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Résumé en français 

Le cancer du foie est le 5ème cancer le plus fréquent dans le monde et le 3ème en terme de 

mortalité. Ce type de cancer se développe le plus souvent dans un contexte de maladie chronique 

comme hépatiques B, C, la consommation excessive d’alcool ou les maladies métaboliques. Le 

microenvironnement immunitaire et l’inflammation jouent ainsi un rôle important dans le 

développement tumoral. Nous avons réalisé une étude de l’immunité pour répondre à deux 

problématiques importantes dans le domaine de l'immuno-cancérologie hépatique: i) 

déterminer si le traitement de l'hépatite C chronique par des agents antiviraux directs (AAD) 

pourrait induire des modifications immunitaires pouvant favoriser le développement du 

carcinome hépatocellulaire (CHC); ii) caractériser le profil immunitaire des tumeurs mixtes de 

type hépatocholangiocarcinome (CHC-CCA). 

Dans la première partie de notre travail, nous avons analysé le profil immunitaire 

intrahépatique d’une une cohorte de patients atteints de VHC traités ou non par les AAD. Nos 

résultats ont uniquement montré des modifications mineures du microenvironnement 

immunitaire après traitement par AAD, (gènes régulés par l’interféron). Nos résultats suggèrent 

donc qu’il n’y a pas de modification majeure des systèmes d’immunosurveillance après 

éradication virale. 

Nous avons ensuite réalisé l’analyse du profil immunitaire d’une série de 96 échantillons 

de CHC-CCA. Nous avons ainsi identifié un sous type “immune high” (IH) représentant environ 

60% des cas et caractérisé par une surexpression de plusieurs voies immunitaires et important 

infiltrat immunitaire. De façon intéressante, les tumeurs de type IH surexprimaient les signatures 

immunitaires associées à la réponse à l’immunothérapie chez les patients atteints de CHC. Ces 

résultats suggèrent que les patients atteints de CHC-CCA de type IH pourraient bénéficier 

d’approches de type immunothérapie. 

 

Mots clés: Carcinome hépatocellulaire, AAD, Microenvironnement immunitaire, 

Immunothérapie, Hépatocholangiocarcinome.  
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Résumé en anglais 

  Liver cancer is the 5th most common cancer in the world and the 3rd in terms of mortality. 

This type of cancer most often occurs in the context of chronic liver diseases related to hepatitis 

B, C, alcohol consumption or metabolic diseases. The immune microenvironment thus plays an 

important role in tumor development. We conducted this study to address two important issues 

in the field of hepatic immune-oncology: i) determine whether the treatment of chronic 

hepatitis C with direct-acting antivirals (DAAs) could induce intrahepatic immune changes that 

can promote the development of hepatocellular carcinoma (HCC); ii) characterize the immune 

profile of combined hepatocellular-cholangiocarcinoma (HCC-CCA). 

  

In the first part of our work, we analyzed the intrahepatic immune profile of a cohort of 

HCV patients treated or not with DAAs. Our results only showed minor changes in the immune 

microenvironment after treatment with DAA (genes regulated by interferon). Our results suggest 

that there is no major modification of immunosurveillance processes after viral eradication. 

  

In the second part, we performed the immune profile analysis of a multicenter cohort of 

96 samples of HCC-CCA. We identified an “immune high” (IH) subset of HCC-CCA, representing 

approximately 60% of cases, characterized by an overexpression of several immune pathways and 

a significant immune infiltrate. Interestingly, the IH tumors overexpressed the immune signatures 

associated with the response to immunotherapy in patients with HCC. These results suggest that 

patients with IH HCC-CCA tumors could benefit from immunotherapy.  

  

Keywords: Hepatocellular carcinoma, DAA, Immune microenvironment, Immunotherapy, 

combined Hepatocholangiocarcinoma. 
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1 Introduction 

Il existe trois types histologiques principaux de cancers primitifs du foie. Le plus fréquent 

est le carcinome hépatocellulaire (CHC), qui se développe à partir des hépatocytes. Le 

cholangiocarcinome intrahépatique est la deuxième tumeur par ordre de fréquence et se 

développe à partir de l’épithélium biliaire (CCA). L’hépatocholangiocarcinome (CHC-CCA) est 

quant à lui une entité plus rare qui associe une double différenciation hépatocytaire et biliaire. 

