires (EV) telles que 

des exosomes par la tumeur primaire. Ces facteurs dérivés de la tumeur primaire entraînent 

une augmentation du nombre de cellules immunosuppressives et le remodelage de la matrice 

extracellulaire (MEC) dans l'organe pré-métastatique. Ces changements moléculaires et 

cellulaires créent ainsi un microenvironnement unique qui favorise la croissance 

métastatique. La formation de ces niches pré-métastatiques a été décrite dans de nombreux 

organes, tels que le poumon (Maru, 2015), le foie (Houg and Bijlsma, 2018), les os (Ren et 

al., 2015). Cependant, les données concernant la formation de ces niches au sein des organes 

lymphoïdes secondaires que sont les ganglions sont récentes. Hirakawa et al. ont été les 

premiers à observer le remodelage des ganglions lymphatiques à un stade pré-métastatique 

(Hirakawa et al., 2005, 2006). Ils ont montré que les facteurs de croissance vasculaire 

(VEGF-A et VEGF-C) étaient responsables de l'induction de la lymphangiogénèse dans les 

ganglions sentinelles. Depuis, plusieurs études ont permis d'élucider d’autres mécanismes 

impliqués dans la formation de niche-pré-métastatiques au sein des ganglions lymphatiques :  

augmentation de la lymphangiogénèse et du flux lymphatique, remodelage des HEVs (high 

endothelial venules), recrutement de cellules myéloïdes et la réduction du nombre et de la 

fonction des lymphocytes effecteurs (Figure 9).  

 

La lymphangiogenèse et le remodelage des HEVs sont des étapes clés de la dissémination 

métastatique ganglionnaire. 

- La lymphangiogenèse du LN est principalement dirigée par le VEGF-A, le VEGF-C, 

l'intégrine et l'érythropoïétine et est corrélée à une augmentation des métastases 

systémiques (Hirakawa et al., 2005, 2006). Le VEGF-C stimule la prolifération et la 

migration des cellules endothéliales lymphatiques (LEC) entraînant la formation de 

vaisseaux lymphatiques et l’élargissement des vaisseaux pré-existants augmentant 

ainsi la surface de contact entre les cellules tumorales et les lymphatiques (Ma et al., 

2018). Ce remodelage lymphatique contrôlé principalement par des facteurs solubles 

issus de la tumeur primaire a été observé avant même la détection de cellules 

tumorales au sein du ganglion. Cette expansion lymphatique pourrait jouer un rôle clé 

dans la formation de la niche pré-métastatique au sein des ganglions, entraînant la 

colonisation des LN par les cellules tumorales. 
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- Le remodelage des HEVs au sein des LN joue également un rôle essentiel dans la 

progression tumorale au sein des LN. En effet, les HEVs en perdant l’expression de 

molécules de surface (ex : BMP-4) entraînent une diminution du recrutement des 

lymphocytes naïfs et ainsi de la réponse anti-tumorale. Les HEVs altérés 

entraineraient également une augmentation de l’apport en oxygène et en nutriments 

nécessaires aux cellules tumorales en prolifération, en effet le processus de métastase 

ganglionnaire ne semble pas dépendre de l’angiogénèse (Padera et al., 2016). 

 

Les LN drainant la tumeur présentent un microenvironnement immunosuppresseur. 

Ainsi, on trouve moins de cellules T effectrices dans les LN métastatiques et pré-

métastatiques (Kohrt et al., 2005). De plus, les cellules suppressives dérivées des myéloïdes 

(MDSC) s'accumulent dans les LN sentinelles entraînant le recrutement de cellules T 

régulatrices inhibitrices (Tregs) inhibant la prolifération et l’activation des cellules T (Kohrt 

et al., 2005; Watanabe et al., 2008). De nombreuses similitudes ont été observées entre les 

LNs drainant la tumeur et ceux drainant des zones d'inflammation chronique. Les LECs 

jouent un rôle central dans l’immunosuppression intra-ganglionnaire. Il a été montré il y a 

quelques années que les LECs exprimaient à leur surface à la fois les molécules de CMH 

de classe I et II (Rouhani et al., 2014), cependant le niveau d’expression du CMH de classe 

II varie en fonction de leur location anatomique, ainsi le CMH-II est très fortement exprimé 

au niveau des ganglions (Rouhani et al., 2014; Santambrogio et al., 2019). Les LECs sont 

dépourvues des molécules co-stimulatrices (CD80, CD86, CD40) nécessaires à 

l'activation des cellules T CD8+ mais expriment très fortement PD-L1 (Tewalt et al., 

2012). Ainsi les LECs des ganglions (LN-LEC) sont capables de capter et cross-présenter des 

auto-antigènes issus de la lymphe via le CMH-I et d’induire la suppression des LTCD8+ 

naïves autoréactives (Lund et al., 2012). En situation de cancer, les LN-LEC sont alors 

capables de cross-présenter des antigènes issus de la tumeur et altérer ainsi la réponse CD8 

anti-tumorale (Jalkanen and Salmi, 2020; Lund et al., 2012). 
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2) Ganglion lymphatique drainant la tumeur : organe lymphoïde secondaire  
 
Les mécanismes impliqués dans la formation de la niche-prémetastatique permettant le 

développement de métastases intra-ganglionnaires sont désormais de mieux en mieux décrits. 

A l’inverse, la description de la mise en place d’une réponse immunitaire anti-tumorale intra-

ganglionnaire n’est encore qu’à ses débuts.  

 

Après le processus de sélection du lymphocte T CD8 pertinent vient l’activation et la 

prolifération des lymphocytes T CD8 dans le ganglion. Les lymphocytes se différencient en 

cellules mémoires largement distribuées dans le corps et divisées en différentes sous-

populations en fonction de leur mode de circulation et de leurs principales fonctions. Les 

deux premières populations à avoir été décrites en 1999 sont les lymphocytes T CD8 centraux 

mémoire (TCM) et effecteurs mémoire (TEM) (Sallusto et al., 1999). Les TCM circulent à 

travers les organes lymphoïdes secondaires (SLO). Ces cellules n’ont pas d’activité effectrice 

directe, mais sont capables de se différencier rapidement en lymphocytes T effecteurs en cas 

de contact avec son antigène cible. Les TEM circulent entre le sang et les tissus périphériques 

Figure 8. Niche pré-métastatique ganglionnaire. Les facteurs dérivés de la tumeurs (VEGF, EV) induisent une 
immunosuppression locale (MDSC, Tregs), une lymphangiogenèse, un remodelage des HEVs. (Gillot et al., 2021) 
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et ont des fonctions effectrices accrues, à savoir plus rapides et plus efficaces que celles des 

lymphocytes T effecteurs générés lors de la primo-infection. Dans le début des années 2010, 

une 3ème population de cellules mémoires localisées quant à elles au sein de différents tissus 

a été décrite : les T résidents mémoires (TRM) (Gebhardt et al., 2009; Jiang et al., 2012; 

Masopust et al., 2010). Contrairement aux cellules circulantes, les TRM expriment des 

marqueurs de rétention tissulaire et ne circulent pas. Les TRM ont été décrits dans la plupart 

des tissus (peau, poumons, foie, cerveau, intestins…) où ils jouent le rôle de sentinelles 

contre les ré-infections locales et les cellules tumorales (Gebhardt et al., 2018). En 2014, la 

présence de TRM au sein des SLO -dont les ganglions- a été pour la première fois décrite dans 

des modèles murins d’infection chronique (Schenkel et al., 2014). En effet, les SLO étant la 

première ligne de défense où se déroule la première rencontre avec les antigènes, Schenkel et 

al. ont émis l’hypothèse de la présence de TRM au sein des SLO (SLO-TRM). Ils ont ainsi 

objectivé dans un modèle murin d’infection chronique par le virus de la chorioméningite 

lymphocytaire (LCMV), la présence de lymphocytes T CD8 spécifiques du LCMV au sein 

des SLO ayant un phénotype TRM, avec notamment l’expression de CD69 à leur surface. Des 

expériences de parabiose, ont montré que ces lymphocytes T CD8+CD69+ ne circulaient pas, 

démontrant ainsi leur rôle de résidents. Ces TRM des SLO se situaient au niveau de la zone de 

première rencontre avec les antigènes : au niveau des sinus des ganglions lymphatiques et au 

niveau de la pulpe rouge de la rate. La même équipe a montré en 2018 (Beura et al., 2018) 

dans le même modèle murin d’infection chronique qu’une re-stimulation des TRM des tissus 

périphériques entrainait une augmentation des TRM spécifiques au sein des SLO. Ces SLO-

TRM pourraient dériver des TRM présents dans les tissus périphériques. Enfin, les SLO-TRM 

semblent exprimer des gènes communs aux TRM présents dans les tissus périphériques et aux 

TCM. 

Cette population CD8+ TRM a récemment été décrite dans les tissus lymphoïdes humains 

(Sathaliyawala et al., 2013; Thome et al., 2014; Woon et al., 2016) notamment dans le cadre 

d’infections chroniques. 

En 2018, la même équipe qui a mis en évidence la présence de la population SLO-TRM a 

montré chez les patients VIH+, la présence de lymphocytes TRM CD8+ spécifiques du VIH au 

sein des ganglions de patients elite controllers, c’est-à-dire capable de contrôler 

spontanément la réplication virale en absence de traitement anti-rétroviral (Buggert et al., 

2018). Des analyses par RNA-Seq ont montré que ces TRM spécifiques du VIH exprimaient 

des gènes d’une signature effectrice et cytotoxique, suggérant ainsi que les TRM spécifiques 

du VIH pourraient jouer le rôle de cellules effectrices au sein des ganglions permettant le 
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contrôle de l’infection. Cette étude a notamment pointé du doigt l’incapacité des études 

antérieures -qui s’intéressaient essentiellement aux composantes lymphocytaires sanguines- à 

saisir la composante principale de la réponse T CD8+ spécifique du VIH résidant dans les 

ganglions lymphatiques.  

Cette même observation pourrait être faite dans le cancer. En effet, l’étude de l’immunité 

anti-tumorale médiée par les cellules mémoires TCM, TEM et TRM s’est largement concentrée 

sur les tumeurs primaires, tandis que ces données sont largement insuffisantes au niveau des 

ganglions. En septembre 2021, Molodtsov et al. (Molodtsov et al., 2021) ont montré dans un 

modèle murin de mélanome la présence de TRM spécifiques de tumeur au sein des ganglions 

drainant la tumeur et que cette population était nécessaire au contrôle de la maladie au sein 

des ganglions lymphatiques. Afin d’étendre ces observations à l’Homme, les ganglions 

régionaux issus de patients atteints de mélanome ont été étudié par immunohistochimie et par 

analyse d’expression de gènes. Des lymphocytes CD8+CD69+ étaient bien présents au sein 

des ganglions métastatiques et se trouvaient à l’interface avec les cellules métastatiques. Des 

analyses en immunofluorescence montraient la présence de cellules CD8+CD103+CD69+ au 

sein de ces ganglions métastatiques. Une analyse transcriptomique des lymphocytes T issus 

d’un ganglion métastatique d’un patient atteint de mélanome a permis de mettre en évidence 

4 clusters transciptomiques dont un exprimant les caractéristiques de TRM. Afin d’étudier la 

signification pronostique de la présence de TRM au sein des ganglions les auteurs ont identifié 

une signature transcriptomique à partir des gènes les plus exprimés (LN-TRM). Cette signature 

fut ensuite testée sur l’ensemble des données de mélanome de la base de données TGCA (The 

Cancer Genome Atlas). Les patients ayant une signature LN-TRMHI avait en moyenne une 

médiane de survie globale de 670 jours plus longue que les patients LN-TRMLO. Ainsi, les TRM 

intra-ganglionnaires semblent être présents dans les ganglions lymphatiques de patients 

atteints de mélanome et une signature transcriptomique LN-TRM est prédictive d’une 

meilleure survie globale. 

L’impact de la composante innée intra-ganglionnaire en termes d’extension tumorale 

intraganglionnaire et de survie a également été étudié. Ainsi, dans le mélanome, une forte 

densité en macrophages (CD68+) et en cellules endothéliale (CD34+) était retrouvée au 

niveau des ganglions sentinelles. Cette densité était d’autant plus forte que le ganglion 

sentinelle présentait un envahissement tumoral. Dans la même étude aucune différence en 

termes de densité en cellules NK NKp46+ n’était retrouvée entre les ganglions sentinelles 

envahis ou non, une tendance à une plus forte infiltration en T CD8+ était retrouvée dans les 
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ganglions non envahis. Une corrélation entre la densité en NK NKp46+ et le taux de récidive 

à 5 ans était retrouvée dans cette étude (Messaoudene et al., 2015).  

Ces dernières années ont été marquées par l’avènement des immunothérapies dans la prise en 

charge oncologique. Il est très largement admis que les mécanismes sous-jacents au 

fonctionnement de ces immunothérapies sont le résultat de la réactivation des lymphocytes T 

dirigés contre les cellules tumorales au sein de la tumeur, toute l’attention scientifique s’est 

ainsi tournée vers l’étude de ce microenvironnement au dépend des ganglions drainant la 

tumeur. Mais des études récentes, sur le rôle des ganglions lymphatiques drainant la 

tumeur dans la réponse aux immunothérapies ont suscité un regain d’intérêt pour l’étude 

de ces ganglions. En effet, plusieurs études pré-cliniques ont montré l’importance des 

ganglions drainant la tumeur dans l’efficacité des immunothérapies par anti PD-1/PD-L1. 

Fransen et al. (Fransen et al., 2018) ont montré sur des modèles murins de tumeurs du colon 

(MC38 colon carcinoma) qu’une immunothérapie par anti PD-1 induisait une augmentation 

du nombre total de lymphocytes dans les ganglions drainant la tumeur, qui n’était pas 

retrouvée dans les ganglions ne drainant pas la tumeur. Ceci suggère qu’une 

immunothérapie anti PD-1 pourrait induire une activation des lymphocytes T dans les 

ganglions drainant la tumeur. L’ablation chirurgicale des ganglions drainant la tumeur chez 

ces souris avant l’administration de l’immunothérapie par anti PD-1 et anti PD-L1 entrainait 

une moins bonne réponse (taille de la tumeur et survie) par rapport aux souris contrôles, 

suggérant un rôle important de la circulation lymphocytaire entre le site de la tumeur et 

les ganglions drainant la tumeur pour une efficacité optimale de l’immunothérapie.  

Enfin, en comparant le niveau d’infiltration immunitaire (cellules CD45+) au niveau du 

microenvironnement tumoral (TME) chez les souris ayant subi ou non l’ablation des 

ganglions drainant la tumeur et mises sous anti-PD1, les auteurs ont montré une différence 

significative de la densité leucocytaire au sein du TME : les souris dont les ganglions étaient 

présents présentaient un infiltrat plus important. Les auteurs suggèrent ainsi que le traitement 

par anti-PD1 permettrait de lever l’inhibition des lymphocytes T CD8+ au sein des 

ganglions drainant la tumeur entrainant ensuite un influx de ces lymphocytes effecteurs 

au sein du microenvironnement tumoral. Ainsi les ganglions drainant la tumeur semblent 

jouer un rôle clé dans la régulation de la réponse anti-tumoral et dans le degré d’efficacité 

thérapeutiques des immunothérapies par PD-1 et PD-L1 dans un modèle murin de tumeur. 

D’autres études ont montré le rôle des ganglions drainant la tumeur dans l’efficacité des 

immunothérapies dans des modèles pré-cliniques (Dammeijer et al., 2020; Fransen et al., 

2018) 
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Ces données sont des arguments forts en faveur de la préservation des ganglions 

lymphatiques drainant la tumeur et de l’adjonction d’une immunothérapie néo-adjuvante afin 

de booster les capacités anti-tumorales des lymphocytes présents au niveau ganglionnaire. 

Aujourd’hui plus de 150 études cliniques sont en cours afin d’évaluer l’intérêt et la place de 

l’immunothérapie en tant que traitement néoadjuvant, associé ou non à des traitements 

classiques dans le cancer (radiothérapie, chimiothérapie). L’intérêt d’étudier non pas le seul 

microenvironnement tumoral mais aussi les ganglions drainant la tumeur semble aujourd’hui 

crucial afin de pouvoir comprendre les différents mécanismes de réponse et de non réponse à 

ces traitements. Dans une revue récente, Fransen et al. (Fransen et al., 2021) prônent pour 

l’étude immunologique systématique et approfondie des ganglions drainant la tumeur et ainsi 

reconsidérer le rôle des ganglions dans les traitements par immunothérapie. 

Cette remarque semble également pertinente pour tout traitement néoadjuvant (notamment 

dans le cancer du rectum), en effet les traitements néoadjuvants entraînent un remaniement 

des cellules tumorales avec libération d’antigènes de tumeurs, qui pourrait induire une 

réponse immunitaire au niveau des ganglions lymphatiques drainant la tumeur, ainsi une 

exérèse systématique des ganglions ne semblent plus aujourd’hui être la seule option 

thérapeutique. 

 
Il nous est donc paru essentiel d’analyser le retentissement ganglionnaire lors de la 

nCRT afin d’évaluer le bénéfice potentiel de la préservation des ganglions lors des 

stratégies de W&W. 
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Les objectifs définis lors de l’initiation de mon travail de Thèse étaient : 

 

- D’analyser la composante immunitaire du microenvironnement tumoral des cancers du 

rectum localement avancés avant traitement, et d’étudier son association avec la qualité de la 

réponse induite par la radiochimiothérapie néoadjuvante et la survie des patients. 

 

- D’analyser la composante immunitaire du microenvironnement tumoral et des ganglions 

drainant après radiochimiothérapie néoadjuvante en relation avec la qualité de réponse au 

traitement observé 

 

- D’évaluer la valeur pronostique et prédictive de la réponse au traitement du test 

Immunoscore appliqué aux biopsies diagnostiques 

 

- D’évaluer l’apport de la prise en compte de la composante immunitaire des tumeurs du 

rectum localement avancées traitées par radiochimiothérapie néoadjuvante pour une 

évolution de la prise en charge thérapeutique des patients, à type de :  

- Stratégie de conservation d’organe (Watch and Wait)  

- Renforcement thérapeutique lors du traitement néoadjuvant et en situation adjuvante 

- Combinaison potentielle avec une immunothérapie ciblant les immune checkpoints 
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Partie I. Article 1: A Diagnostic Biopsy-Adapted Immunoscore Predicts 
Response to Neoadjuvant Treatment and Selects Patients with Rectal 
Cancer Eligible for a Watch-and-Wait 
 
Contexte : Évaluation de l’infiltration immunitaire sur biopsie : un 
objectif atteignable ?  
 
Le traitement de référence du cancer du rectum localement avancé est la radiochimiothérapie 

néoadjuvante. Ce traitement entraîne au niveau systémique et local de profondes 

modifications notamment architecturales au sein de la tumeur rendant impossible l’analyse du 

microenvironnement tumoral sur la pièce de résection opératoire. En effet, la détermination 

des zones tumorales (CT) et de la marge d’invasion (IM) est d’autant plus aléatoire que le 

patient sera bon répondeur au traitement néoadjuvant. De plus la quantification de l’infiltrat 

immunitaire au niveau de la pièce opératoire réséquée sera en partie le reflet des 

modifications induites localement par le traitement néoadjuvant.  

Ainsi, le seul tissu vierge de tout traitement est la biopsie initiale effectuée lors de la 

colonoscopie diagnostique. 

L’étude immunitaire de ce tissu de petite taille, précieux, prélevé lors de la coloscopie 

diagnostique au niveau de zones cliniquement « suspectes », pourrait non seulement poser le 

diagnostic de cancer mais également amener à proposer des repositionnements thérapeutiques 

notamment en termes de traitement néoadjuvant. Cependant, la faisabilité de cette 

investigation immunitaire et surtout la représentativité de ce prélèvement n’étaient pas 

évidentes : il s’agit d’un tissu petit où seule l’analyse de la zone tumorale et non de la marge 

d’invasion est possible. 

 

 Afin d’étudier la faisabilité, la reproductibilité et la fiabilité de l’évaluation de l’infiltrat 

immunitaire sur les biopsies, nous nous sommes appuyés sur différents travaux de l’équipe :  

 

1) Un échantillonnage de la tumeur permet d’observer une valeur pronostique en 

termes de DFS dans les CRC 

 

Des travaux réalisés il y a déjà 10 ans au sein de notre équipe (non publiés) avaient posé la 

question de l’impact de l’échantillonnage de la tumeur sur la valeur pronostique associée 
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pour les paramètres CD3 et CD8. L’équipe avait tiré avantage de l’apport de la pathologie 

digitale pour l’analyse des immunomarquages des régions tumorales, issues des pièces 

opératoires, afin de « simuler » in silico la situation de prélèvement biopsique. En effet, 

chaque région analysée par le logiciel d’analyse d’images était divisée en tuiles de 0.72 mm 

de côté (100 à 700 tuiles pour une tumeur). Nous avons déterminé, sur une cohorte de 230 

patients présentant un CCR, quel serait le nombre minimum de tuiles jointives à analyser (3, 

5, 10, ou 40), pour obtenir de façon reproductible (1000 tirages au sort de chaque nombre de 

tuiles analysées par patient) une valeur pronostique, en termes de DFS, pour chaque 

marqueur d’intérêt. Les résultats présentés dans le Tableau 2 donnent la moyenne, la 

médiane, la SD et la p value du HR comparant les patient IS High au patients IS Low (cut off 

à la médiane) pour la région tumorale (CT). Ainsi, une valeur pronostique significative était 

observée dès une surface tumorale de 3 tuiles et augmentait suivant le nombre de tuiles 

analysées. La performance était plus importante pour le marqueur CD3 que le marqueur CD8.  