Les autres tumeurs hépatiques primitives malignes sont extrêmement rares et comportent le 

carcinome fibrolamellaire, l’angiosarcome, l’hémangioendothéliome épithélioïde et le 

cystadénocarcinome. Nous nous focaliserons dans ce manuscrit sur les 3 cancers hépatiques les 

plus fréquents, en discutant leurs caractéristiques cliniques, anatomo-pathologiques et 

moléculaires et également le rôle joué par le microenvironnement immunitaire dans leur 

développement. 

1.1 Le carcinome hépatocellulaire 

Epidémiologie 

A l’échelle mondiale, le CHC est le 3ème cancer en terme de mortalité et constitue donc 

un problème majeur de santé publique.(1) Les incidences les plus élevées sont observées en Asie 

et en Afrique qui sont des régions endémiques pour les infections par le virus de l’hépatite B (VHB) 

(Figure 1).(2–4) L’incidence du CHC augmente cependant de façon constante ces 10 dernières 

années dans les pays occidentaux en raison de l’épidémie d’obésité (syndrome métabolique).  

L’incidence du CHC est 4 à 8 fois plus élevée chez l’homme que chez la femme. Cette 

prédominance masculine pourrait s’expliquer par une susceptibilité plus grande, génétique ou 

acquise, ou par une exposition plus fréquente aux facteurs environnementaux associés au CHC.(5) 

En France, en 2020, le CHC était le 13ème cancer en terme d’incidence avec 11 504 

nouveaux cas diagnostiqués et le 5ème en terme de mortalité. L'incidence annuelle est de 

12.4/100 000 chez l'homme et 3.3/100 000 chez la femme.(2–6) 
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Figure 1. Incidence (A) et mortalité (B) du cancer primitif du foie dans le monde en 2020. Les 
taux sont standardisés pour 100 000 personnes. (D’après World Health Organization, 
International Agency for Research on Cancer.GLOBOCAN 2020 (http://globocan.iarc.fr.) ASR: Age-
Standardised Rate 

Les étiologies du CHC se groupent dans deux principales catégories : les hépatites virales 

et les facteurs de risque non infectieux. Leurs contributions dans le développement CHC sont 

différentes selon les régions géographiques.(7) 

Au niveau mondial, les hépatites virales constituent un rôle majeur de survenue de CHC. 

En effet, on estime que le VHB est responsable d’un tiers de la mortalité liée au cancers primitifs 

hépatiques dans le monde.(4) Son rôle est plus important en Afrique et en Asie où environ 60% 

http://globocan.iarc.fr/
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des CHC sont liés au VHB.(3) Parmi les patients infectés par le VHB, la séropositivité de l'Ag HBe, 

la charge virale élevée et le génotype C sont des facteurs prédictifs indépendants du 

développement de CHC.(8,9) La mise en œuvre de programmes de vaccination contre le VHB chez 

des nourrissons dans de nombreux pays d'Asie devrait heureusement faire baisser l’incidence du 

CHC dans ces régions. Cela a notamment été démontré à Taïwan, où l'incidence annuelle a 

considérablement diminué, passant de 0,92 chez les patients non vaccinés à 0,23 dans le groupe 

vacciné.(10) 

L'infection chronique par le virus de l'hépatite C est une importante cause de survenue de 

CHC dans les pays développés, principalement par une inflammation chronique hépatique 

aboutissant à une cirrhose.(3,11,12) Après infection, ce virus hépatotrope conduit à une hépatite 

aigüe, asymtomatique dans la majorité des cas, et qui au cours du temps devient une hépatite 

chronique chez 55 à 85% des patients. Cette hépatite chronique, non contrôlée, entraine une 

cirrhose dans environ 20-30% des cas. Le risque de survenue du CHC est d’environ 1-4% par an 

chez les patients cirrhotiques.(13) (Figure 2)   

 

Figure 2 : Histoire naturelle de l’infection virale par le VHC. L’infection par le VHC conduit 
à une hépatite chronique (55-85% des cas), puis à une cirrhose (20-30%). Le risque de survenue 
du CHC sur foie cirrhotique est alors d’environ 1-4% par an.(https://www.hepatitis.va.gov/) 
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Il n’existe malheureusement pas de vaccin contre le VHC mais en 2014, les agents 

antiviraux directs (AAD) ont été approuvés pour la prise en charge des patients infectés. Leurs 

mécanisme d’action est basé sur une inhibition du cycle viral du VHC. En effet, des AAD ciblent 

les protéines clés de la réplication du virus tels que les protéines NS3/4A, le NS5A ou 