Ceci montrait la forte performance pronostique de l’évaluation immunitaire en termes de 

DFS, observée dès l’analyse de 3 tuiles et permettait d’envisager la faisabilité d’une 

évaluation immunitaire sur biopsies pour ces marqueurs d’intérêt. 

 
Tableau 2. Moyenne, médiane, déviation standard (SD) comparant les patients avec un IS fort (Hi) et faible (Lo) 
en fonction du nombre de tuiles analysées 

Name mean_hr.median median_hr.median sd_hr.median mean_hr.pv.median median_hr.pv.median sd_hr.pv.median
CD3CT-HivsLo_03_tiles 0,469402 0,4565 0,114467844 0,051229084 0,016033094 0,093044148
CD3CT-HivsLo_05_tiles 0,438977 0,427 0,09833444 0,029759976 0,008184095 0,055844834
CD3CT-HivsLo_10_tiles 0,412208 0,407 0,078645189 0,015142306 0,004861849 0,032114809
CD3CT-HivsLo_20_tiles 0,393517 0,388 0,061780001 0,007753643 0,002991995 0,014139723
CD3CT-HivsLo_40_tiles 0,380273 0,376 0,053223973 0,005040151 0,00206209 0,009669577
CD8CT-HivsLo_03_tiles 0,479178 0,466 0,112353057 0,055107966 0,016042985 0,097015585
CD8CT-HivsLo_05_tiles 0,462243 0,449 0,100781193 0,04168924 0,011605529 0,077275513
CD8CT-HivsLo_10_tiles 0,451807 0,4455 0,082994686 0,029269346 0,011074314 0,051615859
CD8CT-HivsLo_20_tiles 0,451784 0,448 0,072006321 0,025031226 0,011866201 0,037700658
CD8CT-HivsLo_40_tiles 0,466819 0,463 0,064637359 0,029075708 0,01644712 0,039680748  
 

2) Cet échantillonnage de la tumeur est-il pour autant un reflet exact de la qualité de 

l’infiltration immunitaire de la totalité de la surface tumorale ? 

 

2.1) Il existe une hétérogénéité d’infiltrat CD3+ et CD8 + dans les cancers colorectaux  

 

Nous avons récemment évalué et modélisé l’hétérogénéité de l’infiltrat lymphocytaire (CD3, 

CD8) au sein des tumeurs de côlon (travaux non encore publiés). L’hétérogénéité était définie 

par différentes mesures statistiques telles que l’étendue, la déviation standard, le coefficient 

de variation ou encore l’entropie. L’idée directrice de ce travail est d’évaluer si la prise en 
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compte additionnelle de l’hétérogénéité permettrait d’améliorer la performance pronostique 

de l’IS. 

Au sein d’une tumeur du côlon classée parmi une même catégorie d’IS (IS low, intermediate 

ou high) deux profils d’infiltration en CD3 et CD8 ont pu être mis en évidence (Figure 9) :  

- un profil « homogène » où l’ensemble des « tuiles » (carré de 720 μm de côté 

permettant la segmentation du tissu analysé) de la tumeur étudiée avait une densité 

lymphocytaire identique 

- un profil « hétérogène » dans lequel une différence importante en terme de densité 

lymphocytaire au niveau des tuiles comparées entre elles était observée. Cette 

l’information était ainsi « lissée » par la mesure de la densité globale. 

 

 
 
Figure 9. Variabilité de l’infiltration lymphocytaire au sein d’une tumeur classée Immunoscore 1. 

 

Cette constatation de l’hétérogénéité d’infiltrat au sein de la tumeur est à garder en mémoire 

dans l’analyse d’un tissu de petite taille telle que les biopsies. Ainsi, le calcul de la densité 

immunitaire du marqueur CD3 ou CD8 sur biopsie, pourrait ne pas être représentatif du reste 

de la tumeur dans le cadre d’une infiltration de type hétérogène. 
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2.2) La surface de biopsie tumorale (environ 10% de la surface analysée en pleine lame) 

est insuffisante pour refléter la densité moyenne de l’ensemble de la région CT  

 

La surface de tissu analysée sur une biopsie représente en moyenne 10% de la surface 

tissulaire totale analysée sur une lame de fragment de la pièce opératoire. Ainsi, compte tenu 

de la faible surface analysée, la question de la représentativité de la densité immunitaire 

déterminée sur biopsie doit être soulevée. Dans une étude précédemment publiée par 

l’équipe, la surface minimale à analyser afin d’être représentatif de l’ensemble de la tumeur  a 

été déterminée (Marliot et al., 2020). Ainsi l’étude de 55 à 78% de la surface totale de chaque 

région (CT et IM) était nécessaire pour obtenir une estimation fiable (+/- 10%) des densités 

moyennes de CD3+ ou CD8+ pour 50% des patients de la cohorte (Figure 10).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
L’analyse de l’infiltrat immunitaire sur la biopsie diagnostique -ne représentant qu’en 

moyenne 10% de la surface analysée sur pièce opératoire-, ne renseigne pas avec précision 

sur la valeur de la densité moyenne de l’ensemble de la région d’intérêt. 

 

 
2.3) Plus la densité est faible, plus la surface nécessaire à prendre en compte doit être 

importante pour refléter la densité moyenne de la région 

Dans la même étude (Marliot et al., 2020), les données suggéraient que la surface minimale à 

analyser sur une biopsie pour obtenir une densité immunitaire représentative de la densité 

immunitaire de l’ensemble de la région (CT ou IM) était d’autant plus grande que l’infiltrat 

Figure 10. Surface minimale (%) requise pour chaque marqueur (CD3+ et CD8+), dans chaque région (CT et IM) permettant 
d’estimer une densité en cellules immunitaire égale à celle de la région entière chez 538 patients (Marliot et al., 2020). 
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immunitaire était faible (Figure 11), cet effet était plus prononcé dans la région CT que dans 

la région IM. 

Cette information était également à prendre en compte dans l’analyse de l’infiltrat 

immunitaire au sein des biopsies. Ainsi, un résultat de faible infiltration d’une biopsie 

tumorale doit être pris avec précaution compte tenu de la faible surface analysée (risque de 

sous-estimation de la densité réelle du marqueur immunitaire). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3) La biopsie ne permet pas d’analyser la marge d’invasion : conséquences 

potentielles  

  
 

Sur une large cohorte de patients présentant un CCR (n=538), nous avons observé que les 

densités immunitaires des marqueurs CD3 et CD8 dans les deux régions d’intérêt (la tumeur 

(CT) et son front d’invasion (IM)) n’étaient que faiblement corrélées (r2 CT vs IM = 0,61 

pour le CD3 et de 0,68 pour les CD8) (Figure 12). Ainsi, l’évaluation de la densité 

immunitaire dans la tumeur ne nous renseigne pas sur la densité observée dans la marge 

d’invasion. 

 

 

Figure 11. Impact de la densité des cellules immunitaires (CD3+ et CD8+) (représentée en abscisse) dans chaque région 
d'intérêt (CT et IM) sur la surface minimale nécessaire à analyser (représentée en ordonnée) pour obtenir une densité en 
cellules immunitaires égale à celle de la région entière (Marliot et al., 2020) 
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Les études initiales menées par notre équipe avaient montré l’importance de chacune de ces 

deux régions pour la prédiction de la survie sans récidive (Figure 13) et de la survie globale 

(non montré).  Ainsi, l’absence de prise en compte de la marge d’invasion constitue une perte 

d’information sur le plan pronostique.  

 

 
 
Figure 13. Courbes de Kaplan-Meyer illustrant la DFS en fonction de la densité en CD3 (forte Hi ou Faible Lo) 
dans le centre de la tumeur (CT) (A), la marge d’invasion (B), ou en combinant les deux régions (C).  

 
 

Figure 12. Comparaison des densités moyennes de cellules T CD3+ ou CD8+ dans le CT (en gris) et dans l'IM 
(en bleu) pour chaque patient de la cohorte (n=538). Les patients sont classés par ordre croissant de densité 
de cellules immunitaires dans la région CT. Les corrélations de Spearman avec R pour CT vs IM sont fournies 
pour chaque marqueur. 
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4) L’IS appliqué aux biopsies (ISB), comme variable catégorielle, permet d’atténuer les 

variations de densités observées entre les biopsies et les pièces opératoires  

 
J’ai testé quel était le degré de concordance entre le score immunitaire évalué sur la biopsie 

(Figure 14) et celui fourni par l’ensemble de la tumeur, accessible après l’acte de chirurgie 

d’exérèse. 33 tumeurs du côlon ont été analysées. Les résultats sont représentés dans la 

Tableau 3. Une corrélation partielle a été observée entre les 2 scores (test kappa = 0.45 ; 

P=0.0004). 60% des tumeurs (19/33) présentaient un IS identique. L’ensemble des 

discordances ne portaient que sur une catégorie d’IS. Ceci montre en particulier l’intérêt d’un 

score immunitaire en catégories permettant de supporter des variations de densités.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ainsi, l’IS réalisé sur biopsie ne renseigne que sur la qualité d’infiltration immunitaire 

(CD3, CD8) dans la région tumorale, sans information sur la marge d’invasion. Cette 

information n’est pas un reflet exact de l’ensemble de la tumeur, et présente qu’un 

degré de concordance partiel avec l’IS de la pièce opératoire complète. Les simulations 

informatiques réalisées sur pièces opératoires suggèrent cependant fortement que cet 

échantillonnage de tumeur pourrait fournir un marqueur robuste et reproductible avec 

de bonnes performances pronostiques.  

 

 

 

Tableau 3. Concordance entre IS calculé sur pièce opératoire et ISB associé 
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Résultats  
 

1/ Détermination d’un Immunoscore biopsie (ISB) 

 

Actuellement, aucun biomarqueur permettant une prise en charge personnalisée des cancers 

du rectum localement avancés n’est utilisé en pratique clinique. Afin de répondre à cette 

problématique et de transposer les résultats obtenus dans le cancer du côlon grâce à 

l’Immunoscore établi sur la pièce opératoire, nous avons élaboré un Immunoscore (IS 

Biopsy, ISB) adapté au seul tissu disponible avant tout traitement néoadjuvant : la biopsie 

diagnostique.  

 

Les biopsies diagnostiques ont été immunomarquées en CD3 et CD8 selon les protocoles 

précédemment décrits (Pagès et al., 2018), les cellules marquées ont été quantifiées à l’aide 

d’un logiciel d’analyse d’images (Developper XD image analysis software, Definiens). Seule 

la zone tumorale (CT, Figure 14) de la biopsie diagnostique était étudiée.  Les zone de 

dysplasie et de tissu sain sont exclus du calcul de l’ISB.  

 

Les densités de cellules CD3+ et CD8+ obtenues dans la tumeur ont ensuite été converties en 

percentiles en se référant aux densités obtenues sur l’ensemble de la cohorte analysée, en 

suivant la méthodologie publiée pour le côlon (Pagès et al., 2018). La moyenne des 

percentiles pour CD3 et CD8 (ISB meanscore, « Mean percentile » dans la Figure 14) a 

ensuite été déterminée pour chaque patient puis catégorisée en ISB High (>70-100%), 

Intermediate (>25-70%) ou Low (0-25%) (Figure 14). 
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Figure 14. Méthodologie de détermination de l’ISB  

 

2/ ISB et pronostic 

 

Deux cohortes indépendantes de 131 et 118 patients traités pour un cancer du rectum par 

traitement néoadjuvant ont été constituées.  

Dans la première cohorte monocentrique de 131 patients, une différence significative en 

termes de survie sans récidive (DFS) a pu être observée entre les différentes catégories d’ISB, 

P test for trend (Ptft)= 0.012; HRHigh vs. Low = 0.21 [0.06–0.78]). 

Les patients avec un ISB high était à moindre risque de rechute que les patients faiblement 

infiltrés au niveau de leur biopsie diagnostique initiale avec une DFS à 5 ans de 91,1% [82-

100] chez les ISB high versus 65,8% [49,8-86,9] chez les ISB low. 

Cette différence a également été retrouvée en termes de survie globale (OS), de délai avant la 

survenue d’une rechute (TTR). 

Les mêmes résultats ont été observés dans la cohorte de validation de 118 patients. 
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3/ ISB et réponse au traitement néoadjuvant 

 

Le caractère prédictif de l’ISB vis-à-vis de la qualité de la réponse au traitement néoadjuvant a 

également été étudié. La qualité de la réponse est évaluée par différents moyens : 

radiologique (ycTNM) et anatomopathologique sur la pièce opératoire (Classification de 

Dworak, ypTNM, downstaging, score NAR) 

Sur l’ensemble des patients des 2 cohortes étudiées (n=249), une forte densité en CD3 et 

en CD8 sur la biopsie initiale était corrélée avec un bon degré de réponse au traitement 

néoadjuvant. Ces mêmes résultats étaient observés pour le « meanscore » et la 

classification en 3 catégories d’ISB. Aucun patient avec un ISB fort n’était observé dans 

le groupe de non répondeurs (Dworak 0). 

 

Afin d’étudier les conséquences immunitaires du traitement néoadjuvant, j’ai effectué une 

analyse transcriptomique (Nanostring) à partir des ARNs extraits de coupe de bloc tumoraux 

FFPE de pièce opératoire (n=62). Seule la région tumorale a été analysée. 

Pour cette analyse un panel de 48 gènes a été utilisé. Ce panel a été sélectionné à partir des 

travaux réalisés au sein de notre équipe sur la valeur pronostique de gènes immunitaires 

exprimés dans le cancer colorectal. Il regroupe principalement des gènes impliqués dans la 

cytotoxicité (GNLY, GZMA, CD8), l’activation (ICOS, CD69), la costimulation positive ou 

négative (CD274, PDCD1, LAG3, CTLA-4), l’orientation Th1 (TBX21, STAT4), Th17 (IL17), 

le chimiotactisme des monocytes/macrophages (CCR2, CCL2, CCL5) ainsi que des gènes de 

ménage (ACTB, GUSB, SP2, VPS33B) 

 

Un clustering hiérarchique non-supervisé montrait 2 profils d’activation immunitaire :  

- Un premier regroupant 19 patients (30,6%) qui présentaient une surexpression des 

gènes étudiés signant une activation immunitaire après le traitement néoadjuvant. 

- Un second regroupant 43 patients (69,4%) dont le niveau d’expression des gènes 

étudiés était faible 

 

La majorité des patients non répondeurs à la nRCT (Dworak 0-1) se comportaient comme les 

patients contrôles qui n’avaient pas reçu de traitement néoadjuvant (niveau d’expression de 

gènes faible).  

 



 

 76 

Le statut d’activation immunitaire était positivement corrélé au degré d’infiltration initial de 

la tumeur évaluée sur la biopsie diagnostique (ISB). Ainsi, parmi les patients présentant un 

profil immunitaire « activé » sur la pièce opératoire 42,1% des patients avec un ISB High 

contre 16,1% chez les patients présentant un profil « non activé ». 

   

La comparaison du niveau d’expression de gènes immunitaires entre les tumeurs ayant 

(Dworak 1-4) ou non (Dworak 0) répondu à la nRCT a révélé l’existence d’un augmentation 

significative (P < 0,05) du niveau d’expression de gènes impliqués dans la cytotoxicité 

(GZMA, GZMH, GZMK, PRF-1), dans la réponse Th1 (TBX21, STAT4), dans l’activation, 

(CD69) ainsi que des gènes codant pour les molécules de costimulation inhibitrice (CTLA-4, 

LAG3). 

 

Une analyse en composantes principales (CPA) ciblée sur les gènes différentiellement 

exprimés entre les patients répondeurs et non-répondeurs à la nRCT permettait de distinguer 

6 groupes de patients en fonction de la présence ou non d’un traitement néoadjuvant et du 

niveau de degré de réponse à ce traitement. 

 

Ces données suggèrent un lien entre le degré d’infiltration initiale de la tumeur, 

l’activation immunitaire post-traitement au sein de la tumeur et la qualité de la réponse 

au traitement néoadjuvant. 

 

4/ ISB : biomarqueur pouvant optimiser la prise en charge des patients atteints de 

cancer du rectum localement avancé 

 

Afin d’étudier le potentiel clinique de l’ISB, nous avons combiné les informations cliniques et 

anatomopathologiques disponibles aux différents stades de la prise en charge du patient : 

Au moment du diagnostic (cTNM), après le traitement néoadjuvant (ycTNM) et après la 

chirurgie (ypTNM, Dworak).  

Dans un modèle multivarié de Cox, l’ISB était le paramètre prédictif le plus important en 

termes de survie sans récidive (DFS) comparé aux paramètres cliniques disponibles avant la 

chirurgie cTNM (ISB high vs low HR= 0,2 ; P <0,001) et ycTNM (ISB high vs low HR= 

0,25 ; P = 0,039). 
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La prédiction de la réponse au traitement néoadjuvant par l’imagerie n’est pas optimale, en 

effet seuls 25 à 50% des patients classés en réponse clinique complète ont effectivement une 

disparition du contingent tumoral sur la pièce opératoire. La combinaison de l’ISB avec le 

degré de réponse déterminé en imagerie (ycTNM) permettait une meilleure prédiction de la 

réponse anatomopathologique. 

Ainsi la combinaison de l’ISB au degré de réponse établie en imagerie pourrait permettre une 

meilleure sélection des patients éligible à une stratégie de préservation d’organe. 

 

5/ ISB et stratégie de préservation d’organe (Watch and Wait) 

 

Nous avons pu avoir accès aux biopsies diagnostiques de patients suivis par la stratégie de 

préservation d’organe. Ces biopsies provenaient de centres répartis dans le monde (France, 

Belgique, Portugal, Brésil). Au moment de ces analyses cette stratégie novatrice était à ses 

débuts et l’analyse de ces biopsies précieuses était l’occasion d’étudier le rôle pronostique 

de l’ISB dans ce cadre de la non-résection de la tumeur. 

Ainsi, les biopsies de 73 patients très bons répondeurs et suivis par surveillance rapprochée 

après la nRCT a été analysé. 

Parmi ces patients très bons répondeurs 23 %, 51% et 26% étaient classés en ISB high, 

intermediate et low respectivement. Le délai avant rechute était significativement différent 

entre les différences groupes d’ISB (Ptft = 0,033, Phigh vs low=0,025).  

Aucune rechute n’a été observée dans ce groupe de 73 patients suivis par la stratégie de 

conservation d’organe présentant un ISB high sur la biopsie diagnostique (délai de suivi 8 

ans). 

 

Conclusion 

 

- Nous avons montré la faisabilité de l’analyse de l’infiltrat lymphocytaire (CD3 et CD8) 

par l’ISB au sein d’un tissu de petite taille où seule la zone tumorale pouvait être 

analysée.  

- Nous proposons ici un nouveau biomarqueur, l’ISB, qui pourrait permettre de :   

o prédire la qualité de la réponse au traitement néoadjuvant dès le diagnostic 

de cancer du rectum localement avancé 
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o prédire le devenir en termes de survie sans récidive et survie globale des 

patients traités par traitement néoadjuvant et opérés 

o prédire le devenir en termes de survie sans récidive chez les patients bons 

répondeurs au traitement néoadjuvant et inclus dans une stratégie de 

préservation d’organe 

o sélectionner les patients pouvant être éligibles à cette stratégie de 

préservation d’organe ou nécessitant une intensification du traitement. 
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Partie II. Article 2: Chemoradiation triggers antitumor Th1 and tissue 
resident memory-polarized immune responses to improve immune 
checkpoint inhibitors therapy 
 

Nous avons dans le cadre de ma Thèse initié une collaboration avec l’équipe du Pr. Olivier 

Adotevi (INSERM, UMR1098, RIGHT Université de Bourgogne Franche-Comté, Besançon) 

qui avait pour objectifs :  

- d’analyser les modifications du microenvironnement tumoral induites par différent 

type de traitement néoadjuvant (radiothérapie seule ou combinée à une 

chimiothérapie) chez des patients atteints de cancers de rectum.  

- d’étudier dans des modèles murins syngéniques les différences entre les populations 

lymphocytaires ganglionnaires en fonction du statut de réponse à la 

radiochimiothérapie. 

 

J’ai ainsi suivi la « formation spécifique destinée aux personnes appliquant des 

procédures expérimentales sur modèles rongeur », me suis entrainée à la dissection 

des ganglions chez la souris grâce au Dr Darraze-Jeze à la Pitié Salpêtrière. 

Malheureusement, à cause de la pandémie de Covid-19 et de la fermeture des 

laboratoires de recherche n’ayant pas comme thématique le Covid-19, je n’ai pu me 

rendre à Besançon que 2 fois, initier les premières expériences de mise au point (8 

souris traitées) avant la fermeture des laboratoires. Seule la première partie de la 

collaboration a pu être menée à son terme et a fait l’objet d’une publication avec cette 

équipe. 

Durant cette période de pandémie, j’ai changé provisoirement de thématique de recherche en 

m’associant aux différents projets COVID initiés par le laboratoire d’immunologie de 

l’HEGP en collaboration avec les services cliniques (radiologie, réanimation, médecin 

interne..) et le laboratoire de recherche du Pr Isabelle Cremer. 

J’ai participé à cet effort collectif qui était nécessaire. Les publications issues de ces travaux 

ont été rajoutées en Annexes de ce mémoire. 
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RESULTATS  

 

La combinaison de traitements en oncologie fait actuellement l’objet de nombreux essais 

cliniques. Ainsi, en immunothérapie anticancéreuse de nombreuses initiatives tentent de 

combiner différents types d’immunothérapies mais également d’y associer des traitements 

anti-cancéreux « classiques » (radiothérapie et chimiothérapie) afin de potentialiser leurs 

effets. Ainsi,  l’essai de phase III, IMpassion130 publié en 2018, a montré dans les cancers du 

sein métastatiques triple négatifs dont la tumeur exprimait PD-L-1, que l’association 

atezolizumab/Nab-Paclitaxel permettait d’allonger la survie globale de 10 mois par rapport au 

placebo/chimiothérapie (HR 0,62, IC95%; 0.45 - 0.86) (Schmid et al., 2018).  

Les différents mécanismes sous-jacents à cette synergie entre immunothérapie et 

radiochimiothérapie font l’objet de recherches. Dans cette publication l’équipe du Pr Olivier 

Adotevi a étudié dans des modèles murins syngéniques (dont 2 modèles de cancer colorectal, 

TC1 et MC38) les modifications immunitaires induites au sein du microenvironnement 

tumoral après exposition à la radiochimiothérapie ainsi que les effets de la combinaison d’un 

traitement par immunothérapie et radiochimiothérapie. Les principaux résultats obtenus sur 

les modèles murins par l’équipe du Pr Adotevi étaient :  

- L’induction par la radiochimiothérapie (RCT) d’un microenvironnement tumoral 

proinflammatoire et d’une réponse locale de polarisation de type Th1 

- L’induction par la RCT d’une expansion cellulaire T CD8+ spécifiques de la tumeur, 

ainsi qu'en cellules résidentes mémoires CD103+ (TRM) 

- la combinaison simultanée de la RCT/immunothérapie (anti-CTLA4 et anti-PD-1) 

était plus efficace qu’un traitement par immunothérapie seule pour obtenir un effet 

antitumoral optimal (taille de la tumeur et survie) et pour établir une immunité 

protectrice durable des cellules T antitumorales. 

 

Mon travail dans cette collaboration a consisté à étudier les modifications immunitaires 

induites par 2 types de traitement : la radiothérapie seule et la radiochimiothérapie. Afin de 

répondre à cette problématique, j’ai analysé 43 échantillons de tumeurs de rectum issues de 

patients ayant reçu i/ une radiothérapie néoadjuvante seule (nRT, n=13) ou ii/ de la 

radiochimiothérapie néoadjuvante (nRCT, n=30).  
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Dans un premier temps, l’ARN de 43 tumeurs de patients traités par nRT ou nRCT a été 

extrait à partir de bloc de tumeurs FFPE, le transcriptome a été analysé par Nanostring (panel 

de 48 gènes). Le panel Nanostring utilisé dans cette analyse comprenait des gènes 

immunitaires impliqués dans une orientation Th1 (TBX21, STAT4), dans la cytotoxicité 

(GZMA, GZMH, GZMK, PRF-1), l’activation T (CD69). 

 

Trois types de profils immunitaires chez ces patients ont été observés en fonction du 

niveau d’expression des gènes étudiés : 

- des patients ayant une signature de gènes immunitaires « hot » (n=3, 7% de la 

cohorte), avec un niveau d’expression des gènes étudiés élevé 

- un groupe de patients « cold » (n=26, 60% de la cohorte)  

- et un groupe intermédiaire « lukewarm » (n=14, 33% de la cohorte)  

 

Tous les patients ayant un profil transcriptomique de type « hot » ou « lukewarm » 

appartenaient au groupe ayant reçu de la nRCT (à l’exception d’un). Les patients ayant reçu 

de la nRT seule appartenaient tous au profil transcriptomique « cold » (à l’exception d’un). 

 

L’évaluation de la modulation des molécules de costimulation inhibitrice (MCI) post-

traitement a été faite par immunomarquage. L’analyse de la densité des MCI (PD-1, PD-L1, 

LAG3, CTLA-4) a été effectuée à l’aide du logiciel d’analyse d’images Halo®. Ces analyses 

montraient une augmentation significative de la densité en cellules immunitaires PD-1+, 

PD-L1+ ou LAG3+ entre les patients n’ayant pas reçu de traitement et les patients 

ayant un traitement néoadjuvant. 

Une corrélation positive entre les trois différents profils d’activation immunitaire et le degré 

d’infiltration en PD1, PD-L1 (cellules tumorales et cellules immunitaires), CTLA-4 et LAG3 

des pièces opératoires post-traitement néoadjuvant a été retrouvée, suggérant que la 

radiochimiothérapie pouvait induire un microenvironnement immunitaire tumoral plus 

activé comparé à de la radiothérapie seule.   

Enfin, une corrélation positive entre le type de traitement et la qualité de la réponse était 

observée : les patients présentant une réponse au traitement néoadjuvant avaient 

principalement reçu une nRCT (93,3% nRCT vs 53,9% nRT).   
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7=8 
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Partie III. Cohorte de validation de biopsies de cancer du rectum, 
patients suivis par la stratégie de surveillance Watch & Wait (article en 
préparation) 
 

1) Constitution de la cohorte de validation   
 
 
Afin de confirmer les résultats préliminaires publiés dans Clinical Cancer Research sur la 

cohorte de 73 patients suivis par la stratégie de « Watch and Wait » (El Sissy et al., 2020) 

nous avons initié des collaborations internationales avec différents centres oncologiques 

pratiquant la stratégie thérapeutique  de « Watch and Wait » (W&W). Ces centres étaient 

notamment inclus dans le consortium « IWWD » (International Watch and Wait Database).  

 

Nous avons pu constituer une cohorte de validation issue du réseau IWWD, de 177 biopsies 

diagnostiques de patients atteints de cancer du rectum traités par radiochimiothérapie 

néoadjuvante, bons répondeurs puis suivis par la stratégie de surveillance simple (W&W). 

Les nombre de patients inclus dans les différents centres sont résumés dans le Tableau 4. 

 

Les biopsies diagnostiques sont rarement réalisées dans les centres réalisant la prise en charge 

du cancer du rectum et ne sont pas non plus centralisées secondairement par ces centres. Un 

effort considérable a été effectué par tous les centres afin de rapatrier ces biopsies. Il s’agit -à 

notre connaissance- de la plus grosse cohorte de biopsies diagnostiques de cancer du 

rectum de patients bons répondeurs à la nRCT, et suivi par la stratégie de surveillance 

simple (W&W). 

 
Tableau 4. Cohorte de validation patients suivis en Watch and Wait, ISB 
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Toutes les biopsies ont été centralisées sur la plateforme d’Immunomonitoring de l’Hôpital 

Européen Georges Pompidou afin d’y effectuer les immunomarquages. 

 

Seule la cohorte hollandaise a été immunomarquée localement par le centre recruteur après 

validation des protocoles de marquages par notre équipe et la réalisation d’une étude 

d’équivalence pour les immunomarquages entre nos deux centres. 

 Les mêmes clones d’anticorps (CD3 2GV6, 0,4 μg/mL; Ventana ; CD8 C8/144B, 3 μg/mL; 

Dako) ont été utilisés, ainsi que les mêmes protocoles de marquage. Seul l’automate de 

marquage différait entre les deux centres (BenchmarkXT vs Benchmark ULTRA). Afin de 

valider les immunomarquages 5 cas de biopsies ont été immunomarqués en parallèle dans les 

deux centres, puis comparés entre eux, en termes d’intensité de marquage et de densité 

immunitaire quantifiée par le logiciel d’analyse d’image. La détermination des ISB a été faite 

selon la même méthodologie que dans l’article précédemment publié dans Clinical Cancer 

Research (El Sissy et al., 2020). 

 

Les intensités de marquage CD3 et CD8 étaient équivalents dans les deux centres (Figure 

15), ainsi que les densités calculées. Au total, toutes les biopsies tests ont été classées dans la 

même catégorie d’ISB, à l’exception d’une qui avait un MeanScore de 70 sur le marquage 

effectué à l’HEGP et de 77,5 sur la biopsie immunomarquée en Hollande, les classant ainsi 

en ISB Int et ISB High respectivement. Le seuil défini pour catégoriser les ISB entre les 

catégories Intermédiaire et High étant strictement supérieur à 70, il a été conclu une 

concordance entre les marquages et la cohorte hollandaise a ainsi pu être prise en charge 

localement (Tableau 5).  
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Tableau 5. Détermination des ISB à partir d’immunomarquages fait dans les deux centres (Pays-Bas et  

 

2) Résultats de la cohorte Hollandaise (n=94) de patients suivis par la stratégie de 
Watch and Wait 

 
 

Les répartitions des ISB en fonction des caractéristiques cliniques de la cohorte sont résumées 

dans le Tableau 6. La répartition des ISB était indépendante du sexe, de l’âge, de la 

localisation de la tumeur (haut, moyen ou bas rectum), du stade initial de la tumeur et du type 

de traitement néoadjuvant reçu (Tableau 6).   

 

 

Figure 15. Comparaison de l’intensité de marquage entre les deux centres (Hollande vs France). 
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Tableau 6 : Répartition des différentes catégories d’ISB en fonction des caractéristiques cliniques. 

 
 

 

Dans cette première cohorte analysée, 30,8%, 55,3% et 13,8% des patients étaient catégorisés 

en ISB Low, Int et High, respectivement en suivant la classification ISB précédemment 

publiée. Les différences de temps avant récidive (Time to relapse, TTR) entre les patients ISB 

High vs ISB Low étaient à la limite de la significativité (p(High vs Low) = 0,056). Le test de 

tendance du log rank (test for trend) qui renseigne sur la relation linéaire entre l’ISB et la 

survie des patients sur l’ensemble de la cohorte était significatif (p=0.042) (Figure 16 A)  

 

Une répartition des patients de la cohorte en terciles, permettant une répartition équilibrée des 

patients dans 3 groupes (High, Intermediate et Low) a été réalisée. Une différence 

significative en terme de différence de temps avant récidive (p(High vs Low) = 0,039) était 

observée entre les groupes.  Le test de tendance sur l’ensemble de la cohorte était significatif 

(ptestfortrend=0.038) (Figure 16 B).  
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La probabilité de survie sans rechute à 2 et 5 ans en fonction du « Meanscore » (ISB en 

variable continue) a également été modélisée selon le modèle des risques proportionnels 

de Cox sans (Figure 17 A) ou avec relâchement (restricted cubic spline) (Figure 17 B). 

Ainsi, la probabilité de survie sans rechute à 5 ans variait de 46% à 85% en fonction de l’ISB 

meanscore chez les patients (modèle sans relâchement). Dans le modèle avec relâchement, on 

note que (i) un meanscore minimal de 50 est nécessaire pour percevoir un bénéfice en termes 

de survie sans récidive (ii) la probabilité de survie sans rechute à 5 ans peut atteindre 95% 

pour les valeurs d’ISB les plus élevées. 

En prenant en compte, les données accessibles à l’initiation du traitement néoadjuvant, l’âge, 

le sexe, la localisation de la tumeur, le stade cTNM et l’ISB, l’ISB était le seul paramètre 

pronostique (PHighvsLow= 0,047) (Tableau 7) en termes de prédiction du temps avant récidive. 

Ainsi, la donnée immunitaire était plus informative que la donnée d’extension tumorale 

initiale (cTNM). Le paramètre « stadification cTNM » n’avait pas de valeur pronostique 

signficative dans ce modèle multivarié, lorsque la valeur de l’ISB était connue. 

 

 

 

 

Figure 16. A. TTR en fonction de l’ISB en trois catégories (High, en bleu, Intermediare en Jaune et Low en rouge) chez 
les patients bon répondeurs à la nRCT suivis par Watch and Wait. B. TTR en fonction de l’ISB en tercile (High, en bleu, 
Intermediare en Jaune et Low en rouge) chez les patients bon répondeurs à la nRCT suivis par Watch and Wait 

A B 
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Dans les analyses multivariées de Cox pour la survie avant rechute (TTR) incluant le sexe,  

 

 

 

 

 

A B 

Figure 17. Probabilité de rechute à 2 ou 5 ans en fonction de l’ISB exprimé en variable continue (ISB Meanscore) 
sans relâchement (A) ou avec relâchement (restricted cubic spline ; ponts de relachement à 25%, 45% et 70%) (B). 

ISB Low ISB Int ISB High ISB Low ISB Int ISB High 

Sexe 0.07
    M vs F 0.91 (0.33-2.53) 0.863
Age 0.825
     <65 vs >65 ans 0.70 (3.49-0.76) 0.276
Localisation de la tumeur 0.146
     Moyen vs Bas rectum 0.72 (0.26-1.97) 0.52
     Haut vs Bas rectum NA NA
cTNM 0.346
     I vs III 1.74 (0.78-3.90) 0.179
     II vs III 0.78 (0.09-6.39) 0.813
ISB 0.576
    Int vs Low 0.60 (0.27-1.33) 0.208
    High vs Low 0.12 (0.01-0.98) 0.047

Charactéristiques PHA test HR (95% CI) P  value

Tableau 7. Modèle de Cox multivarié pour la TTR en fonction de l’ISB combiné aux paramètres cliniques 
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Nous avons analysé la contribution relative de chaque paramètre clinique disponible au 

moment du diagnostic permettant de prédire la survie avant rechute : parmi tous les 

paramètres cliniques disponibles la variable la plus importante en termes de prédiction de la 

survie sans rechute était l’ISB (contribution de 54%), devant le cTNM (contribution de 24%) 

(Figure 18). 

 
Figure 18. Contribution relative des différents paramètres cliniques et de l’ISB sur la survie avant rechute 

 

Ces résultats préliminaires confirment les observations faites sur la cohorte exploratrice 

de 73 patients. 

 

 

3) Résultats de la cohorte du Danemark suivi par Watch and Wait après une 
intensification locale du traitement néoadjuvant 

 

Plusieurs stratégies d’intensification du traitement néoadjuvant sont actuellement à l’essai. 

Nous avons pu avoir accès à 42 biopsies du centre de Velje (Danemark) qui pratique en 

complément du traitement néoadjuvant classique un boost par brachythérapie. Tous les 

patients étaient des patients bons répondeurs au traitement néoadjuvant (réponse évaluée par 

imagerie post-traitement) et ont tous été inclus dans un protocole de « Watch and Wait ». 

De façon intéressante, la contribution de l’ISB pour prédire la survie sans rechute n’était pas 

retrouvée dans cette petite cohorte (Figure 19). 

Ces données pourraient suggérer que le mode de délivrance de la radiothérapie, dans une 

situation d’intensification locale très forte du rayonnement ionisant (boost par 
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Figure 19. TTR en fonction de l’ISB en trois catégories (High, en bleu, Intermediare en Jaune et Low en gris) chez les 
patients traités par nRCT et boost brachythérapie, bon répondeurs à la nRCT suivis par Watch and Wait. Cohorte 
Danemark 

 

brachythérapie) pourrait annuler l’action de la composante immunitaire du 

microenvironnement tumoral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nous allons pouvoir tester cette hypothèse dans les mois à venir. En effet, nous avons initié 

au cours de ma thèse une collaboration avec l’équipe du Pr Gérard (CHU Nice, Centre 

Antoine Lacassagne), qui est spécialisé dans la radiothérapie de contact. L’étude OPERA 

(NCT02505750) qu’il coordonne augmente la dose d’irradiation grâce à l’utilisation de la 

contact-thérapie (chez des patients cT2T3N0N1 (<5 cm)) ; dans cette étude l’excision locale 

ou une stratégie de surveillance (Watch and Wait), sont envisagées si une réponse complète 

est initialement observée. Après avoir obtenu les autorisations réglementaires, nous réalisons 

actuellement une étude ancillaire (ID-RCB 2014-A0 1851-46) cherchant à évaluer la valeur 

pronostique et prédictive de l’ISB sur la réponse au traitement. 140 patients ont été inclus dans 

cette étude internationale (France et UK). Les données cliniques consolidées à 2 ans de suivi 

sont figées et disponibles. L’analyse des biopsies est en cours au sein de notre structure (40 

cas reçus à ce jour).  
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Partie IV. Analyse du statut immunitaire ganglionnaire des patients 
atteints de cancer du rectum en fonction du degré de réponse au 
traitement néoadjuvant. 
 
 
L’absence de chirurgie radicale dans les stratégies de W&W préserve les ganglions 

lymphatiques drainant la tumeur. Ceci pourrait fournir un avantage immunitaire pour le 

patient, favorisant l’absence de récidive locale de la maladie et sa dissémination.  

L'objectif de cette étude est de rechercher des signes d’activation immunitaire dans les 

ganglions drainant les tumeurs du rectum ayant répondu au traitement adjuvant, 

potentiellement non présents chez les patients non-répondeurs, qui fourniraient un argument 

immunitaire fort, par-delà l’amélioration de la qualité de vie, en faveur d’une stratégie de 

préservation de l’organe et de ses ganglions drainants.  

Ainsi, pourrait se dessiner un « repositionnement » du rôle du ganglion en Cancérologie, au-

delà de son rôle attribué jusqu’alors comme site potentiel métastatique, permettant d’établir la 

stadification N de la classification TNM. Le ganglion, en tant qu’organe lymphoïde 

secondaire qui joue un rôle essentiel dans la mise en place d’une immunité adaptative au 

niveau du territoire de drainage serait ainsi pris en compte et sanctuarisé, car potentiellement 

siège de populations immunitaires mémoires et/ou de cellules présentatrice d’antigène 

résidentes, pertinentes dans le conflit hôte/tumeur. 

Nous avons donc initié une étude exploratoire multiparamétrique du statut ganglionnaire de 

19 patients traités par nRCT pour un cancer du rectum ; 10 étant répondeurs (R) et 9 étant 

non répondeurs (NR) au traitement. 

 

L’étude de l’infiltrat immunitaire a été réalisée selon différentes techniques : 

1/ Analyse histologique de l’architecture ganglionnaire 

- Analyse optique sur lames HES (cortex, follicules lymphoïdes primaires, 

secondaires, paracortex, médullaire) 

- Analyse par Intelligence artificielle sur lames HES (cortex, follicules lymphoïdes 

primaires, secondaires, paracortex, médullaire) 

 

2/ Analyse des populations immunitaires infiltrant les régions ganglionnaires 

- Analyses par immunohistochimie et quantification en pathologie digitale  

- Analyses multiplex en immunofluorescence et quantification en pathologie digitale 



 

 142 

 

3/ Analyse transcriptomique à large échelle, technologie NGS 3’ (Lexogen) 

 

4/ Analyses du répertoire lymphocytaire T, technologie séquençage de la région TCR β 

CDR3 (AmpliSeq for Illumina TCR beta-SR Panel) 

 

Les techniques réalisées et les marqueurs analysés sont résumés dans le Tableau 8. 

 

 
Tableau 8. Tableau récapitulatif des analyses effectuées sur les ganglions en fonction du degré de réponse au 
traitement néoadjuvant chez des patients atteints de cancer du rectum 
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1) Analyses histologiques de l’architecture ganglionnaire 
 

a) Analyse optique sur lames HES (cortex, follicules lymphoïdes 
primaires, secondaires, paracortex, médullaire) 

 
 
Dans un premier temps, les lames HES issues de la résection chirurgicale de la tumeur et des 

ganglions de drainage ont été désarchivées et numérisées. Les lames HES de l’ensemble des 

ganglions de chaque cas ont été relues selon différents critères morphologiques : taille, 

nombre de centres germinatifs, épaisseur du cortex, du paracortex, de la médullaire. Un score 

semi-quantitatif (de 1 à 3 en fonction de l’épaisseur relative de la région d’intérêt) a été 

attribué pour chaque ganglion analysé. 