NS5B.(14)(Figure 3)  

  

Figure 3 : Cycle virale du VHC et mécanisme d’action des antiraux à action directe : les 
AAD (rouge) bloquent la réplication virale de VHC par l’inhibition directe les protéines virales.(14) 

Ces nouvelles molécules sont considérées comme une révolution dans la prise en charge 

de cette pathologie car elles permettent d’obtenir une réponse virologique soutenue (RVS) chez 

plus 95% des patients et ce quel que soit le génotype du VHC.(15) De plus, il s’est avéré que la 
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majorité que ces traitements sont très bien tolérés. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a 

ainsi pour objectif d’éradiquer le VHC d’ici à 2030.(16) Au cours des années qui ont suivies 

l’introduction de ces traitements, certaines publications ont cependant rapporté un risque accru 

de récidive ou développement du CHC chez les patients traités par AAD.(17,18) En 2016, une 

équipe espagnole a rapporté, dans une cohorte limitée de 58 patients traités, un taux de récidive 

du CHC anormalement élevé (27.6%).(18) Une autre étude italienne a eu des résultats 

comparables.(19) Ces résultats étaient très controversés, et les mécanismes par lesquels les AAD 

pourraient être impliqués dans la carcinogenèse hépatique restent à identifier.  

L’alcool et le syndrome métabolique sont les principaux facteurs de risque non infectieux 

de cancer du foie. Les données récentes montrent que le rôle de ce type de maladie devient de 

plus en plus important dans la survenue de CHC dans les pays développés.(4) En France, 

l'incidence annuelle estimée du CHC chez les patients atteints de cirrhose alcoolique était estimée 

à 2,9 pour 100 patients.(20) Parmi les maladies métaboliques, on identifie la stéatose hépatique 

non alcoolique (non alcoholic fatty liver disease - NAFLD) correspondant à de la stéatose isolée, 

et la stéatohépatite non alcoolique (non alcoholic steatohepatitis - NASH) qui correspond à de la 

stéatose associée à une activité nécroticoinflammatoire significative. De manière intéressante, 

les CHC dus à la NASH se développent plus fréquemment sur un foie fibreux non cirrhotique 

comparé aux CHC d’autres étiologies en Europe.(21) 

D’autres facteurs de risque plus rares, comme l’exposition à l’aflatoxine B1, la cirrhose 

biliaire primitive, les hépatites auto-immunes et certaines maladies génétiques héréditaires 

(hémochromatose notamment) prédisposent également à la survenu du CHC.(3,4) 

Diagnostic 

En Europe, la stratégie du diagnostic du CHC repose sur les recommandations actuelles de 

l’EASL (European Association for the Study of the Liver), établies en 2018.(22) Chez les patients 

non cirrhotiques, la biopsie est recommandée pour établir un diagnostic, tandis que les examens 

non invasives tel que l’IRM et TDM sont suffisants pour diagnostiquer les CHC d’un diamètre 

supérieur à 1 cm sur foies cirrhotiques. L’IRM et/ou la TDM permettent notamment de mettre en 
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évidence la présence d’une “wash-in” en phase artérielle (hypervascularisation) et d’un “wash-

out” (lavage) en phase portale. En l'absence de ces critères, la biopsie est recommandée.(21) Pour 

les nodules inférieurs à 1cm, une surveillance par échographie tous les 4 mois est conseillée. En 

l’absence d’évolution de la taille ou de la morphologie du nodule dans les 2 ans, une surveillance 

tous les 6 mois est par la suite recommandée.(22) 

Aspects anatomopathologiques 

Les caractéristiques macroscopiques du CHC sont très diverses. Il peut s'agir de nodules 

uniques ou multiples. Leur taille peut aller de quelques millimètres à plus de 30cm. A la coupe, 

les CHC présentent souvent un aspect polychrome, blanc, beige, jaune, ou verdâtre. Des 

remaniements nécrotiques et hémorragiques ont été souvent observés en cas de tumeurs de 

grande taille (Figure 4A).(23) 

Les caractéristiques microscopiques architecturales et cytologiques du CHC sont 

également très diverses. Les tumeurs bien différenciées présentent une architecture trabéculaire 