Les critères histologiques ganglionnaires ont été comparés entre les groupes de patients 

répondeurs vs non répondeurs à la nRCT. Au total, 209 ganglions ont été analysés. 

 

Aucune différence significative portant sur le nombre de ganglions et la taille moyenne 

des ganglions n’a été observée entre les deux groupes (Figure 20). Le nombre de ganglions 

retrouvés sur la pièce opératoire et analysés chez les patients bons répondeurs à la nRCT était 

très hétérogène (de 1 à 32 ganglions). Cette variabilité pourrait être supérieure à celle 

observée pour les patients non-répondeurs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 20. Nombre de ganglions par patient. A. Ensemble des ganglions des patients en fonction de la qualité 
de la réponse au traitement néoadjuvant B. Moyenne du nombre de ganglions retrouvés par groupe de 
patient (P=0,76) NR non répondeur, R répondeur. 

A B 
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Il est à noter que, les patients bons répondeurs à la nRCT n’ont pas tous le même profil 

d’activation immunitaire post-nRCT au sein de la tumeur (Figure 3A, Clinical Cancer 

Research). Seuls 40 % présentaient de forts niveaux d’expression de gènes immunitaires, 

témoignant d’une intense activation immunitaire locale. La sélection des patients bons 

répondeurs pour lesquels nous étudions le statut ganglionnaire n’a pas été réalisée en fonction 

du statut immunitaire intra-tumoral mais uniquement sur le critère de réponse à la nRCT. Ce 

groupe de patients comprend donc probablement une hétérogénéité de qualité et d’intensité 

de réponse immunitaire locorégionale avec un possible retentissement ganglionnaire 

différent.  

 

La quantification visuelle du nombre des follicules lymphoïdes secondaires (contenant un 

centre germinatif avec centre clair) a été effectuée pour tous les ganglions des 2 groupes de 

patients répondeurs et non répondeurs (n=209). Une tendance à l’augmentation du nombre de 

follicules secondaires était observée chez les patients répondeurs (moyenne de 5,3 vs 3,8 pour 

les R et NR respectivement, P = 0,055, Figure 21 B et C). 

 

L’immunomarquage avec l’Ac CD20 des lymphocytes B permettait une quantification 

précise des follicules lymphoïdes primaires et secondaires. Cette quantification montrait 

également une différence significative en termes de nombre de follicules totaux (P < 0,05) 

(Figure 21 D). Ainsi les patients R présentaient une plus grande richesse en follicules 

lymphoïdes dans les ganglions, que les patients NR. 
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La proportion relative de cortex, de paracortex et de médullaire de chaque ganglion a été 

évaluée optiquement et quantifié selon un score allant de 1 à 3 (Figure 22 : 1= faible en 

rouge, 2= intermédiaire en vert, 3 = fort en bleu) a été attribué aux zones de cortex et de 

paracortex de chaque ganglion. Cette évaluation a été réalisée par 2 observateurs 

indépendants et les discordances ont fait l’objet d’une relecture pour définir un score 

consensus. 

Les patients répondeurs présentaient une proportion de cortex plus importante dans les 

ganglions (couleur bleu, likelihood ratio test P = 0, 0145) i.e. donc un cortex probablement 

plus épais et une moindre proportion de paracortex (P = 0, 026), que les patients non 

répondeurs (Figure 22).  

 

Figure 21. A. Image numérisée d’une lame HES de ganglion ayant permis la quantification des follicules secondaires 
avec centre germinatif B. Graphique représentant le nombre de centres germinatifs par patient (en abscisse) en 
fonction du degré de réponse à la nRCT C. Box-plot représentant le nombre total de follicules secondaires avec centre 
clair chez les patients répondeurs (R) et non répondeurs (NR) D. Image numérisée du même ganglion immunomarqué 
par le CD3 (rose) et CD20 (marron) E. Box-plot représentant le nombre total de follicules chez les patients répondeurs 
(R) et non répondeurs (NR)  

A B 

D E 

C 
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A noter, que les patients répondeurs à la nRCT présentaient également une capsule plus 

épaisse par rapport aux patients non répondeurs (likelihood ratio test P = 0.027). 

L’épaississement de la capsule correspondant à une réaction fibreuse suggérant un processus 

de remaniement « inflammatoire » au sein des ganglions des patients répondeurs à la nRCT 

(Figure 23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Distribution des tailles du cortex (haut) et du paracortex (bas). En abscisse sont représentés les patients classés en R et 
NR, chaque barre correspond à la proportion de chaque catégories de taille de cortex ou de paracortex , Rouge = faible épaisseur , 
vert = épaisseur intermédiaire ou bleu = forte épaisseur. NR non répondeurs, R répondeurs 

MEDULLAIRE 

R NR 

CORTEX 

PARACORTEX 

A B 

Figure 23 : A. Exemple de capsule épaisse (flèche) chez un patient répondeur à la nRCT B. Exemple de capsule fine (flèche) 
chez un patient non répondeur) à la nRCT 
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b) Analyse par Intelligence artificielle sur lames HES (cortex, follicules 
lymphoïdes primaires, secondaires, paracortex, médullaire) 

 

Les pièces opératoires présentent de nombreux ganglions de drainage. Les caractéristiques 

histologiques de ces ganglions sont variables, pour un même patient. Ainsi, l’analyse doit être 

menée sur l’ensemble de ceux-ci, d’autant plus qu’il n’existe pas de ganglion sentinelle 

individualisable, comme premier relai lymphatique de la tumeur. Cette analyse est donc 

longue et justifie le fait d’explorer les capacités de l’Intelligence Artificielle (IA) à 

reconnaitre ces structures et automatiser l’analyse. 

 

Nous avons à ces fins entamé une collaboration avec la société Keeneye, plateforme d’IA 

spécialisée dans l’analyse des numérisations de coupes histologiques. L’objectif était 

d’établir dans un premier temps un algorithme d’IA capable de reconnaître de manière 

automatisée les différentes structures ganglionnaires à partir de la lame HES : capsule, 

centres germinatifs, zone médullaire, cortex et paracortex.  

L’objectif secondaire était de trouver des « patterns » histologiques intra-ganglionnaires 

pouvant être associées à une bonne réponse au traitement néoadjuvant (analyse non 

supervisée). 

 

Un algorithme capable de reconnaitre les ganglions sur une lame HES, la capsule, les centres 

germinatifs, les sinus lymphatiques, a été établi et validé (Figure 24). L’apprentissage a été 

réalisé sur une série de 30 ganglions. Puis une validation a été réalisée sur l’ensemble des 

ganglions de la cohorte (n=209).  
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Méthodologie 
 
Les images issues des lames HES ont été fractionnées suivant une segmentation sémantique 

(Figure 25) permettant d’assigner une « classe » à chaque pixel de l’image. Une carte de 

segmentation est ensuite générée pour chaque image analysée. Cette cartographie permet 

d’identifier les différentes composantes d'intérêt de l’image et permet de séparer le tissu du 

fond de la lame, et de repérer des zones d'intérêt morphologique à l'intérieur du tissu (ici les 

ganglions).  

 

 
Figure 25. Exemple de segmentation sémantique 

 
De nombreuses méthodes de traitement d’image sont utilisées pour segmenter des lames 

histologiques. Les dernières avancées utilisent des réseaux convolutionnels d’apprentissage 

Figure 24. Exemple de reconnaissance par IA des différentes zones du ganglion : en vert la capsule, en rouge les 
vaisseaux lymphatiques (médullaire principalement) et en jaunes les centres germinatifs.  
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profond (CNN) basé sur un jeu d'entraînement (images annotées) permettant d’établir un 

premier algorithme et un jeu de validation. Les données de validation permettent de 

monitorer les performances du modèle pendant l’entraînement et d'arrêter ce dernier une fois 

que le modèle converge vers une erreur globale la plus faible possible. Lors de cette 

évaluation, différentes métriques de segmentation telles que le Dice Score et l’IoU sont 

données en comparant les cartes de segmentation prédites et celles préalablement annotées 

(Figure 26). 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Pour l’analyse des ganglions le niveau de magnification utilisé était de 7x. Nous avons 3 

classes à segmenter : Cortex (défini comme l’ensemble des follicules), Médullaire, Capsule, 

ainsi que le « fond » ou background de la lame. 

L’entraînement a était effectué sur GPU v100 avec 100 tours de dataset (epoch). Le nombre 

total d'itération était défini comme tel : nombre de tuiles * 100. 

Deux trainings ont été nécessaires afin d’obtenir une segmentation correcte des 3 régions : 

Premier training 

Nombre de lames analysées :  9 

Nombre de tuiles analysées : 373 (entraînement : 260, validation : 30, évaluation : 83) 

Taille des tuiles analysées : 1024x1024 pixels 

Deuxième training 
Nombre de lames analysées : 29 
Nombre de tuiles analysées : 673 (entraînement : 474, validation : 64, évaluation : 135) 
 

Figure 26. Explications des métriques de segmentation Dice et IoU 
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Les performances de l’algorithme final sont résumées dans le tableau ci-dessous (Tableau 9), 

montrant une performance acceptable de l’algorithme final (IoU > 0,5). 

 
Tableau 9 : Résultats des différentes métriques de segmentation de l’algorithme de segmentation permettant 
de définit les zones de capsule, cortex (follicules) et médullaire 

 
Des analyses complémentaires sur les ganglions de la cohorte sont en cours avec la société 

Keeneye afin de tenter de définir un pattern prédictif de la bonne réponse au traitement 

néoadjuvant à partir de l’analyse des lames HES de ganglions. Une analyse non supervisée 

des images HES ganglionnaire sera également réalisée afin d’identifier des structures 

histologiques associées à la réponse au traitement. 

 

2) Analyses en immunohistochimie chromogénique 
 

Afin d’étudier plus précisément les populations lymphocytaires et les différences potentielles 

entre les populations lymphocytaires infiltrant les ganglions des sujets répondeurs et non 

répondeurs, nous avons effectué différents marquages immunohistochimiques 

chromogéniques et en immunofluorescence.  

 
Des doubles marquages CD3 (Clone 2GV6 ; 0,4 μg/mL, Roche Ventana) /CD20 (Clone L-

26 ; Roche Ventana) puis Ki67, marqueur de prolifération cellulaire, exprimé pendant la 

division cellulaire (Clone MIB-1, Roche Ventana) /Lyve-1, marquant les vaisseaux 

lymphatiques (Clone EPR 21857 ; Abcam) ont été effectués sur 2 coupes consécutives des 

ganglions de chaque patient. 
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Les lames ont été immunomarquées sur la plateforme d’Immunomonitoring de l’HEGP sur 

l’automate Benckmark XT selon les protocoles résumés dans le tableau- ci-dessous (Tableau 

10). 

 

 
Tableau 10. Protocoles d’immunomarquage sur automate Benchmark XT (Roche) 

 

Les lames ont ensuite été scannées sur le scanner Nanozoomer HT. Les analyses ont été 

effectuées avec l’aide du logiciel d’analyse d’images Halo®, Indica Lab (Figures 27 et 28). 

 

Les densités en cellules CD3+, CD20+ dans la totalité de la surface des ganglions ont été 

évaluées chez les patients répondeurs et non répondeurs à la nRCT (Figures 27). Aucune 

différence en termes de densité totale ganglionnaire, en cellules CD3+ et CD20+ n’a été 

mise en évidence entre les 2 groupes de patients (Figure 29). 
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Figure 27. Double marquage CD3/CD20 et analyses Halo. A. Exemple de double marquage CD3 (rose) 
/CD20(marron), B. Focus sur une zone d’interêt C. Reconnaissance des cellules immunomarquées par le 
logiciel d’analyse d’image Halo permettant une quantification des cellules D. Module « classifier » de Halo 
permettant la reconnaissance des différentes régions du ganglion, en rouge les centres germinatifs zone 
CD20+, en vert la zone de paracortex avec une majorité de cellules CD3+, la zone bleue correspondant au 
tissu non immunomarqué 
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CD20 
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Figure 28. Marquage Ki-67 et Lyve-1, analyses Halo. A. Exemple de double marquage Ki-67 (marron) Lyve-1 
(rose). B. Focus sur une zone d’intérêt C. Reconnaissance des cellules immunomarquées par le logiciel d’analyse 
d’image Halo permettant une quantification des cellules D. Module « classifier » de Halo permettant la 
reconnaissance des différentes régions du ganglion, en rouge les zones marquées par le Lyve-1, correspondant 
aux sinus lymphatiques, les zones jaunes correspondent à des zones denses en Ki-67. E. Détail de reconnaissance 
des zones marquées par le Lyve-1 (rouge) et zone avec centre germinatif (Ki-67) 
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A l’inverse, l’analyse des cellules immunitaire en prolifération (Ki67+) montrait une 

augmentation significative des cellules Ki67+ chez les patients bons répondeurs à la 

nRCT dans l’ensemble du ganglion (P< 0,001), dans la médullaire (P < 0,0001) et au sein des 

follicules (P < 0,0001) (Figure 30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29. Box plot illustrant la moyenne des densités en lymphocytes, en cellules CD3+ et CD20+ par patient, calculée sur 
l’ensemble des ganglions en fonction du statut de réponse à la nRCT. Un point correspond à la moyenne des densités 
calculée sur l’ensemble des ganglions. 

Totalité du ganglion 
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Ganglion 

Médullaire 

Follicules 

Densité en Ki67+ 

Figure 30. Densité en Ki67 dans les ganglions, dans la zone médullaire et au sein des follicules. Panel A. Box plot illustrant les densités 
en cellules Ki67+ dans l’ensemble des ganglions analysés, les patients sont en abscisse. Panel B. Blox plot illustrant les moyennes des 
densités en cellules Ki67+ pour chaque patient. Panel C. Box plot illustrant l’ensemble des densités en cellules Ki67 par ganglions 
analysés. Tr  0,05<P < 0,15, * P< 0,05, *** P<0,001 ; **** P<0,0001 

A B C 
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3)  Immunofluorescence  
 

J’ai mis au point 3 panels d’Immunofluorescence (IF) par la technologie OPAL (Akoya 

Bioscience) que j’ai appliqué aux ganglions afin d’explorer plus finement les caractéristiques 

phénotypiques et fonctionnelles des sous-populations immunitaires et chercher des 

différences entre les groupes R et NR.  

 

Panel 1 :  CD3, CD20, Ki67, Lyve-1 permettant de déterminer le niveau de prolifération des 

cellules CD3+ (majorité de lymphocytes T) et CD20+ (majoritairement les lymphocytes B) 

Panel 2 : CD20, CD27, CD38, Lyve-1, pour l’étude des sous populations lymphocytaires B 

Panel 3 : CD3, CD8, CD103, CD69, TCF-1, CD45RO, pour l’étude des populations T  

 
L’Immunohistochimie multiplex multispectrale séquentielle (IHCm) permet de détecter sur 

une même coupe de tissu plusieurs cibles d’intérêt par fixation séquentielle de 

fluorophores (OPALs). Ces trois panels d’IF ont été mis au point au Centre de Recherche des 

Cordeliers sur l’automate Leica BOND RX en utilisant les kits de détection OPAL (Multiplex 

IHC Detection Kits, Opal Polaris 7-Color Automated IHC Detection Kit, Akoya Bioscience). 

Les OPALs sont des chromogènes organiques beaucoup plus stables et brillants (10 à 100X 

d’augmentation du ratio Signal/bruit) que les fluorochromes classiques. Ils utilisent 

l’amplification de signal par le système tyramide.  Une fois le couple TSA-Dye activé par la 

HRP (conjuguée à l’anticorps secondaire), les Opals se déposent au niveau de l’antigène et se 

conjuguent de manière irréversible à tout groupement Tyrosyle libre. Seul le complexe 

Anticorps primaire -Anticorps secondaire est dissocié par la chaleur (Heat stripping step), 

afin de permettre d’ajouter un deuxième anticorps primaire dirigé contre le deuxième 

antigène et révélé avec un autre OPAL. Le marquage se fait donc en plusieurs cycles 

successifs. 

L’ensemble des lames marquées a ensuite été scanné sur le Vectra® Polaris dans le service 

d’Anatomopathologie de l’HEGP, puis les images anlysées par le logiciel Halo AI (Figure 

31). 

Compte tenu du coût et du temps nécessaire à l’analyse en IF seuls les 3 plus gros ganglions 

ont été analysés. Cette décision a été prise après vérification que les résultats observés en 

termes de densité des sous populations étudiées (cellules CD3+, CD20+ et Ki67+) en IHC sur 

l’ensemble des ganglions étaient identiques à ceux obtenus quand les 3 plus gros ganglions 

étaient seulement analysés.  

https://my.akoyabio.com/ccrz__ProductDetails?sku=NEL871001KT&cclcl=en_US
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Figure 31. Séquence d’analyse :  marquage en IF multiplex, numérisation des lames sur le scanner Vectra 
Polaris puis analyses des images obtenues par le logiciel d’analyse d’image Halo AI. 

 
 
 

a) Panel 1: CD3/CD20/Ki67/Lyve-1 
 
Ce premier panel nous a permis d’analyser les différences en termes de prolifération des 

lymphocytes T et B, entre les patients R et NR à la nRCT. 

Nous avons ainsi observé ; sur l’analyse des 3 plus gros ganglions de chaque patient, que la 

différence de prolifération (Ki 67+) cellulaire observée en IHC enzymatique entre les patients 

R et NR était majoritairement portée par les lymphocytes B CD20+ et non par les 

lymphocytes T CD3+ (Figure 32). Une difference significative était observée en terme de 

densité immunitaire CD20+Ki67+ entre les R et les NR (P<0,001) sur la totalité  du ganglion 

ainsi que dans les régions médullaire et extra-medullaire (P<0,05 et P <0,01 respectivement). 
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b) Panel 2: CD20/CD27/CD38/Lyve-1 
 

Ce panel permettait une analyse des sous-populations lymphocytaires B : en définissant les 

lymphocytes B naïfs comme CD20+CD27-CD38- ; lymphocytes B transitionnels comme 

CD20+CD27-CD38+, les plasmablastes CD20-CD27+CD38+ et les lymphocytes B 

mémoires CD20+CD27+CD38-. 

Les différentes sous populations identifiées ont été quantifiées à l’aide du logiciel d’analyse 

d’image Halo AI (Figure 33). 

Les ganglions des patients R semblaient être moins infiltrés dans l’ensemble du ganglion en 

cellules B naïves (CD20+CD27-CD38-) (P en tendance 0,05 < P < 0,15) en comparaison aux 

patients NR (Figure 34).   

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32. Box plot montrant les différences en termes de densités en cellules CD3+Ki67+ et CD20+Ki67+ dans l’ensemble des ganglions, 
au niveau de la zone médullaire ou de la zone extra-médullaire. Un point représente un ganglion analysé. * P <0,05, *** P <0,001  

CD3 
Ki67 
CD3+KI67+ 

CD20 
Ki67 
CD20+KI67+ 

Ganglion Médullaire Extra-médullaire 
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Figure 33. Panel 2 en immunofluorescence permettant l’analyse des sous populations B, 
reconnaissances des cellules immunomarquées par le logiciel Halo (mettre image plus zoomée) 

Figure 34. Box plot représentant les densités en cellules B naives (CD20+CD27-CD38-), plasmablastes (CD20-CD27+CD38+) et 
en cellules B mémoires (CD20+CD27+CD38-) dans la totalité du ganglion et dans la médullaire, R répondeurs, NR non 
répondeur TR 0,05<P<0,15 

Ganglion total  

Médullaire  

CD20 
CD27 
CD38 
LYVE-1 
 

CD20+CD27-CD38-  

CD20+CD27-CD38-  

CD20-CD27+CD38+  CD20+CD27+CD38-  

CD20+CD27+CD38-  CD20-CD27+CD38+  
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4)  Analyses transcriptomiques par la technique 3’RNAseq (Lexogen) 
 
 
Une analyse transcriptomique à large échelle par la technologie QuantSeq 3’mRNA a été 

initiée pour comparer les profils d’expression géniques des ganglions des patients R et NR.  

 

Le séquençage « 3’RNAseq » offre une alternative à l’analyse des transcrits « entiers » 

(« whole transcript analysis »). Depuis la première application des analyses du transcriptome 

par RNA-Seq, de nombreuses méthodes de préparation de librairies et de plateformes de 

séquençage ont été développées. Dans la méthode « classique » de transcription, les ARNm 

extraits sont coupés de manière aléatoire en fragments qui sont ensuite transcrits en cDNA. 

Bien que le RNA-Seq soit généralement considéré comme non biaisé, la fragmentation et la 

construction des librairies peuvent introduire des biais. En effet, ce sont les fragments de 

cADN qui sont séquencés, ainsi le nombre de lectures est proportionnel au nombre de 

fragments de cDNA et non au nombre de transcripts. Les transcrits les plus longs étant en 

général coupés en plus de fragments, plus de lectures leurs seront attribués. Par conséquent, 

lors d'une analyse d'expression de gènes, les gènes différentiellement exprimés sont plus 

susceptibles d'être enrichis en longs transcrits.  

Récemment, de nouvelles méthodes de séquençage de type 3’RNASeq (TaqSeq ou 

QuantSeq) ont été développées afin de minimiser ce biais potentiel. Les ARNm ne sont plus 

fragmentés avant la transcription inverse et les cDNA séquencés sont les résultats d’une 

transcription inverse de l’extrémité 3’ de l’ARNm. Le nombre de fragments (lectures, reads) 

générés reflète directement le nombre de transcrits d'un certain gène. La longueur du gène 

n’influence pas le niveau de quantification. 

 

Dans le cas d’extraction d’ARNs à partir de bloc FFPE, les ARNs extraits ont un profil très 

dégradé. La technologie QuantSeq 3’mRNA en ne retrotranscrivant que la partie 3’ de 

l’ARNm permet alors une analyse plus reproductible. Les séquençages des ARN extraits de 

ganglions réalisés par QuantSeq 3’mRNA ont été effectuée sur la plateforme iGenSeq, de 

l’Institut du Cerveau et de la Moelle (ICM) à la Pitié Salpétrière. 
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L’ARN des 3 ganglions les plus gros de chaque patient a été extrait à partir d’une coupe de 

20 μm à l’aide du kit d’extraction AllPrep FFPE DNA/RNA kit (Qiagen), permettant 

l’extraction simultanée de l’ARN et de l’ADN à partir de tissus FFPE. 

Au total l’ARN de 16 patients a été extrait. 

Compte tenu de la différence en termes de prolifération Ki67 retrouvée entre les patients 

répondeurs et non répondeurs à la nRCT, nous avons également constitué trois groupes de 

patients en fonction du statut de réponse à la nRCT et de la densité du Ki67 au sein des 

ganglions : RKi67+ (patients répondeurs avec forte densité en Ki67), RKi67- (patients 

répondeurs avec faible densité en Ki67), NRKi67+ (patients non répondeurs avec forte 

densité en Ki67). Ainsi, pour chaque groupe l’ARN extrait d’un pool de ganglions 

sélectionnés en fonction de la densité en Ki67 et de la qualité de la réponse a été séquencé 

afin d’étudier les différences d’expression de gènes.  

 

a) Traitement bio-informatique et contrôle qualité 
 

Les analyses des séquençages ont été réalisées en collaboration avec l’équipe du Pr Laurent-

Puig (INSERM, UMRS-1138). Les tables de comptages ont été générées par le Pr de Reyniès 

et le Dr Sroussi après un alignement des séquences par logiciel STAR. Les tables ont par la 

suite été traitées à l’aide du logiciel R 4.1.0, le paquet R « EdgeR » version 3.34.0.(Robinson 

et al., 2010) et le paquet R « EnsDb.Hsapiens.v86 » regroupant la base données Ensembl, un 

système bio-informatique d’annotation automatique de génomes. 

 

Plusieurs étapes de traitement bio-informatique des données sont nécessaires afin de les 

exploiter. En raison de la variabilité du nombre de fragments séquencés entre les patients, une 

normalisation des données est indispensable pour éliminer les biais techniques dans les 

données séquencées, telles que la profondeur du séquençage, et rendre les expressions des 

gènes directement comparables entre les échantillons. Pour l’analyse d’expression de 

différentielle des gènes, la normalisation est effectuée en utilisant la méthode TMM 

(Trimmed Mean of M-values) de la fonction calcNormFactors du paquet edgeR. La 

normalisation TMM est adaptée à l’analyse différentielle de gènes par le paquet edgeR. Pour 

les autres analyses, une normalisation dite CPM (Counts Per Million) a été préférée. Elle 

correspondant aux sommes du nombre total de transcrits séquencés et s’alignant sur le 

génome mis à l’échelle de l’ensemble du comptage des séquences, le tout divisé par 1 

million. 
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Afin d’éliminer les séquences non informatives, plusieurs étapes de filtration sont 

nécessaires :  

- Filtre par correspondance avec la base de données d’annotation des génomes Ensembl 

permettant de filtrer des séquences non codantes. 

- Filtre des séquences qui ne sont pas de vrais gènes (pseudogènes…) 

- Filtre des gènes peu ou pas exprimés par la fonction FilterByExpr du paquet R 

EdgeR. 

- Filtre des gènes dupliqués en ne gardant que la séquence la plus exprimée. 

 

Afin de contrôler la qualité des séquences, pour chaque échantillon le nombre total de 

fragments séquencés s’alignant sur la base de données de référence (Mapped Reads) a été 

comptabilisé (Figure 35). Cette somme, variant de 2.106 à 6.106 transcripts, n’a pas mis en 

évidence de défaut de qualité. 

 

 
 
Figure 35. Barplot de la somme des reads s’alignant sur le génome de référence, pour les ganglions de chaque 
patient.  

 

b) Comparaison des patients répondeurs ou non répondeurs à la nRT 
  

Les profils transcriptomiques ont été comparés par la méthode du positionnement 

multidimensionnel (MDS ou PCoA). Le MDS est une technique de réduction de dimensions 

permettant d’analyser et de visualiser les transcriptomes de plusieurs échantillons en fonction 

de deux axes. Ce graphique est obtenu par la fonction plotMDS du paquet R Limma, qui 

calcule les distances entre deux échantillons à partir du ratio du niveau d’expression des 
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transcrits exprimés en logarithme 2 des CPM. Les 300 transcrits présentant les plus larges 

variations biologiques entre deux échantillons ont été inclus dans cette analyses. 

Cette analyse n’a pas permis de différencier les 2 groupes de patients en fonction de la qualité 

de la réponse au traitement néoadjuvant (Figure 36). 

 

 

 
Figure 36. Analyse par positionnement multidimensionnel (MDS) après normalisation chez tous les patients, 
selon les dimensions 1 et 2. 

 

Concernant l’analyse d’expression différentielle entre les deux groupes de patients avec le 

package R, EdgeR, nous avons observé que 283 gènes étaient différentiellement exprimés 

entre les ganglions des sujets R et NR avant ajustement de la p value. Cependant ces 

différences significatives n’étaient plus observées après ajustement de la P value en raison du 

« multiple testing », (méthode FDR (False discovery rate) de Benjamini et Hochberg). Ceci 

pouvait être la conséquence d’un trop faible effectif de patients dans chaque groupe et surtout 

de l’hétérogénéité du statut immunitaire intra-ganglionnaire des patients R et NR.  

Pour tenter de pallier cela, nous avons ensuite comparé le statut R et NR suivant le profil de 

prolifération KI 67+ des patients, objectivé en immunohistochimie. Une différence 

significative en termes de densité immunitaire avait été observée sur le critère prolifératif 

Ki67+ entre les patients R et NR à la nRCT. 
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c) Comparaison des ganglions proliférant (Ki67 forts) ou non (Ki67 
faibles) 

 

Nous avons constitué trois groupes de patients ; RKi67+ (patients répondeurs avec forte 

densité en Ki67), RKi67- (patients répondeurs avec faible densité en Ki67), NRKi67+ 

(patients non répondeurs avec forte densité en Ki67). Un pool de ganglions a été sélectionné 

sur le critère d’expression Ki67 en IHC, pour chaque groupe de patients. Les ARN ont été 

extraits et séquencés afin d’étudier les différences d’expression de gènes.  

La présence de sous-populations immunitaires dans ces groupes a été évaluée grâce à 

l’identification de gènes spécifiques de chaque sous-population immunitaire, regroupées sous 

le terme d’Immunome publié par notre équipe en 2013 (Bindea et al., 2013a).  

Les niveaux d’expression normalisés (méthode cpm) de gènes associés aux différentes sous 

populations immunitaires ont ensuite été comparés entre les trois groupes de ganglions. 

Les profils d’expression de gènes différaient en fonction du statut de réponse et du niveau de 

Ki67. 15 gènes parmi les 40 de l’Immunone associés aux lymphocytes B étaient fortement et 

différentiellement exprimés dans le groupe des patients répondeurs Ki67 fort (RKi+) 

comparés aux autres groupes RKi67- et NRKi67+ (Figure 37 A). A titre d’exemple, les 

intensités d’expression des gènes CD19 et MS4A1 (CD20) étaient 2 à 4 fois supérieures parmi 

les ganglions RKI+ (Figure 37 B). 

36 gènes d’expression lymphocytaire T (T totaux, T CD8, Th1, TFH, T mémoires) issus de 

l’immunome (n=270)  étaient surreprésentés dans le groupe des patients répondeurs Ki67 fort 

(RKI+) comparés aux autres groupes RKi67- et NRKi+  (Figure 37 C). De plus, parmi les 94 

gènes associés à une signature Trm (issues de la publication (Molodtsov et al., 2021)), 26 

étaient sur-exprimés parmi les ganglions RKi67+  comparés aux groupes RKi67- et NRKi67+ 

(Figure 37 D).  

De façon intéressante, des gènes associés aux éosinophiles (8/40) et aux macrophages (9/40) 

étaient également sur-exprimés parmi les ganglions RKi67+ (Figure 37 E). En revanche 

aucun gène associé aux lymphocytes NK n’était sur-exprimé parmi les ganglions RKi67+ 

(Figure 37 F). 

Une analyse d’enrichissement de fonctions à partir des gènes de l’Immunome sur-exprimés 

parmi les ganglions RKi67+ réalisée à l’aide du logiciel Cluego (Bindea et al., 2009) (Figure 

37 G). Cette analyse montrait que 5 fonctions étaient significativement (P<0,05) enrichies en 

gènes surexprimés dans les ganglions RKi67+ parmi lesquelles la signalisation lymphocytaire 
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B (CD19, MS4A1, CD38, LCK, IGHV1, IGHM) et le développement ganglionnaire (LTA, 

TOX).  
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Figure 37. Heatmap représentant les gènes associés aux sous populations lymphocytaires B (A), T (C et D), des 
cellules de l’immunité innée (E et F) (en fonction du statut de réponse à la nRCT (- non répondeur vs + 
répondeur) et du statut de prolifération Ki67 (- : densité faible en Ki67 sur les analyses en IHC et IF, + : densité 
forte en Ki67). B. Niveau d’expression de gènes CD19 et MS4A1 (CD20) en fonction du niveau de réponse et de 
la densité en Ki67 G. Analyse d’enrichissement de fonction réalisée à partir du logiciel Cluego. 
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5) Analyse du répertoire des cellules T chez les patients répondeurs et non 
répondeurs à la nRCT 

 
 
Enfin, une analyse de la clonalité T à partir de l’ADN extrait des 3 plus gros ganglions des 

patients répondeurs et non répondeurs à la nRCT a été initiée en collaboration avec la société 

HalioDx (Marseille, France). Cette analyse avait pour objectif de mettre en évidence une 

diversité en termes de diversité T au sein de ganglions issus de patients répondeurs ou non à 

la nRCT. 

 

Le répertoire des cellules T a été analysé par séquençage à haut débit de la région CDR3 du 

TCR β à l'aide du panel « AmpliSeq for Illumina TCR beta-SR (20031675, Illumina) ». 

Ce panel de séquençage a été conçu pour mesurer la diversité des cellules T et l'expansion 

clonale à partir d’ADN extrait d’échantillons FFPE en séquençant les réarrangements de la 

chaîne bêta du TCR. Le panel cible une région de 80 paires de bases (pb) couvrant la région 

CDR3 impliqué dans la reconnaissance antigénique. Les bibliothèques du panel ont été 

préparées à partir de 30 à 650 ng d'ADN issus de ganglions inclus en paraffine (FFPE) et 

séquencées sur le système NextSeq™ 550 à 2X75 pb. 

 

Des analyses préliminaires ont été effectuées sur ces données de clonalité T. 

Le répertoire de ganglions issus de 8 patients ayant répondu au traitement a été comparé à 

celui de ganglions issus de 6 patients non répondeurs. Le nombre de clones identifiés variait 

de 106 à >107 (Figure 38). Aucune différence évidente en termes de nombre de clones 

séquencés n’a pu être observée (Figures 38). L’index de diversité D50 représente le nombre 

de clones occupant 50% du répertoire. La majorité des patients répondeurs avait une D50 

autour de 300, alors que 3 patients NR se distinguaient par un nombre très importants de 

clones nécessaires pour couvrir 50% du répertoire (de 400 à >1000). Ceci est compatible avec 

une possible restriction de TCR chez les patients répondeurs (Figure 39). Les résultats de ces 

analyses préliminaires sont en cours d’approfondissement. 
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Figure 38. Nombres de clones séquencés au sein des 3 plus gros ganglions des patients répondeurs (R) et non 
répondeurs (NR) 

 
Figure 39. D50 diversity représentant le nombre de clones occupant 50% du répertoire séquencé au sein des 3 
plus gros ganglions des patients répondeurs (R) et non répondeurs (NR). 

 
L’analyse en composante principale des indices de Jaccard mesurant la similarité des 

échantillons ne permettait pas de distinguer les groupes des ganglions issus des patients R et 

NR à la nRCT (Figure 40). 



 

 169 

 

 

Ces résultats très préliminaires portant sur la clonalité T semblent corroborés ceux obtenus en 

analyses par IHC et IF. A l’inverse des lymphocytes B, la composante lymphocytaire T intra-

ganglionnaire ne semble pas présenter de différentes majeures en termes de densité, de 

phénotypes et de répertoires entre les patients R et NR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40. Analyse en composante principale représentant les indices de Jaccard, un point représente un patient, les 
patients R sont en rouge les patients NR sont en bleu 
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DISCUSSION 
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I. Optimisation de la prise en charge thérapeutique dans le cancer du 
rectum, apport de l’analyse du microenvironnement tumoral avant 
tout traitement 
 
A. De l’intérêt du biobanking 
 
Il y a 10 ans déjà, l’importance des prélèvements biopsiques dans le cadre de traitements 

néoadjuvants avait été soulevée par les anatomopathologistes des Breast International Group 

(BIG) et le National Cancer Institute-sponsored North American Breast Cancer Group 

(NABCG) (Loi et al., 2011). Ces groupes préconisaient fortement l'adoption de procédures 

standardisées de collection de biopsies à des fins diagnostiques et de recherche.  

Une des étapes des plus chronophages -et des moins gratifiantes- de ma Thèse a été la 

constitution d’une collection de biopsies diagnostiques. A ce jour, en France, il n'existe 

aucune base de données centralisée recensant à l’échelle nationale l’ensemble des données 

(p.ex. compte-rendus) associées aux prélèvements anatomopathologiques d’un patient. Les 

bio-banques jouent pourtant un rôle crucial en recherche biomédicale en facilitant l’utilisation 

à des fins scientifiques de biomatériaux humains, supports irremplaçables pour appréhender 

non seulement les différents facteurs pronostiques des pathologies mais également pour le 

développement de nouveaux traitements. Nous avons eu la chance de collaborer avec les 

Pays-Bas lors de mon travail de Thèse, collecter les biopsies précieuses de patients inclus 

dans la stratégie de conservation d’organes s’est avéré beaucoup moins compliqué 

qu’attendu. En effet, depuis 1971, la fondation hollandaise PALGA, réseau national 

regroupant l’ensemble des laboratoires d'anatomopathologie du pays, constitue un registre de 

l’ensemble des comptes-rendus anatomopathologiques et un archivage national des 

prélèvements anatomopathologiques afin de faciliter leur accessibilité à des fins cliniques, 

universitaires ou de recherche (Verjans et al., 2021). Les résultats que nous avons obtenus sur 

les biopsies diagnostiques, illustrent l’importance de ce prélèvement. Les patients atteints de 

cancer du rectum pourraient bénéficier d’une étroite collaboration entre les différents acteurs 

impliqués dans sa prise en charge (laboratoires de ville, cliniques, hôpitaux universitaires) en 

recensant à l’échelle nationale l’ensemble des prélèvements effectués pour un patient. En 

effet, dans la très grande majorité des cas les biopsies ne sont pas faites dans les centres où le 

patient est traité. Une base de données nationale permettant de localiser facilement 
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l’ensemble des prélèvements histologiques d’un patient permettrait de considérer ce matériel 

comme partie intégrante du dossier médical du patient. 

B. Apport de l’analyse de l’infiltrat immunitaire des biopsies diagnostiques du 
cancer du rectum 

 

Aujourd’hui, les biopsies réalisées lors de la coloscopie initiale dans les cancers colorectaux -

ainsi que dans la plupart des cancers- ne sont utilisées « qu’à » visée diagnostique.  

L’évaluation de la composante immunitaire des cancers sur biopsies tumorales apparaît de 

plus en plus nécessaire. En effet, i/ dans certaines tumeurs inopérables, la valeur pronostique 

immunitaire ne peut être évaluée que sur biopsies, ii/ en situation de tumeur du rectum 

localement avancé, l’évaluation immunitaire à des fins de prédiction de réponse au traitement 

ne peut se réaliser que sur les biopsies initiales, et enfin iii/ dans le cas de tumeurs 

métastatiques d’emblée les immunothérapies par immune checkpoint inhibitors (ICI) peuvent 

être envisagée et l’évaluation de la réaction immunitaire au site de la tumeur serait utile pour  

tenter de prédire la réponse à ces traitements. 

Après validation du test « Immunoscore » (IS) dans le cancer du côlon comme biomarqueur 

pronostique faisant désormais partie des guidelines de l’ESMO (ESMO Clinical Guidelines, 

2020) (Argiles et al., 2020), il était nécessaire d’évaluer l’analyse de la composante 

immunitaire sur biopsies, qui diffère en quelques points de l’analyse sur pièce opératoire :  

- La surface totale analysée sur la biopsie diagnostique est en moyenne 10 fois plus petite que 

la surface analysée sur pièce opératoire pour l’évaluation de la densité en CD3 et CD8 en IS. 

- L’évaluation de l’infiltration immunitaire par l’ISB, ne tient compte que de la densité 

lymphocytaire T au sein de la tumeur, l’étude de l’infiltrat au sein de la marge d’invasion est 

en effet impossible sur le prélèvement biopsique. Or, les informations fournies par l’étude de 

l’infiltrat immunitaire au sein de la tumeur et de sa marge d’invasion sont complémentaires 

en termes d’informations pronostiques (Mlecnik et al., 2016a; Pages et al., 2009). Ainsi, la 

non-évaluation de la marge d’invasion dans le test ISB va induire à une perte de puissance 

pronostique. A titre d’exemple, l’infiltrat immunitaire du front d’invasion est impliqué dans 

la défense contre l’expansion de la masse tumorale et de sa dissémination locale à type de 

« tumor budding ».  Ce processus est défini par la présence au niveau du front d’invasion de 

la tumeur de cellules isolées ou groupées en petits amas cellulaires (< 5) se détachant du reste 

de la tumeur (Svrcek and Fléjou, 2012). Il a récemment été décrit une corrélation inverse 

entre la densité immunitaire au sein de la marge d’invasion et le « tumor budding » (Guil-

Luna et al., 2020; Nearchou et al., 2019).  
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Malgré la petite taille de ces prélèvements, l’hétérogénéité de l’infiltrat immunitaire au sein 

des tumeurs, l’absence de marge d’invasion, l’évaluation de la densité en lymphocytes T 

CD3+ et CD8+ évaluée par l’ISB a permis de montrer un lien entre la qualité de l’infiltrat 

initial, et (i) la nature de la réponse immunitaire intra-tumorale post-traitement néoadjuvant, 

(ii) la qualité de la réponse de la tumeur au traitement néoadjuvant , (iii) la survie sans 

récidive et la survie globale du patient.  

La corrélation positive et significative entre l’ISB et la qualité de la réponse à la nRCT. Cette 

observation que nous avons observée est en accord avec une précédente étude publiée par 

notre équipe (Anitei et al., 2014) ainsi qu’avec d’autres études publiées par différents groupes 

(Matsutani et al., 2018; Teng et al., 2015a, 2015b; Yasuda et al., 2011). Seuls 5% des patients 

avec un ISB low (22,7% de la cohorte) ont présenté une réponse pathologique complète sur la 

pièce opératoire. Ceci indique que ces patients initialement faiblement infiltrés en cellules T 

cytotoxiques pourrait bénéficier d’une optimisation du traitement néoadjuvant telle que 

l’ajout d’une immunothérapie néoadjuvante (Chalabi et al., 2020; Rahma et al., 2021) ou 

d’une intensification du traitement néoadjuvant (Conroy et al., 2021). A noter que 12% des 

patients avec un ISB high présentaient une très faible régression tumorale post-nRCT, 

soulignant que la résistance au traitement était également guidée par des facteurs intrinsèques 

à la tumeur, tels que la présence d’un statut mutationnel favorisant une résistance tumorale à 

l’apoptose, de cellules souches cancéreuses impliquées dans la résistance aux traitements 

(Makena et al., 2018) et/ou de la présence d’un microenvironnement immunosuppresseur en 

particulier induit par la présence de MDSC (myeloid-derived suppressor cell) ou de TAM 

(Tumor-associated macrophages) qui suppriment la réponse T via la sécrétion de cytokines 

immunosuppressives telles que IL-6, IL-10 ou TGF-β  (Barker et al., 2015). 