; les travées tumorales sont alors légèrement plus épaisses (épaisseur de 3 cellules ou plus) que 

celles que l’on peut observer dans le foie sain. Les CHC moyennement différenciés présentent le 

plus souvent une architecture pseudo-glandulaire et les CHC peu différenciés présentent une 

architecture compacte avec des massifs de cellules tumorales ou des nappes diffuses (Figure 4B, 

C). 
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Figure 4. A) Aspect macroscopique d’un CHC: tumeur multinodulaire, de couleur jaunâtre. B) 
Aspect microscopique d’un CHC: Cellules tumorales organisées en travées épaisses (flèches 
noires), séparées par des espaces vasculaires (flèches rouges) (HES 100X). C) A fort grossissement, 
présence d’atypies nucléaires et d’une importante augmentation de la densité cellulaire (HES 
400X). 

Différents aspects cytologiques peuvent être observés: cellules pléomorphes (atypies 

marquées avec noyaux multiples et/ou irréguliers, volumineux), cellules claires (cytoplasme clair 

en raison de la présence de glycogène) (Figure 5), aspect sarcomatoïde (cellules fusiformes) 

(Figure 5), ou encore inclusions cytoplasmiques éosinophiles.(23) 
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Figure 5. Aspects cytologiques du CHC. A) Structures pseudo-glandulaires (flèches noires) (HES 
200X). B) Aspect stéatosique, avec volumineuses vacuoles optiquement vides 
intracytoplasmiques (flèches noires) (HES 200X). C) Cellules claires dues à l’accumulation 
intracytoplasmique de glycogène (flèches noires) (HES 400X). D) Aspect sarcomatoïde avec 
cellules fusiformes, allongées (flèches noires) et présence de mitoses atypiques (flèche rouge) 
(HES 400X). 

 Aspects moléculaires 

 Altérations génétiques dans le CHC 

Au cours des dix dernières années, de nombreux travaux ont analysé les mécanismes 

initiateurs de la cancérogenèse hépatique et le profil mutationnel du CHC.(24,25) On identifie 

ainsi en moyenne 60 altérations somatiques fonctionnelles par tumeur et, parmi ces mutations, 

uniquement 2 à 6 concernent des gènes considérés comme des « drivers » de la 

carcinogénèse.(26) 

Les mutations du promoteur du gène TERT sont l'altération génétique somatique la plus 

fréquente du CHC, et sont présentes dans environ 60% des tumeurs.(27)  La télomérase est une 

polymérase qui permet le maintien de la longueur des télomères par ajout de nucléotides. TERT 
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code pour la sous unité catalytique de la télomérase et les mutations au niveau de la séquence 

promotrice créent un site consensus de fixation pour les facteurs de transcriptions, ce qui induit 

une forte expression du gène.(27) 

La voie WNT/ β-caténine est la deuxième voie la plus fréquemment altérée dans le CHC 

(environ 30% des cas).(24) Cette voie de signalisation est impliquée dans la prolifération, 

l’apoptose et la mobilité cellulaire.(24,28) L’activation de cette voie dans CHC est principalement 

due aux mutations activatrices de CTNNB1, gène codant pour la β-caténine. D’autres mutations 

impliquant les gènes AXIN1 (10%) ou APC (1-2%) sont également identifiées de manière 

récurrente et ont pour conséquence une activation de la voie WNT/ β-caténine.(24) 

Les mutations de TP53 sont identifiées dans environ 30% des CHC. Ces mutations sont 

associées à un mauvais pronostic et sont plus fréquemment retrouvées dans les tumeurs peu 

différenciées développées chez les patients infectés par le VHB.(25) La protéine P53 joue un rôle 

majeur dans le contrôle du cycle cellulaire, et peut induire l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 

ou G2.(24,29) Des altérations de d’autres gènes impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire, 

comme CDKN2A ou RB1, sont également retrouvée dans 2 à 4% des cas de CHC.(24,30,31) 

La voie PIK3-AKT-mTOR, impliquée dans le métabolisme et la prolifération cellulaire, est 

quant à elle activée dans 10% des CHC par des mutations inactivatrices de PTEN, TSC1 ou TSC2 (3-

8% des cas) ou activatrices de PIK3CA (1%).(32,33) Son activation est notamment associée à une 

mauvaise différentiation et à des taux de récidive précoce après exérèse chirurgicale.(32) 

D’autres voies de signalisation, comme celles impliquées dans le remodelage 

chromatinien (ARID1A, ARID2), les modifications épigénétiques (G9a, EZH2, SUV39HZ) ou le stress 

oxydatif (NFE2L2, KEAP1) sont également altérées de façon récurrente dans le CHC.(34–36) 