Les résultats obtenus dans le rectum avec l’ISB, nécessitent maintenant une validation à large 

échelle – similaire à l’étude internationale ayant validé l’IS sur plus de 3000 patients atteints 

de cancer du côlon- afin d’envisager son application en pratique clinique. La limitation 

principale à cette étude de validation à large échelle est l’accessibilité des biopsies initiales. 

 

Aujourd’hui, certains critères cliniques et radiologiques, tels que la taille de la tumeur, le 

stade cTNM, la dose d’irradiation ainsi que la période entre la fin du traitement néoadjuvant 

et la chirurgie ont été identifiés comme étant associés à la qualité de la réponse au traitement 

(Zeng et al., 2015). Cependant, ces paramètres n’ont montré jusqu’à présent qu’une 

spécificité et une sensibilité limitées (Dayde et al., 2017; Huh et al., 2013). La valeur 
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prédictive de nombreux biomarqueurs a été évaluée (Alkan et al., 2021; Dayde et al., 2017), 

cependant aucun n’est aujourd’hui utilisé en pratique clinique essentiellement par manque de 

confirmation à large échelle de résultats observés sur des petites séries de patients. 

Cependant, certains biomarqueurs reflétant la masse tumorale tels que l’ACE pourrait être un 

marqueur utile à la fois en terme de pronostic et de suivi de la régression tumorale post nRCT 

(Alkan et al., 2021). Les différentes études ne sont cependant pas d’accord sur le seuil d’ACE 

à considérer.  

Ainsi, une combinaison de biomarqueurs reflétant à la fois la masse tumorale (ACE), des 

marqueurs intrinsèques de résistance tumorale (p.ex. niveau d’expression de l’EGFR) et la 

composante immunitaire du microenvironnement tumoral pourrait sans doute apporter une 

précision plus importante et permettre d’établir un pronostic plus précis, d’anticiper la qualité 

de la réponse au traitement néoadjuvant et ainsi de l’ajuster. 

 
 
C. L’ISB comme biomarqueur permettant l’évolution de la prise en charge des 

cancers du rectum 
 

Ces 30 dernières années, la prise en charge des cancers du rectum a beaucoup évolué, grâce à 

l’amélioration des techniques de chirurgie (standardisation de la TME, développement de la 

TME par voie laparoscopique) et à l’instauration d’une nRCT dans les cancers du rectum 

localement avancés (LARC) afin de diminuer la masse tumorale. Ces évolutions 

thérapeutiques se poursuivent actuellement par des tentatives d’intensification de la 

radiothérapie, d’association à des immunothérapies ou au contraire de désescalade 

thérapeutique (Watch and Wait) chez les patients répondeurs. 

 

1) L’intensification de la radiothérapie pourrait annuler l’impact du système 
immunitaire en termes de pronostic  

 
 
Plusieurs stratégies d’intensification locale du traitement néoadjuvant visant à augmenter les 

taux de réponse clinique et pathologique complètes sont en cours d’évaluation. Nous avons 

eu accès à une cohorte de patients chez qui le traitement néoadjuvant classique était complété 

par de la brachythérapie. Les patients très bons répondeurs à ce schéma thérapeutique étaient 

suivis par une stratégie de W&W (cohorte danoise). De manière intéressante, l’évaluation de 

l’infiltrat immunitaire sur les biopsies diagnostiques par l’ISB, ne permettait pas de prédire 
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l’évolution clinique (i.e. la survie sans rechute), à l’inverse de ce qui était observé avec la 

prise en charge classique par nRCT. Ceci suggère que le type et la dose de rayons ionisants 

pouvait diminuer voire annuler l’action des cellules immunitaires au site de la tumeur. 

Plusieurs études précliniques ont retrouvé sur des cultures de cellules tumorales de différentes 

lignées, une corrélation entre la dose de rayons ionisants administrée et le niveau 

d’expression d’antigènes tumoraux et de molécules « pro-immunogéniques » (CMH-I, 

ICAM-1,Fas) (Garnett et al., 2004). Cette observation était retrouvée dans un modèle murin 

de mélanome B16 dans lequel une dose croissante de rayons (5 Gy, 7,5Gy, 10 Gy, 15Gy) 

était administrée au site de la tumeur. Une relation dose-effet de 5Gy à 10Gy était retrouvée 

concernant l’infiltration tumoral par des lymphocytes T CD8+ spécifiques de la tumeur, et le 

contrôle tumoral local. Cependant, une dose trop importante (15Gy) entraînait au contraire 

une diminution de l’infiltration tumorale en lymphocytes T CD8+ et en conséquence une 

absence de contrôle tumoral local, définissant ainsi un « effet seuil » (Schaue et al., 2012). 

L’étude de phase III RTOG 0617 a comparé dans les cancers du poumon non à petites 

cellules non opérables deux doses de radiothérapie (RT) : une dose standard de 60 Gy et une 

forte dose de 74 Gy. De manière surprenante la médiane de survie dans le groupe de patients 

ayant reçu de la radiothérapie forte dose était de 20,3 mois (95% IC 17,7-25) contre 28,7 

mois (24,1-36,9) (HR 1,38, 95% IC 1,09-1,76 ; p=0,004) dans le groupe ayant reçu une dose 

standard de RT (Bradley et al., 2015). Une ré-analyse des résultats de cette étude, a permis de 

montrer que l’estimation de la dose de rayons délivrée au système immunitaire (EDIC, 

effective dose to the immune cells) était significativement augmentée chez les patients ayant 

reçu une forte dose de RT (6,9+/-2,1 Gy vs 5,7+/-7,1 Gy, p <0,0001) et était significativement 

associée à une moindre survie sans récidive et survie globale (P<0,0001) suggérant que la 

toxicité immunitaire secondaire à la radiothérapie pouvait être un facteur de progression 

tumorale et de décès (Jin et al., 2017; Ladbury et al., 2019).  

Afin de confirmer nos premières observations obtenues sur l’ISB et l’intensification locale du 

traitement, nous avons initié une étude ancillaire sur l’essai clinique de phase III OPERA 

comparant deux bras de traitement néoajduvant : un bras nRCT (45 Gy, capécitabine) + boost 

externe de 9 Gy et un bras nRCT (45 Gy + capécitabine) + irradiation endocavitaire de 90 Gy 

en trois fractions par radiothérapie de contact (RX 50Gy). L’évaluation de l’ISB sue les 

biopsies diagnostiques est en cours de réalisation. Ainsi, une absence de différence en termes 

de pronostic entre les groupes de patients fortement ou faiblement infiltrés pourrait confirmer 

cette première observation.  
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2) Allongement du délai entre la fin de la radiothérapie et la chirurgie 

pourrait être bénéfique : implication de la composante immune 
 

Une des stratégies actuellement envisagée est l’augmentation du délai entre la chirurgie et la 

radiothérapie courte (SCRT). Dans le protocole standard de SCRT la chirurgie est envisagée 

7 jours après la fin de la radiothérapie contrairement au protocole LCRT où la chirurgie a lieu 

6 à 8 semaines après la fin du traitement. L’essai de phase III Stockholm III a comparé 3 bras 

de traitements : un bras SCRT « standard » avec chirurgie 7 jours après, un bras SCRT avec 

une chirurgie décalée entre 4 à 8 semaines après la fin de la RT et un bras LCRT avec 

radiothérapie normofractionnée de 50 Gy avec une chirurgie 4 à 8 semaines après. 

L’allongement du délai entre la fin de la RT et la chirurgie était associée à une augmentation 

signification du taux de pCR passant de 0,3% à 10,4% (p<0,0001) (Erlandsson et al., 2019). 

Cette différence très significative ne pourrait-elle pas être le reflet d’une stimulation 

immunitaire au site de la tumeur post-RT (Glynne-Jones et al., 2020) ? Des modèles pré-

cliniques murins de cancer de côlon ont montré que la réponse immunitaire (infiltration en 

lymphocytes T CD8 de la tumeur) induite par la RT en réponse à la libération d’antigènes de 

tumeur atteignant son maximum au bout de 8 à 10 jours après l’irradiation, puis revenait 

rapidement à un état basal (Dovedi et al., 2014; Filatenkov et al., 2015; Frey et al., 2017). 

Ainsi une chirurgie trop précoce pourrait freiner la réaction immunitaire anti-tumorale en ne 

bénéficiant pas du processus de mort immunogène induite par la RT. Nos analyses 

d’expression de gènes sur pièces opératoires chez des patients opérés 6 à 8 semaines après la 

nRCT (tous traités par LCRT) montraient une stimulation immunitaire d’orientation Th1 

cytotoxique chez 30,6% de l’ensemble des patients analysés, cette stimulation était présente 

chez 44% des patients bons répondeurs à la nRCT (pCR) confirmant un rôle de la réponse 

immunitaire post-nRCT dans la qualité de la réponse au traitement. Cette réponse était 

d’autant plus importante que la qualité de l’infiltrat initial était bonne (ISB High). Ainsi le 

meilleur taux de réponse après une augmentation du délai post-SCRT pourrait être le reflet de 

cette activation immunitaire in situ. 

 

3) Combinaison nRCT et immunothérapie 
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L’avènement des immunothérapies anti-MCI (ICI) ces dernières années et leurs résultats 

bénéfiques dans de nombreux cancers a ouvert la voie à de nouvelles combinaisons de 

traitements anti-cancéreux afin de maximiser leurs effets. Nous avons montré dans notre 

étude que la nRCT pourrait orienter la tumeur vers un profil lymphocytaire compatible avec 

une réponse aux ICI. En effet, la nRCT entrainait une augmentation de l’expression des MCI 

tels que PD1 ou CTLA-4 et de leurs ligands tels que PD-L1. Ce profil était accompagné d’un 

contexte immunitaire de type Th1, avec présence IFN-ɣ. Ceci témoigne très probablement de 

la mise en place d’une résistance adaptative au traitement par radiochimiothérapie.  

Cette augmentation était d’autant plus importante chez les patients ayant reçu de la 

radiothérapie en association avec de la chimiothérapie. En 2016, l’équipe de Hecht (Hecht et 

al., 2016) a montré que l’expression tumorale de PD-L1 avant traitement était un facteur 

pronostique chez les patients atteints de cancer du rectum non métastatique traité par nRCT, 

et que la nRCT augmentait l’expression de PD-L1. Dans cette étude, 199 patients traités par 

nRCT (5.4Gy avec 5FU ou Fu/oxaliplatin) ont été inclus. Le traitement néoadjuvant 

entrainait une augmentation de l’expression de PD-L1 sur les cellules tumorales (7.8% 

dans la tumeur, p<0.001 et 9.3% au niveau de la marge d’invasion p<0.001). Une expression 

forte de PD-L1 sur cellules inflammatoires à la fois au niveau des biopsies pré-traitement 

(p=0.048) et sur la pièce opératoire (p=0.010), était associée à une meilleure survie sans 

récidive. 

De plus, des données pré-cliniques récentes montrent l’intérêt de la combinaison entre RCT 

et ICI qui limiterait la progression tumorale et pourrait ainsi augmenter les taux de réponse 

clinique au traitement anti-cancéreux (Chen et al., 2020; Guan et al., 2020; McLaughlin et al., 

2020; Reynders et al., 2015; Twyman-Saint Victor et al., 2015). Dans le cancer colorectal, les 

ICI n’étaient jusqu’alors envisagés que dans des cancers de stades avancés métastatiques. 

Chalabi et al. ont montré dans une étude récente l’intérêt de l’utilisation des ICI en 

néoadjuvant dans les cancers du côlon localement avancé (UICCTNM I-III), ainsi 100% 

(95% CI 86-100) des patients avec un statut MSI présentait une régression tumorale sur la 

pièce de résection, contre 27% (95% CI, 8-55%) chez les patients MSS. La densité intra-

tumorale avant traitement en T CD8+ PD-1+ était prédictive de la réponse aux ICI. Même si 

seuls 5-10% des cancers du rectum sont MSI+, l’effet bénéfique, jamais observé auparavant, 

de la combinaison anti-PD-1 + anti-CTLA-4 en néoadjuvant chez les patients MSS, ouvre des 

perspectives de traitement dans les cancers du rectum MSS, en particulier pour les patients 

identifiés par l’ISB comme ayant un fort infiltrat immunitaire. 
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Une étude multicentrique PRIME-RT de phase II randomisée inclue actuellement des patients 

atteints de LARC et compare un bras A associant une SCRT (short-course radiotherapy) suivi 

de 6 cycles de chimiothérapie FOLFOX + durvalumab (anti PD-1), au bras B associant une 

LCRT (longue-course radiotherapy) suivie de 4 cycles de FOLFOX + durvalumab (Hanna et 

al., 2021). Les objectifs principaux de cet essai clinique sont de vérifier si l'ajout d'une 

immunothérapie anti-PD1 aux protocoles de type TNT (total neoadjuvant therapy) permettrait 

d'obtenir des taux de réponse complète plus élevés, et ainsi proposer à une plus grande 

proportion de patients une stratégie de préservation d’organe. Les biopsies rectales effectuées 

dans cet essai clinique (avant traitement, semaine 2, semaine 6 et à la fin du traitement) vont 

permettre de suivre le taux de CD3+ et ainsi de suivre le statut d’activation immunitaire. Les 

résultats obtenus dans nos analyses d’expression de gènes suggèrent que la nRCT pourrait 

orienter la tumeur vers un profil lymphocytaire compatible avec une réponse au traitement 

par ICI.  

 
 

4) Stratégies de préservation d’organe 
 
La chirurgie du cancer du rectum expose le patient a une morbidité de 20 à 30% si on tient 

compte de tous les stades de la classification de Dindo Clavien (Clavien et al., 2009). En 

effet, malgré les progrès de la chirurgie du cancer du rectum, il persiste encore des séquelles 

qui prennent progressivement une place croissante dans les plaintes des patients, ces 

séquelles sont d’ordres digestives et extra-digestives. Les patients opérés ont un résultat 

fonctionnel variable, souvent avec un confort digestif très altéré en termes de continence et de 

vidange rectale. De plus, il existe des séquelles urinaires et sexuelles. On estime que 5 ans 

après la chirurgie, 30 à 40 % des patients auront des troubles de vidange vésicale se 

manifestant par des pollakiuries et des mictions nocturnes (Bregendahl et al., 2015).  

En raison d’un taux de réponses clinique et pathologique complètes non négligeables 

(Sanghera et al., 2008) ainsi qu’un faible taux de récidive locale observé dans les LARC, 

plusieurs stratégies de désescalade chirurgicale telles que la chirurgie mini-invasive ou le 

Watch & Wait sont actuellement activement évaluées. Le principal problème de ces stratégies 

est le contingent de patients chez qui cette stratégie ne peut être menée à terme. En effet, ces 

patients sont aujourd’hui « uniquement » choisis sur des critères cliniques de bonne réponse : 

absence de contingent tumoral en imagerie et absence de tumeur perceptible lors de l’examen 

clinique. L’étude de l’International Watch and Wait Database (IWWD) menée sur plus de 

1000 patients inclus dans un protocole de surveillance simple montrait un taux de récidive 
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locale à 2 ans de 25,3% (95% CI 22,3-28,6), 88,3% des rechutes locales étaient 

diagnostiquées dans les 2 premières années (van der Valk et al., 2018).  

Aucun biomarqueur permettant une sélection plus fine des patients pouvant bénéficier de 

cette stratégie de préservation sans sur-risque n’est actuellement disponible en pratique 

clinique. Nous avons eu l’opportunité lors de ce travail de Thèse de pouvoir analyser des 

biopsies de patients issus de centres internationaux proposant une stratégie de préservation 

d’organe par W&W. Cependant, les patients bons répondeurs et pouvant être inclus dans 

cette stratégie de préservation d’organe ne représentent que 15% des patients atteints de 

LARC (Ngan et al., 2012; Probst et al., 2015).  

Dans notre cohorte (n=167), les patients avec un ISB High au moment du diagnostic, bons 

répondeurs et inclus dans ce protocole de surveillance simple avaient un taux de récidive à 5 

ans de 3% (95% CI 0 -10%) alors que ce taux était de 32% (95% CI 17-44%) et 44% (95% 

CI 25-59%) chez les patients ayant un ISB Int et Low respectivement. Les patients avec un 

ISB High, représentent environ 18% des patients bons répondeurs. Ainsi, dans le monde, en 

Europe et en France, 19000, 2700 et 400 patients par an avec un ISB High pourraient 

respectivement bénéficier de stratégies de désescalade chirurgicale avec un risque minimal de 

récidive à 5 ans. En combinant ce score à d’autres facteurs pronostiques tels que l’ACE par 

exemple, ou en affinant les seuils des catégories d’ISB ces chiffres pourraient être plus 

importants. 

 

D. Perspectives : application de l’ISB à d’autres types de cancers traités par nRCT 
 
Grâce à l’efficacité croissante des traitements oncologiques, la liste des cancers localement 

avancés pris en charge par traitement néoadjuvant (nT) (radiothérapie, chimiothérapie, 

immunothérapie, combinaison), ne cesse de s’allonger : cancers du larynx (Forastiere et al., 

2003), du sein (Thompson and Moulder-Thompson, 2012), du pancréas (Oba et al., 2020), de 

l’œsophage (Campbell and Villaflor, 2010), de l’estomac (Lorenzen et al., 2020), du poumon 

(Wang et al., 2021), sarcome (Bonvalot et al., 2020). Un des objectifs de cette prise en charge 

néoadjuvante est la désescalade chirurgicale et la préservation d’organe chez les patients très 

bons répondeurs afin d’éviter au maximum la perte de fonction de l’organe et une meilleure 

qualité de vie. Cependant, l’évaluation de la qualité de la réponse au traitement néoadjuvant 

repose essentiellement sur une évaluation radiologique qui n’est pas toujours corrélée à la 

réponse pathologique. Ainsi, la recherche de biomarqueurs permettant d’affiner le niveau de 

réponse en les combinant avec les résultats de l’évaluation radiologique semble nécessaire. 
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L’impact clinique -notamment en terme de pronostic et de réponse aux traitements anti-

cancéreux- de l’évaluation de la contexture immunitaire a largement était décrite (Fridman et 

al., 2012). Un lien entre la qualité de l’infiltrat immunitaire initial et la qualité de la réponse 

au traitement néoadjuvant a été retrouvé dans le cancer du sein (Cerbelli et al., 2020), le 

cancer de l’œsophage (Goedegebuure et al., 2021), le cancer gastrique (Zurlo et al., 2021). 

Ainsi, dans ces cancers un lien entre une forte infiltration initiale en TILs (tumor infiltrating 

lymphocytes) et une bonne réponse au traitement néoadjuvant a été démontré. Aujourd’hui, 

malgré les preuves solides de corrélation entre le degré de l’infiltrat immunitaire initial et la 

qualité de la réponse cette évaluation n’est pas prise en compte. La standardisation de 

l’évaluation de l’infiltrat immunitaire à travers un test reproductible et fiable (tel que l’ISB) 

permettrait une prise en charge personnalisée du patient atteint de cancer : stratégie de 

préservation d’organe dans le cadre d’une bonne réponse radiologique et d’un infiltrat initial 

fort, intensification du traitement néoadjuvant (immunothérapie ?) dans le cadre d’un infiltrat 

immunitaire faible.  

 

Dans les cancers du côlon, de stade II ou III, le traitement de référence consiste en une 

résection de la tumeur par excision total du mesocôlon suivie d’une chimiothérapie adjuvante 

à base d’oxaliplatine. Entre 15 et 45% des patients traités développent une rechute locale ou à 

distance dans les 3 ans suivant la fin de la chimiothérapie (André et al., 2018; Taieb et al., 

2014), illustrant les limites de cette prise en charge dans le contrôle de la dissémination 

tumorale ou l’éradication des micrométastases. Dans les cancers du rectum localement 

avancés, le traitement néoadjuvant a permis une réduction des micrométastase et un 

« downstaging » de la tumeur initiale. Afin de tenter de transposer ces résultats aux tumeurs 

du côlon de stade II/III, l’étude de phase II Prodige 22-ECKINOXE à évaluer l’efficacité 

d’un traitement périopératoire par FOLFOX (Karoui et al., 2020). Dans cette étude, les 

patients éligibles au traitement néoadjuvant étaient ceux dont le stade de cancer du côlon 

répondait aux critères définis par Smith et al. (Smith et al., 2007) et chez qui un traitement 

adjuvant par oxalipatine et fluoropyrimidine était jugé approprié. Cette étude a montré la 

bonne tolérance du traitement néoadjuvant dans le cancer du côlon, mais seul 8% des patients 

ayant reçu un traitement néoadjuvant présentait une réponse complète au traitement 

néoadjuvant, inférieur aux 10% attendus pour un essai positif. Ceci pouvait être une 

conséquence d’une mauvaise sélection initiale des patients, en effet, dans cette étude 33% des 

patients présentaient un cancer du côlon de faible risque non identifié sur l’examen 

radiologique initial. Ces patients ne nécessitant pas de traitement adjuvant, une meilleure 
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sélection des patients au moment du diagnostic semble nécessaire dans de futurs essais 

cliniques où un traitement néoadjuvant est testé dans le cancer du côlon. Ainsi, une 

évaluation de la qualité initiale de l’infiltrat immunitaire initiale sur biopsie combiné à 

l’évaluation radiologique (cTNM) permettrait peut-être une meilleure sélection des patients. 