 Classification moléculaire du carcinome hépatocellulaire 

Le CHC est une tumeur dont le pronostic, l’aspect histologique et profil d’expression 

génique sont très variables. Une classification moléculaire de CHC comprenant 6 sous-groupes 

(G1-G6) a été établie et se base sur des données génomiques et transcriptomiques (Figure 6).(37) 
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Ces sous-groupes moléculaires sont associées à des caractéristiques cliniques particulières, et 

notamment aux facteurs de risque de maladie hépatique.(37) 

Les CHC appartenant aux groupes G1, G2 et G3 sont dits “prolifératifs” et sont 

globalement caractérisés par une forte instabilité chromosomique.(37) Les tumeurs du groupe 

G1 sont associées à l’infection par le virus de l’hépatite B, une surexpression de marqueurs 

progéniteurs hépatiques (EPCAM, AFP, IGF2) et aux mutations du gène RPS6KA3, qui sont 

responsables d’une activation de la voie des MAP/Kinases.(37) Le groupe G2 est associé aux 

mutations des gènes TP53 et PIK3CA.(37) Les CHC du sous-groupe G3 sont associées à un 

phénotype histologique dit «macrotrabéculaire massif» et à un mauvais pronostic et sont 

caractérisés par des mutations fréquentes de TP53 et la surexpression de gènes impliquées dans 

l'angiogenèse (Figure 4).(37) 

La tumeurs classées G4, G5 et G6 appartiennent à une sous classe particulière appelée 

non proliférative et présentent peu d'altérations chromosomiques (Figure 4).(37) Le sous-groupe 

G4 inclut des tumeurs dont le profil d’expression est relativement proche de celui d’hépatocytes 

matures non tumoraux.(37) Les groupes G5 et G6 sont fortement liés aux mutations de CTNNB1 

qui sont responsables d’une activation de la voie WNT/ β-caténine. Ce sont le plus souvent des 

tumeurs bien différenciées, d’architecture microtrabéculaire et pseudoglandulaire avec présence 

de cholestase.(37) Les tumeurs du groupes G6 présentent une plus forte activation de la voie Wnt, 

et une sous-expression de la E-cadhérine.(37) 
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Figure 6. Classification moléculaire du CHC: Deux grandes classes moléculaires sont identifiées. 
La classe proliférative inclut les sous-groupes G1-G3 et est associée à des facteurs de mauvais 
pronostic (mauvaise différentiation, élévation de l’AFP). La classe non proliférative inclut les sous-
groupes G4-G6 et est associée à un meilleur pronostic, une bonne différentiation, et à l’activation 
de la voie Wnt/bêta-caténine. (Calderaro et al, Journal of Hepatology, 2017) 

Traitement  

En occident, la classification Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) s’est imposée comme 

l’arbre décisionnel thérapeutique principal du CHC (Figure 7).(38,39) Ce système a pour avantage 

d’être une classification à la fois pronostique et thérapeutique. Trois types d’informations sont 

intégrés dans la classification BCLC : les caractéristiques tumorales (taille, nombre, envahissement 

vasculaire, métastase), la gravité de la maladie du foie sous-jacente (score de Child Pugh) et l’état 

général du patient (“performance status”) (Figure 7).(40) D’autres classifications (CLIP, HKLC, 

GRETCH) ont été proposées et parfois validées dans des études prospectives mais sont nettement 

moins utilisées en pratique.(41–43) 
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Figure 7. Prise en charge thérapeutique d’après la classification BCLC. Les patients au stade très 
précoce ou précoce (petites tumeurs, stade 0 ou A) peuvent être traités par une des trois 
thérapies potentiellement curatives: transplantation hépatique, résection chirurgicale, ou 
destruction percutanée. Pour les patients diagnostiqués au stade B, le traitement recommandé 
est la chimioembolisation. Enfin, pour les patients avec des tumeurs de stade avancé, la thérapie 
recommandée est un traitement systémique ou palliatif, en fonction de l’état général du patient. 
ECOG PS=Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status. (Forner et al, The Lancet, 
2018) 

Les traitements potentiellement curatifs comprennent la résection chirurgicale ou 

l’ablation percutanée. Il existe cependant des taux très élevées de récidive tumorale après 

traitement (50-70%) et les taux de survie à 5 ans restent suboptimaux (30-40%).(44,45) 

La transplantation hépatique est un autre traitement potentiellement curatif qui a pour 

avantage de traiter à la fois la lésion et la maladie hépatique sous-jacente. Elle se fait chez des 

patients qui respectent certains critères (critères dit de Milan, un CHC < 5 cm ou au maximum 3 

nodules de moins de 3 cm). Les taux de récidive sont faibles (5-10%) et la survie à 5 ans est 

excellente mais la pénurie de greffons rend difficile son utilisation chez tous les patients (75 % à 

4 ans).(46,47) 
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Pour les patients présentant une maladie plus avancée, les traitements sont alors dit 

palliatifs et comprennent des traitements locorégionaux et systémiques. La chimioembolisation 

intra-artérielle qui peut être réalisée chez les patients ayant une bonne fonction hépatique et un 

tronc porte perméable.(48) Elle associe l’embolisation d’une des branches de l’artère hépatique 

nourrissant la tumeur avec une injection dans le même temps d’une chimiothérapie 

(doxorubicine, cisplatin).(49–51) De nouvelles techniques comme la radioembolisation ont été 

développées ces dernières années mais leur intérêt n’est pas encore clairement validé.(52,53) Le 

sorafenib, un inhibiteur de tyrosine kinase anti VEGFR, RAS, RAF et PDGFR, est le premier 

traitement systémique ayant démontré son efficacité en termes de survie pour les patients 

diagnostiqués à un stade avancé. Les réponses objectives restent malheureusement très 

rares.(54,55) Les combinaisons de drogues immunomodulatrices avec des molécules ciblant la 

néoangiogénèse sont particulièrement prometteuses, et l’association atezolizumab (anti-PDL1) – 

bevacizumab (anti-angiogénique) a notamment montré une supériorité en comparaison avec le 

sorafenib pour les patients avec CHC avancés. C’est désormais le standard de traitement en 

première ligne.(56–59) 

1.2 Cholangiocarcinome intra-hépatique (CCA) 

Après le CHC, le CCA est la deuxième tumeur maligne primitive la plus fréquente. Il 

représente entre 10 et 20% des tumeurs hépatiques primitives malignes.(60) Ces tumeurs se 

développent à partir des cellules de l’épithélium biliaire. 

 Epidémiologie 

L’incidence du CCA est très variable selon les zones géographiques (Figure 8). Elle est plus 

importante en Asie du Sud-Est (incidence atteignant 85/100 000 habitants dans le nord est de la 

Thaïlande). En occident, elle est plus faible (1.3/100 000 habitants en France) mais en constante 

augmentation au cours des dernières années.(60) Ceci s’explique par une répartition différente 

des facteurs de risque en fonction des régions.  
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Figure 8. Incidence mondiale de CCA (cas pour 100 000 personnes). Ces données se réfèrent à la 
période 1971–2009. La couleur verte correspond aux pays à plus faible incidence (<6 cas pour 100 
000 cas), tandis que la couleur rose correspond aux pays à plus forte incidence (> 6 cas pour 100 
000 cas). Les tendances temporelles sont également rapportées a été rapportée (↑tendance à la 
hausse; ↔ tendance stable; ↓ tendance à la baisse). (Banales et al, Nature Reviews, 2016) 

En Asie du Sud Est, le principal facteur de risque est l'infection par le parasite Opisthorchis 

Viverrini, qui est due le plus souvent à la consommation de poisson cru. Les facteurs de risque 

classiques du CHC (hépatites virales chroniques B et C, cirrhose, obésité, diabète et alcool) sont 

également impliqués dans le développement du CCA.(59–62) Cependant, dans les pays 

occidentaux, on ne retrouve le plus souvent aucun facteur de risque connu chez la majorité des 

patients atteints de CCA. La Table 1 résume l’ensemble des facteurs de risque de CCA identifiés à 

ce jour.(60) 
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Table 1 : Facteurs de risque du cholangiocarcinome. (Adaptée de Banales 2016) 

Généraux 

Âge >65 ans 

Obésité 

Diabète 

Maladies inflammatoires 

Cholangite sclérosante primitive 

Lithiase hépatique (Cholangiohépatite orientale) 

Calculs de l’arbre biliaire 

Anastomose bilio-digestive 

Cirrhose hépatique 

Maladies infectieuses 

Opisthorchis viverrini (douves hépatiques) 

Clonorchis sinensis (douves hépatiques) 