De plus, nous avons montré dans le cancer du rectum qu’une association entre le ycTNM 

(évaluation radiologique post traitement néoadjuvant) et le ISB permettait une meilleure 

prédiction de la réponse au traitement néoadjuvant, une telle évaluation pourrait également 

être envisageable dans le cancer du côlon. 

 
 

 
II. Ganglions lymphatiques, acteurs de la réponse anti-tumorale 

 
A. Ganglions lymphatiques : historique 
 
Dans les cancers solides, les métastases sont de loin la première cause de décès des patients 

(90 %) (Chaffer and Weinberg, 2011; Sleeman and Thiele, 2009). À ce jour, la chirurgie reste 

le principal traitement des tumeurs primitives avec l’idée, véhiculée par toutes les campagnes 

de dépistage, qu’elle est potentiellement curative. Si elle est pratiquée à un stade précoce, 

avant que le processus métastatique ne se produise. Selon les directives internationales, la 

réalisation d’une exérèse à visée curative implique dans les cancers solides (sauf rares 

exceptions) le curage ganglionnaire de l’axe de drainage lymphatique. Dans le cancer 

colorectal, un minimum de 12 ganglions lymphatiques prélevés dans la pièce opératoire est 

désormais obligatoire pour considérer ce curage comme étant « adéquatement réalisée » 

(Benson et al., 2020). Ce geste a deux objectifs, l’un pronostique, l’autre thérapeutique. Ces 

deux attendus reposent sur des concepts apparus à la fin du XIXe siècle. Si les observations 

ont parfaitement validé l’attendu pronostique, il n’en est pas de même sur l’attendu 

thérapeutique.  

Le XIXe siècle a été déterminant pour notre approche classique et encore bien ancrée du 

processus métastatique. En 1822, le chirurgien français Récamier inventait le terme 

« métastase » pour décrire le phénomène conduisant à des lésions distales survenant à la suite 

d'une tumeur primaire (Recamier, 1829). Pour la première fois, était proposée l’idée qu'une 

tumeur pouvait se propager aux ganglions lymphatiques et aux organes distants. Cinquante 

ans plus tard, De Morgan, un chirurgien britannique, affirmait, à partir d’observations 
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cliniques de cancers du sein qu’un cancer progressait linéairement du site tumoral primaire 

aux ganglions lymphatiques, puis à des sites distants (De Morgan, 1872). Le cancer du sein a 

été à l’origine des premières théories et hypothèses majeures en cancérologie, car en 

l’absence de toute imagerie, c’était le seul dont la mise en évidence de la lésion primaire et 

des ganglions pathologiques étaient cliniquement observables. Les métastases distales, non 

directement visibles (observées seulement à l’autopsie), semblaient n’apparaître qu’à un stade 

tardif. Cette vision linéaire de la propagation d’un cancer s’accordait bien avec le flux 

unidirectionnel du système lymphatique dont la découverte était relativement récente (fin du 

XVIIème siècle) et l’observation par Handley de cellules cancéreuses se développant le long 

des vaisseaux lymphatiques (Handley, 1911). Cliniquement, le cancer était ainsi décrit 

comme une maladie locale se propageant dans tout le corps dans un sens unique par une 

expansion contiguë utilisant le système lymphatique. Dans cette vision mécanistique, une 

tumeur était considérée comme se propageant de manière ordonnée et distante. On pensait 

logiquement que les métastases se produisaient dernièrement en tant que stade terminal 

mettant la vie en danger. Les ganglions lymphatiques régionaux constituaient des obstacles 

au passage des cellules tumorales, jouant un rôle mécanique de filtre. Sur la base des 

connaissances les plus pertinentes de cette époque, l'hypothèse lymphatique était née. La 

justification de la résection locale étendue et de la lymphadénectomie vient de cette vision 

anatomique et biologique du cancer.  

En 1932, la découverte de la valeur pronostique de l'envahissement des ganglions 

lymphatiques par les cellules cancéreuses, telle que décrite par Sir Dukes dans ses travaux 

fondateurs, a été considérée comme la confirmation de l'hypothèse lymphatique(Dukes, 

1932). Après la fin de la Seconde Guerre mondiale, le système TNM a été conçu par Pierre 

Denoix, un chirurgien du sein, de l’Institut Gustave Roussy,  qui a ajouté à l'évaluation 

pathologique T et N de Dukes le statut M dans le but de distinguer clairement les patients 

atteints d'une maladie locale accessible à une chirurgie potentiellement curative des patients 

porteurs d'une maladie diffuse incurable (Denoix, 1946). L'extension du système de 

stadification TNM à toutes les tumeurs solides est depuis lors devenue un outil majeur pour 

pronostiquer le risque de récidive du cancer. 

 

B. Revisiter le dogme du curage ganglionnaire systématique 
 
La place majeure du système immunitaire, tant sur un plan pronostique que thérapeutique 

devrait nous inciter à replacer le ganglion dans sa fonction immunitaire. Loin d’exercer une 
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simple action mécanique de filtre, les ganglions lymphatiques devraient être vus maintenant à 

travers leurs fonctions d'éducation immunitaire anti-tumorale, d'activation et d'amplification 

des lymphocytes pertinents (Shayan et al., 2006). En effet, les implications immunologiques 

potentielles du curage ganglionnaire doivent être étudiées car tous les ganglions ne partagent 

peut-être pas les mêmes fonctions ou comportements. La vision purement centrée sur la 

cellule cancéreuse avait incité à étudier les ganglions uniquement sous l’angle de la présence 

de cellules cancéreuses jusqu’à rechercher la présence intra-ganglionnaire de micro-

fragments d’ADN tumoraux. L’intérêt devrait se porter sur les ganglions non-métastatiques et 

l’opportunité de conserver leur fonction immunitaire en tant que telle mais aussi dans le cadre 

de thérapies spécifiques telles que la radiothérapie, les chimiothérapies et immunothérapies.  

La conception d'expériences et d'essais cliniques évaluant les interactions dynamiques entre 

les cellules immunitaires et les structures immunitaires primaires, secondaires (c'est-à-dire les 

ganglions lymphatiques) et tertiaires au cours du processus métastatique est d'une importance 

primordiale. Selon les connaissances récentes, les raisons éthiques empêchant les essais 

cliniques de contester la lymphadénectomie étendue ne sont plus un obstacle. La dernière 

raison qui pouvait encore être invoquée pour effectuer une lymphadénectomie prolongée était 

une évaluation précise du pronostic par le système TNM. Or, du moins dans le cancer 

colorectal cet argument pourrait ne plus tenir, du fait de la supériorité pronostique démontrée 

de l’Immunoscore sur la stadification TNM (Mlecnik et al., 2011).  

Le curage ganglionnaire lymphatique étendu est ainsi remis en question dans différents 

cancers. Le cancer épithélial de l’ovaire est -à raison- présenté comme un cancer de mauvais 

pronostic, malgré le développement de thérapies ciblées la chirurgie garde un rôle central 

dans la prise en charge des patientes et la qualité de sa mise en œuvre est un facteur 

influençant le pronostic. Elle repose schématiquement sur deux notions principales : la 

cytoréduction péritonéale et la chirurgie des aires ganglionnaires pelvienne et lombo-

aortique. Si l’impact de la réduction du résidu tumoral est bien démontré, celui de la chirurgie 

ganglionnaire fait toujours l’objet de débats. En mars 2019, Harter et al. publient les résultats 

de l’essai LION (Lymphadenectomy in patient with advanced ovarian neoplasms) qui remet 

en cause l’intérêt des curages ganglionnaires pour certaines patientes présentant un cancer 

épithélial de l’ovaire à un stade avancé (Harter et al., 2019). En effet cet essai clinique 

suggère l’absence de bénéfice en termes de survie globale ou sans récidive à la 

réalisation d’un curage ganglionnaire après chirurgie de cytoréduction péritonéale 

macroscopiquement complète chez des patientes atteintes d’un cancer de l’ovaire de stade 

avancé en absence d’argument préopératoire ou peropératoire pour une atteinte 
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ganglionnaire. La réalisation d’un lymphadénectomie n’a pas montré d’amélioration ni sur la 

survie globale (HR = 1,06, 95% CI 0,83-1,34 ; P=0,65) ni sur la survie sans progression (HR 

= 1.11; 95% CI, 0.92-1.34 ; P=0.29). Malgré la mise en évidence d’une atteinte ganglionnaire 

rétropéritonéale microscopique chez 55,7% des patientes. Dans le cancer de l’endomètre, 

plusieurs études multicentriques rétrospectives ont comparé l’utilisation du ganglion 

sentinelle (GS) au curage ganglionnaire systématique. Les données montrent que la technique 

du GS présente une sensibilité similaire à celle du curage, avec une morbidité moindre. 

L’analyse des données de survie ne montre pas de différence entre les deux techniques. Des 

données similaires ont également été rapportées dans le cancer du sein. Ces données 

pourraient suggèrer que dans les cancers gynécologiques pelviens (ovaire et endomètre), la 

réalisation d’un curage pourrait avoir un impact délétère sur l’immunosurveillance anti-

tumorale. 

Des données récentes dans le cancer colorectal suggèrent le potentiel effet délétère d’une 

résection des ganglions non métastatiques chez des patients avec cancer colorectal MSI-

H/dMMR (Inamori et al., 2021). En effet, dans cette étude un curage étendu des ganglions 

régionaux (>38) était associé à une survie sans récidive plus courte en comparaison aux 

patients dont le curage ganglionnaire était plus localisé (<38 ganglions). Ces résultats 

remettent en question le dogme « more is better » en termes de curage lymphatique dans les 

cancer colorectaux (O’Boyle and Stephenson, 2017), où l’examen d’au moins 12 ganglions 

régionaux est recommandé par l’UICC et l’AJCC pour établir le statut N de la classification 

TNM. 

 

Il faut également noter que la chirurgie des tumeurs entraîne automatiquement l’ablation des 

structures lymphoïdes tertiaires (TLS) présentes au sein de la tumeur. Les TLS sont des 

structures lymphoïdes dont la formation est induite par la présence d’un microenvironnement 

sujet à l’inflammation chronique comme le microenvironnement tumoral (Goc et al., 2013).        

Les TLS partagent de nombreuses caractéristiques structurelles et fonctionnelles avec les 

organes lymphoïdes secondaires comme les ganglions, suggérant très fortement leur rôle 

comme structure de présentation antigénique aux lymphocytes effecteurs et lieu de 

différentiation des lymphocytes T et B mémoires (Germain et al., 2015). En effet, les TLSs se 

composent d’une zone riche en cellules T et d’une zone riche en cellules B organisées en 

follicules avec en son centre un centre germinatif. Ainsi, les TLS pourraient être un des 

premiers sites de rencontre entre les cellules T et les antigènes de tumeurs, aboutissant à une 

réponse anti-tumorale efficace. La présence de TLSs est dans la plupart des cancers associée 
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à un meilleur pronostic (Di Caro et al., 2015; Goc et al., 2014; Petitprez et al., 2020). Ainsi, 

l’ablation de la tumeur et de ses TLSs remet le ganglion au centre de la réponse anti-

tumorale. De plus, il serait judicieux dans notre travail, de comparer le nombre, la taille et la 

qualité des TLS des patients répondeurs et non répondeurs à la nCRT. Ceci pourrait fournir 

un argument immunitaire additionnel pour une stratégie de W&W.  

 

Aujourd’hui, très peu d’études portant sur le rôle pronostique des populations lymphocytaires 

intra-ganglionnaire sont disponibles (Kemp et al., 2011; Kohrt et al., 2005) et les résultats 

rapportés y sont contradictoires quant au rôle pronostique des lymphocytes T 

intraganglionnaires. 

L’essor des thérapies ciblant les points de contrôle immunitaire (immune checkpoint 

inhibitors, ICI) a remis le ganglion au centre de la réponse immunitaire anti-tumorale. En 

effet, « seuls » 20 à 30 % des patients traités répondent favorablement de manière stable et 

durable, aux prix parfois d’effets secondaires sévères (Martins et al., 2019). La recherche de 

biomarqueurs permettant de sélectionner avec précision les patients qui répondront aux ICI 

est devenue un enjeu majeur. La plupart des efforts se sont concentrés sur l’expression de 

marqueurs immunitaires du microenvironnement tumoral. Or, la réponse immunitaire aux 

néoantigènes tumoraux commence au niveau des ganglions lymphatiques régionaux. C’est 

ainsi que certaines équipes se sont intéressées à l’étude des mécanismes de recrutement des 

lymphocytes T au sein de ces organes lymphoïdes secondaires. Ces études ont montrer la 

nécessité de cibler les ganglions drainant la tumeur plutôt que le microenvironnement tumoral 

afin de garantir à la fois la génération de cellules T dirigées contre les cellules tumorales et 

une meilleure infiltration de la tumeur par ces cellules (Francis et al., 2020; Fransen et al., 

2021; van Pul et al., 2021). Ainsi, Francis et al. ont récemment montré que l’administration 

intra-tumorale d’anti-CTLA-4 et/ou d’anti-PD-1 garantissait un accès optimal aux ganglions 

drainant la tumeur contrairement à une administration systémique. De plus, l’administration 

ipsilatérale des ICI au niveau d’un site différent de la tumeur mais ayant les mêmes relais 

lymphatiques que celle-ci entrainait une réduction de la taille tumorale(Francis et al., 2020).    

 Un nombre croissant d’études cliniques en cours testent l’efficacité des ICI en tant que 

traitement néoadjuvant, c’est à dire en situation où la tumeur et ses ganglions de drainage 

sont toujours en place. Ces études suscitent en conséquence un regain d’intérêt pour le rôle 

des ganglions lymphatiques dans la réponse à ces traitements.  

Ces  
Ces  
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C. Rôle des lymphocytes B dans la réponse à la nRCT  
 
Un des principaux résultats obtenus à l’issue de notre analyse des ganglions lymphatiques 

provenant de patients répondeurs ou non au traitement néoadjuvant était l’importance de la 

composante immunitaire B dans la réponse à la nRCT. En effet, les patients bons répondeurs 

à la nRCT présentaient des ganglions lymphatiques avec un cortex plus épais, un nombre de 

follicules et de centres germinatifs plus élevés et une densité plus importante de cellules 

CD20+Ki67+. Ceci contrastait avec nos résultats obtenus sur la biopsie diagnostique, dans 

lesquelles l’évaluation de la composante immunitaire T à travers l’ISB permettait de prédire la 

qualité de la réponse au traitement néoadjuvant. Ceci soulève la question du rôle des 

lymphocytes B comme marqueur prédictif de réponse au traitement dans le cancer du rectum 

et plus largement la question du rôle des lymphocytes B comme marqueur pronostique. Une 

étude récente, publiée par Sendoya et al., a évalué l’impact de l’infiltrat immunitaire B 

évaluée sur la biopsie diagnostique initiale avant tout traitement néoadjuvant (Sendoya et al., 

2020). Dans cette étude, une forte densité en cellules CD20+ évaluée à la fois par analyses 

transcriptomiques et en immunohistochimie était associée à une bonne réponse au traitement 

néoadjuvant (P = 0,047, Hedges’ g = -0,73). Cette étude suggère ainsi l’importance de la 

composante immunitaire B dans la qualité de la réponse au traitement néoadjuvant.  

Ces données récentes suggèrent qu’une possible optimisation de la signature immunitaire 

évaluée sur les biopsies diagnostiques dans le cancer du rectum pourrait être envisagée. 

Ainsi, l’ISB pourrait être complété par l’ajout de l’information de l’analyse de la composante 

lymphocytaire B. 

 

Les lymphocytes B ont suscité beaucoup de travaux portant sur leur capacité unique à 

produire, une fois différenciés en plasmocytes, des anticorps spécifiques d’une immense 

variété d’antigènes. Une fois fixées sur leur cible antigénique et outre leur capacité 

neutralisante, ces molécules vont activer des mécanismes effecteurs majeurs de la réponse 

immunitaire, incluant la phagocytose, l’endocytose, la cytotoxicité à médiation cellulaire 

dépendante des anticorps et celle dépendante du complément. Mais le rôle des lymphocytes B 

ne se limite pas à la production des anticorps. Au début des années 1980, il a été montré 

qu’ils servaient également de cellules présentatrices d’antigènes, conduisant à la formation de 

synapses immunologiques avec des lymphocytes T spécifiques, via la présentation de 

peptides antigéniques associés à des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de 

classe II, cette synapse étant renforcée par des interactions entre des molécules de co-
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stimulation et de signalisation. Ainsi, les lymphocytes B sont des acteurs pléiotropes du 

système immunitaire, avec cette capacité à activer à la fois des effecteurs de l’immunité innée 

et des effecteurs de l’immunité adaptative. Malgré le rôle important des lymphocytes B dans 

l’élaboration de la réponse immunitaire, notamment contre des microorganismes pathogènes, 

leur rôle reste controversé dans le contexte du cancer. Dans de nombreux modèles murins les 

lymphocytes B semblaient jouer un rôle délétère en induisant une inflammation chronique ou 

en inhibant la réponse T notamment (Barbera-Guillem et al., 2000; Qin et al., 1998; de Visser 

et al., 2005), alors que dans d’autres modèles murins les lymphocytes B semblaient au 

contraire avoir un rôle anti-tumoral en activant le compartiment T (DiLillo et al., 2010). Chez 

l’homme, la majorité des études montrent un rôle positif des lymphocytes B. Nous avons 

montré que la chimiokine CXCL13, un chiomoattractant des lymphocytes B, était associé à 

un pronostic favorable et son absence à une diminution des lymphocytes B dans les tumeurs 

colorectales (Bindea et al., 2013b). De nombreux travaux ont directement associé la présence 

de lymphocytes B au sein des tumeurs au bon pronostic des tumeurs (Fridman et al., 2020). 

De façon intéressante, nous avons également associé la densité de lymphocytes B dans des 

métastases de tumeurs CRC, à l’évolution de ces métastases (Mlecnik et al., 2016b). 

Récemment, dans une étude dans les sarcomes, les lymphocytes B présents majoritairement 

au sein de LTS, ont également été associés à la réponse aux immunothérapies (Petitprez et al., 

2020). 

Les différences obtenues au niveau de l’analyse ganglionnaire en termes de populations 

lymphocytaires T étaient plus contrastées. Cependant, les données transcriptomiques 

suggèrent des différences en particulier pour les Trm dans les ganglions en prolifération chez 

les patients répondeurs. Les analyses en cours en immunofluorescence va nous permettre 

d’analyser en détail les rôles des différentes composantes T cytotoxiques et résidentes 

mémoires au sein des ganglions des patients bons et non répondeurs au traitement 

néoadjuvant.  

 

Les ganglions sont un site privilégié de localisation de lymphocytes T et B mémoires, en 

particulier pour la population T centrale mémoire qui exprime à sa surface les molécules 

nécessaires à son adressage vers le ganglion. Dans les ganglions proximaux des cancers 

colorectaux, lieu d’éducation des lymphocytes naïfs, les lymphocytes mémoires pourraient 

représenter jusqu’à 28% des lymphocytes totaux (Lores-Vazquez et al., 1996). Notre équipe s 

observé un rôle prépondérant des lymphocytes T mémoires dans la prévention de la récidive 

tumorale suivant l’acte chirurgical (Pagès et al., 2005). La bonne valeur pronostique associée 



 

 188 

était d’autant plus importante que la densité intra-tumorale en cellules mémoires était forte. 

Or, le curage ganglionnaire a créé une déplétion d’une partie du pool des lymphocytes T et B 

mémoires. Il est concevable de penser que cet acte chirurgical a dans certains cas, en 

particulier pour des cancers bien infiltrés par des lymphocytes cytotoxiques et mémoires, une 

conséquence collatérale néfaste par la diminution du pool de lymphocytes cytotoxiques et 

mémoires.  

 

D. Limitations et perspectives  

 
Notre étude sur les ganglions lymphatiques chez les patients répondeurs ou non à la nRCT 

dans le cadre d’un cancer du rectum localement avancé présente certaines limitations. 

Nous avons dans nos analyses, tenté d’objectiver des différences en termes de morphologie, 

d’infiltrations lymphocytaires, d’analyse du répertoire T des ganglions issus de ces patients. 

Cependant, le cancer du rectum n’est pas un modèle aisé pour l’étude des ganglions drainant 

la tumeur, en effet comme nous l’avons vu les relais ganglionnaires sont multiples et il 

n’existe pas de ganglion sentinelle à proprement dit. De plus, la topographie précise des 

ganglions prélevés est très rarement spécifiée dans les comptes rendus histologiques alors 

qu’elle est essentielle et qu’elle permet de distinguer les ganglions drainant spécifiquement le 

rectum, les ganglions drainant non spécifiquement le côlon ou le rectum et les ganglions 

drainant spécifiquement le côlon (Pirro et al., 2009).  

Cette étude pilote sur les ganglions est une étude essentiellement descriptive et soulevant des 

hypothèses avec un faible nombre de patients et sans cohorte de validation permettant de 

valider nos observations. Cependant, les analyses sur lames HES ont été effectuées sur 

l’ensemble des ganglions, cette évaluation longue et fastidieuse nous a permis de développer 

un algorithme d’intelligence artificielle afin d’automatiser la reconnaissance des structures 

d’intérêt. Cet algorithme est facilement généralisable à l’ensemble des lames HES de 

ganglions issus de différents types de cancers permettant à l’avenir une exploration sur un 

grand nombre de patients. L’intérêt est croissant pour l’étude des populations présentes dans 

les ganglions. Afin de poursuivre nos analyses dans un modèle moins complexe, une 

collaboration avec l’équipe du service de chirurgie gynécologique de l’Hôpital Georges 

Pompidou est en cours. Cette étude a pour objectif d’étudier les différences de populations 

immunitaires au sein des ganglions de drainage dans les cancers de l’ovaire et de 

l’endomètre. 
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Conclusion 
 
 
Au cours de ce travail, nous avons analysé la composante immunitaire intratumorale avant 

traitement nCRT et son évolution après nCRT ainsi que le statut immunitaire des ganglions 

drainant les tumeurs.  

 
 
La translation clinique de ces investigations en termes d’ISB a été explorée. Nous avons ainsi 

montré l’intérêt de l’évaluation simple et standardisée de la composante immunitaire T 

cytotoxique au niveau de biopsies diagnostiques de patients traités pour un cancer du rectum. 

Ce marqueur présente ainsi un double intérêt prédictif de réponse au traitement néoadjuvant 

mais également pronostique. De plus, ce travail a permis de montrer l’intérêt de la 

combinaison de l’évaluation de la réaction immunitaire initiale et de l’évaluation par imagerie 

de la réponse au traitement néoadjuvant pour mieux discriminer les patients qui pourraient 

bénéficier d’une désescalade chirurgicale ou d’une stratégie de surveillance simple. Nous 

avons également montré l’intérêt de l’ISB chez les patients très bons répondeurs à la nRCT et 

inclus dans la stratégie de « Watch and Wait » avec un très faible taux de rechute chez les 

patients initialement très fortement infiltrés en lymphocytes T cytotoxiques sur leurs biopsies 

diagnostiques. 

Ces résultats ont encouragé l’équipe à déposer un brevet. 

 

Nous avons également dans une étude préliminaire analysé les modifications et le 

retentissement ganglionnaire lors de la nCRT afin d’évaluer le bénéfice potentiel de la 

préservation des ganglions lors des stratégies de conservation d’organe.  

L’étude du rôle des ganglions comme organe central de la réponse anti-tumorale n’en est qu’à 

ses débuts. Après avoir intensément étudier le microenvironnement tumoral, l’élargissement 

du champ de la recherche anti-cancéreuse aux ganglions en tant qu’organe lymphoïde 

secondaire essentiel à la réponse immunitaire et non plus comme simple niche métastatique 

semble un défi passionnant à relever. 
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Tableau 11. Classification TNM du cancer du rectum 

TX     Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive 

T0      Pas de signe de tumeur primitive 

Tis     Carcinome in situ : intra-épithélial ou envahissant la lamina propria 

T1      Tumeur envahissant la sous-muqueuse 

T2      Tumeur envahissant la musculeuse 

T3      Tumeur envahissant la sous-séreuse ou les tissus péri-rectaux non péritonisés 

T4     Tumeur envahissant directement les autres organes ou structures et/ou perforant 
le péritoine viscéral 

T4a    Tumeur perforant le péritoine viscéral 

T4b    Tumeur envahissant directement les autres organes ou structures 
 
NX      Renseignements insuffisants pour classer les adénopathies régionales 

N0      Pas de métastase ganglionnaire régionale 

N1      Métastase dans 1 à 3 ganglions lymphatiques régionaux 

   N1a  Métastase dans 1 ganglion lymphatique régional 

   N1b  Métastase dans 2-3 ganglions lymphatiques régionaux 

   N1c  Nodule(s) tumoral, satellite(s)* dans la sous-séreuse, ou dans les tissus non- péritonisés   
péri-coliques ou péri-rectaux sans métastase ganglionnaire régionale 

N2      Métastase dans ≥ 4 ganglions lymphatiques régionaux 

   N2a   Métastase dans 4-6 ganglions lymphatiques régionaux 

   N2b   Métastase dans ≥ 7 ganglions lymphatiques régionaux 
 
• M0 : pas de métastase   
• M1 : présence de métastase (s) à distance 

 M1a Métastase(s) localisée(s) à un seul organe (foie, poumon, ovaire, ganglion(s) 
lymphatique(s) autre que régional) 

 M1b Métastases dans plus d’un organe 

  M1c Métastases dans le péritoine avec ou sans atteinte d’autres organes    

https://www.snfge.org/lexique#Pritoine
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Figure 41. Classification T en IRM : T1is: tumeur in situ; T1sm1/2: tumeur envahit une partie de la sous-
muqueuse; T1sm3: envahissement complet de la sous-muqueuse; T2 early: envahissement local de la 
muscularis propria; T2 advanced: envahissement complet de la  muscularis propria; T3a: extension de la 
tumeur au mésorectum   < 1 mm ; T3b: extension de la tumeur au mésorectum   entre 1 et 5 mm; T3c: 
extension de la tumeur au mésorectum   entre  5 et 15 mm ; T3d: extension de la tumeur au mésorectum   > 
15 mm; T4a:  envahissement du peritoine tumour; T4b: envahissement des organes adjacents. D’après 
Santiago et al. 2020 
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Ma 3ème année de thèse (Nov 2019- Nov 2020) a été financée par le CARPEM, je pouvais 

ainsi me libérer à 100% de mes obligations hospitalières sur cette période. 

Mais début 2020, nous avons tous vécus une période hors du commun. J’avais entamé depuis 

Novembre 2019 une collaboration avec l’équipe du Pr Olivier Adotevi dans son équipe 

INSERM à Besançon afin de caractériser l’infiltrat immunitaire au sein des ganglions de 

modèles murins de cancer colorectaux traités par radiochimiothérapie en fonction de leur 

degré de réponse à ce traitement. J’ai suivi la « formation spécifique destinée aux personnes 

appliquant des procédures expérimentales sur modèles rongeur » et je me suis entrainée à la 

dissection des ganglions chez la souris grâce au Dr G. Darraze Jeze à la Pitié Salpêtrière. 

Après 2 séjours dans le laboratoire du Pr Olivier Adotevi à Besançon afin de débuter les 

expériences, tous les centres de recherches ont fermé. Nous avons tous vécu cette période 

d’« arrêt sur image ». Je n’ai ainsi malheureusement pas pu faire ce qui était initialement 

prévu concernant les modèles murins. 

Nous avions tous notre part à jouer dans cette épidémie de Covid-19, mon service 

d’Immunologie à l’Hôpital Georges Pompidou, a ainsi décidé de s’emparer de la thématique 

du COVID-19. Toutes les forces étaient nécessaires et c’est ainsi que ma thèse a été mise sur 

« pause » durant cette période afin d’entamer une nouvelle thématique : les désordres 

immunitaires de la COVID. De cette période « hors du temps », trois articles dont je suis co-

signataire ont été publiés et nous avons décidé avec le Pr Franck Pagès de les inclure dans ce 

manuscrit. 

 

De plus, dès le départ je me suis intéressée au rôle de l’interféron de type I dans le Covid, car 

des défauts de sécrétion d’interféron de type I avaient été reportés dans les formes graves de 

SARS et de MERS. Après en avoir discuté avec mon directeur de thèse, le Pr F. Pagès au tout 

début de l’épidémie, j’ai essayé de suivre mes convictions. J’ai ainsi contacté le Pr 

Rudragouda Channappanavar (University of Iowa, USA) qui étudie sur modèles animaux les 

coronavirus (SARS et MERS), nous avons discuté de la possibilité d’un traitement par 

Interféron chez les patients touchés par le Covid. De fil en aiguille, plusieurs collaborations 

notamment avec la société Synairgen qui propose une forme nébulisée d’Interféron de type I 

ont été initiées. Aujourd’hui, l’hôpital Pompidou est un centre d’inclusion de patients dans 

l’essai de type III de Synairgen proposant aux patients à risque de développer un Covid grave 

une nébulisation d’interféron.  
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Dans le service d’Immunologie de l’hôpital Pompidou, le Dr Clémence Granier a élaboré -en 

collaboration avec les services de gériatrie et de réanimation une cohorte de sujets âgés 

atteints de Covid-19- afin d’étudier par CMF les différences phénotypiques en termes de 

sénescence des lymphocytes circulants. Nous nous sommes associées et nous avons complété 

son étude par le suivi des taux de cytokines plasmatiques et présents au niveau de la 

muqueuse naso-pharyngés -et notamment les interférons de type I et III- chez les patients 

âgés atteints de différentes formes de Covid-19 (formes réanimatoires, modérées et 

asymptomatiques). Cela nous a amené à initier des collaborations avec l’Institut Pasteur (Dr 

Duffy), avec le service de virologie (Dr Péré, Dr Veyer), avec le service de Gériatrie (Pr 

Paillaud), les réanimations (Pr Diehl), l’unité de recherche clinique de l’hôpital Pompidou. 

Nous avons ainsi pu inclure plus de 100 patients dans cette cohorte et nous sommes en cours 

d’analyses des données collectées.  

 

Cette période COVID est une période qui restera gravée dans nos mémoires tant sur le plan 

personnel, car nous sommes malheureusement beaucoup à avoir perdus des êtres chers, mais 

aussi sur le plan professionnel, car nous étions tous « acteurs » à notre échelle.  
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Article Covid n°1 : 
 
 
 

L’incidence des atteintes rénales aiguës est élevée dans les infections à COVID-19. Les 

étiologies de ces lésions pourraient être secondaires à une nécrose tubulaire aiguë ou à un 

processus complexe d’activation du complément conduisant à une microangiopathie 

thrombotique (MAT).  

Nous avons analysé l’ensemble des patients adressés au laboratoire pour atteinte rénale de 

type syndrome hémolytique et urémique (SHU) dans le cadre d’une infection à COVID-19. 

De manière intéressante, tous les patients explorés présentaient des anomalies au niveau des 

protéines de régulation du complément. La caractérisation moléculaire a mis en évidence la 

présence de variants pathogènes au niveau des gènes du complément précédemment décrit 

comme associés aux formes atypique de SHU.  

Ainsi, la COVID-19 pourrait être un nouveau facteur déclenchant de SHU atypique médié par 

le complément. 
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Article COVID n°2 : 

 
Messages principaux :  
 

Cette étude prospective monocentrique ayant inclus 51 patients consécutifs ayant présenté 

une infection COVID-19 à partir de Mars 2020 avait comme objectif principal d’évaluer 

l’impact de différents paramètres immunitaires (explorés par cytométrie, Luminex pour le 

dosage du taux de cytokines et chimiokines) sur les principales fonctions vitales (hépatiques, 

rénales, endothéliales, pulmonaires) en fonction de l’indice de masse corporelle (IMC) des 

patients. 

Un IMC anormal (> 25) a été observé chez 72,6 % des patients et été associé à un taux plus 

élevé d'hospitalisation en unité de soins intensifs (p = 0,044). 

Une association significative entre le taux des cytokines pro-inflammatoires et les 

dysfonctionnements hépatiques, rénaux et endothéliaux a été observée uniquement chez les 

patients souffrant d'obésité (IMC > 30). 

Les signes précoces d'atteinte pulmonaire (opacité en verre dépoli) étaient corrélés aux 

cytokines inflammatoires uniquement chez les patients de poids normal.  

Les lésions pulmonaires étaient corrélées à l’IMC mais indépendantes des taux de cytokines.  
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Article Covid n°3 : 
 
L'objectif principal de cette étude menée sur 36 patients hospitalisés atteints de COVID-19 

(moyenne d’âge = 62 ans) était de distinguer et de caractériser les profils immunitaires 

présents chez les patients atteints de COVID-19 en fonction de la gravité de la maladie (9 

patients hospitalisés en réanimation vs 27 patients en hospitalisation classique, ne nécessitant 

pas une assistance ventilatoire). Une cohorte contrôle de 10 donneurs sains a également été 

constituée. 

 

Une analyse approfondie des paramètres immunitaires incluant des analyses de cytométrie en 

flux, le dosage de cytokines plasmatiques et des données transcriptomiques des cellules 

mononuclées du sang circulant a été initiée. Les variables cliniques reflétant les atteintes 

multi-organes (poumon, foie, rein, cardiovasculaire) ont également été collectées. 

 

Principales observations : 

 

- Présence d’un profil immunitaire spécifique chez les patients COVID-19 en 

comparaison aux donneurs sains, avec une forte hétérogénéité parmi les patients 

hospitalisés atteints de COVID-19, tant en termes de populations immunitaires que 

d’état d'activation : lymphopénie T et B, absence de différence en termes de 

lymphocytes NK et NKT, profil phénotypique des monocytes évoquant une sur-

activation phénotypique ou réponse anti-inflammatoire compensatrice (CD16HI, CD40 

HI, CD163 HI, HLA-DRLO). 

- Identification d’une signature immunitaire permettant d’identifier 2 groupes de 

patients : i/ patients présentant une réponse de type adaptative et ii/ patients présentant 

une réponse innée avec un dysfonctionnement de la réponse adaptative  

- Les patients du groupe 2 avait un IMC (indice de masse corporelle) plus élevé par 

rapport au groupe 1, ils présentaient également une présentation clinique plus sévère 

de la maladie avec 88% des décès totaux présents dans ce groupe. 

- Confirmation de cette signature immunitaire sur des données transcriptomiques d’une 

base de données publique (GSE157103) : les patients du groupe 2 avaient un moins 

bon devenir clinique que les patients du groupe 1. 

- Élaboration d’un "SARS-Score" permettant une classification précise des patients. 
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- Enfin, après validation de la signature sur des données publiques, nous avons utilisé 

des outils in silico pour proposer une médecine personnalisée en COVID-19, qui 

pourrait correspondre spécifiquement à chaque groupe de patients. 



 

 258 

-  



 

 259 

 



 

 260 

 



 

 261 

 



 

 262 



 

 263 

 



 

 264 

 



 

 265 

 



 

 266 

 



 

 267 

 



 

 268 

 



 

 269 



 

 270 

 



 

 271 

 
 



 

 272 



 

 273 

 

 



 

 274 

 



 

 

 
 


	Remerciements
	Abbréviations
	FIGURES
	TABLEAUX
	INTRODUCTION
	PARTIE I. Le cancer colorectal : focus sur le cancer du rectum
	A. Le rectum : anatomie
	B. Epidémiologie du cancer du rectum
	C. Diagnostic du cancer du rectum
	D. Prise en charge thérapeutique
	1) Le traitement de référence
	2) Place de la chimiothérapie adjuvante et de la thérapie néoadjuvante totale (TNT)
	3)  Curiethérapie à haute dose et RT de contact
	4) Nouvelles options thérapeutiques : l’Immunothérapie
	5) Nouvelles options thérapeutiques : exérèse locale et stratégie Watch and Wait
	6) Évaluation de la réponse au traitement néoadjuvant et biomarqueurs prédictifs de la réponse au traitement


	PARTIE II. Le microenvironnement tumoral : rôle du système immunitaire dans les cancers
	A. Acteurs de l’immunité anti-tumoral
	1) Les débuts de l’immunocancérologie : un rappel historique
	2) La théorie de l’immunosurveillance
	a) Le concept d’« immunoediting »
	b) Le microenvironnement tumoral
	(i) Activité anti-tumorale et cellules de l’immunité innée
	(ii) Activité anti-tumorale et cellules de l’immunité adaptative



	B. Spécificité dans le cancer colorectal, vers une transition clinique de la composante immunitaire intratumorale
	1) Apport de la pathologie digitale et de l’intelligence artificielle dans la prise en charge clinique, évolutions futures
	2) Immunoscore
	a) Concepts et développement de l’Immunoscore
	b) Immunoscore et chimiothérapie adjuvante dans le cancer du côlon
	c) Immunoscore et cancer du rectum : résultats préliminaires


	C. Traitements anti-cancéreux et infiltrat immunitaire
	1) Radiothérapie et microenvironnement tumoral
	a) Effets immunostimulants de la radiothérapie
	b)  Effet systémique de la radiothérapie : effet abscopal
	c) Effet secondaire de la radiothérapie : l’immunosuppression

	2) Impact de la chirurgie sur le microenvironnement tumoral
	3) Radiochimiothérapie néoadjuvante et nombres de ganglions


	PARTIE III. Les ganglions lymphatiques : acteurs immunitaires dans le cancer
	A. Ganglions lymphatiques du rectum
	B. Ganglions lymphatiques drainant la tumeur : intérêt du curage ganglionnaire étendu dans le cancer du rectum, différences entre les pratiques occidentales et asiatiques
	C. Ganglions lymphatiques : le double-jeu
	1) Ganglions sentinelles : une niche pour le développement tumoral
	2) Ganglion lymphatique drainant la tumeur : organe lymphoïde secondaire



	OBJECTIFS
	RESULTATS
	Partie I. Article 1: A Diagnostic Biopsy-Adapted Immunoscore Predicts Response to Neoadjuvant Treatment and Selects Patients with Rectal Cancer Eligible for a Watch-and-Wait
	Partie II. Article 2: Chemoradiation triggers antitumor Th1 and tissue resident memory-polarized immune responses to improve immune checkpoint inhibitors therapy
	Partie III. Cohorte de validation de biopsies de cancer du rectum, patients suivis par la stratégie de surveillance Watch & Wait (article en préparation)
	Partie IV. Analyse du statut immunitaire ganglionnaire des patients atteints de cancer du rectum en fonction du degré de réponse au traitement néoadjuvant.
	1) Analyses histologiques de l’architecture ganglionnaire
	a) Analyse optique sur lames HES (cortex, follicules lymphoïdes primaires, secondaires, paracortex, médullaire)
	b) Analyse par Intelligence artificielle sur lames HES (cortex, follicules lymphoïdes primaires, secondaires, paracortex, médullaire)

	2) Analyses en immunohistochimie chromogénique
	3)  Immunofluorescence
	a) Panel 1: CD3/CD20/Ki67/Lyve-1
	b) Panel 2: CD20/CD27/CD38/Lyve-1

	4)  Analyses transcriptomiques par la technique 3’RNAseq (Lexogen)
	a) Traitement bio-informatique et contrôle qualité
	b) Comparaison des patients répondeurs ou non répondeurs à la nRT
	c) Comparaison des ganglions proliférant (Ki67 forts) ou non (Ki67 faibles)

	5) Analyse du répertoire des cellules T chez les patients répondeurs et non répondeurs à la nRCT


	DISCUSSION
	I. Optimisation de la prise en charge thérapeutique dans le cancer du rectum, apport de l’analyse du microenvironnement tumoral avant tout traitement
	A. De l’intérêt du biobanking
	B. Apport de l’analyse de l’infiltrat immunitaire des biopsies diagnostiques du cancer du rectum
	C. L’ISB comme biomarqueur permettant l’évolution de la prise en charge des cancers du rectum
	1) L’intensification de la radiothérapie pourrait annuler l’impact du système immunitaire en termes de pronostic
	2) Allongement du délai entre la fin de la radiothérapie et la chirurgie pourrait être bénéfique : implication de la composante immune
	3) Combinaison nRCT et immunothérapie
	4) Stratégies de préservation d’organe

	D. Perspectives : application de l’ISB à d’autres types de cancers traités par nRCT

	II. Ganglions lymphatiques, acteurs de la réponse anti-tumorale
	A. Ganglions lymphatiques : historique
	B. Revisiter le dogme du curage ganglionnaire systématique
	C. Rôle des lymphocytes B dans la réponse à la nRCT
	D. Limitations et perspectives


	Conclusion
	Bibliographie
	Annexes