Hépatite C 

Hépatite B 

Infection VIH 

Drogues, toxines et produits chimiques 

Alcool 

Tabac 

Thorotraste 

Dioxine 

Vinyl chloride 

Nitrosamines 

Asbestose 

Pilule contraceptive orale 

Isoniazide 

Congénitaux 

Kystes du cholédoque (type I, solitaire, extrahépatique; type IV, 

extrahépatique et intrahépatique) 

Maladie de Caroli 
Fibrose hépatique congénitale 
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Diagnostic 

Le diagnostic de CCA est le plus souvent malheureusement tardif car les patients sont 

longtemps asymptomatiques. A un stade avancé, l'examen clinique peut retrouver : perte de 

poids, altération de l’état général, douleurs abdominales, hépatomégalie tumorale, fièvre, et plus 

rarement ictère. Les marqueurs tumoraux sériques (notamment CA19-9) ont une faible 

sensibilité.(63,64) 

Les techniques d'imagerie, telles que l'échographie, l'échographie par contraste (CEUS), la 

tomodensitométrie et l'IRM, jouent un rôle important dans le diagnostic du CCA. L’aspect typique 

est une lésion hépatique prenant le contraste au temps artériel avec une augmentation du 

rehaussement au temps veineux en raison d’une prise de contraste lente du stroma fibreux.(65) 

Pour les tumeurs non typiques et/ou de petite taille (<2cm), la différenciation avec un CHC est 

parfois difficile voire impossible. Une biopsie est alors indispensable pour un diagnostic de 

certitude.(65–67) 

Aspects anatomopathologiques 

Il existe 3 types macroscopiques de CCA :  

- Le type « Mass-forming » est caractérisé par une masse intra-parenchymateuse bien 

limitée, arrondie, polylobée.  

- Le type « Periductal-infiltrating » présente une extension tumorale le long des parois des 

canaux biliaires.  

- Le type « Intraductal growth » consiste en une prolifération polypoïde se développant 

essentiellement dans la lumière des canaux biliaires.(23) 

Sur le plan histologique, les cellules tumorales du CCA peuvent avoir une architecture 

glandulaire, tubulaire ou encore pseudo-papillaire (Figure 9). Leur cytoplasme est le plus souvent 

éosinophile. Les engainements tumoraux périnerveux sont particulièrement fréquents.(23,64) 
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Figure 9. Aspects anatomopathologiques du CCA. A) Aspect macroscopique d’un CCA: Tumeur 
sous capsulaire, blanchâtre, développée sur du parenchyme non cirrhotique B) Aspect 
microscopique d’un CCA: Prolifération tumorale d’architecture glandulaire (flèches rouges) avec 
stroma fibreux abondant (flèches noires) (HES 200X). 

Aspects moléculaires 

Des nombreuses études utilisant des techniques de séquençage haut-débit ont permis 

d’identifier les altérations moléculaires récurrentes et les voies de carcinogenèse impliquées dans 

le développement et la progression des CCA.(68,69) On retrouve ainsi des mutations dans des 

gènes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire et la réparation d'ADN (TP53, CDKN2A, 

CCND1, ATM, ROBO2, MYC, BRCA1 et BRCA2), les mécanismes épigénétiques (PBRM1, ARID1A, 

ARID1B, ARID2, SMARCA2, SMARCA4 et SMARCAD1), la méthylation des histones (MLL2, MML3, 

KMT2C, KDM4A, KDM5D, KDM6A et KDM6B), et l'activation et la transmission du signal 

intracellulaire (KRAS, ERBB1–3, BRAF, PIK3CA, PTEN, STK11, SMAD4 et FGFR1–3).(68–71) 

Différentes classifications basées sur le profil d’expression génique des CCA ont été 

proposées. Deux principaux groupes de tumeurs ont été identifiés par Sia et al (Figure 8). Le sous-

groupe « prolifératif » est plus agressif et présente une activation des voies de signalisation 

oncogéniques RAS, EGFR, et HGF/MET. La sous-groupe « inflammatoire » est quant à lui 

caractérisé par une infiltration de cellules immunitaires et une surexpression de cytokines 

(notamment IL4, IL10) (Figure 10).(70) 
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Figure 10. Classification moléculaire du CCA. Les deux groupes moléculaires de CCA présentent 
des caractéristiques cliniques et pronostiques différents. Le sous-groupe inflammatoire présente 
un meilleur pronostic et une surexpression de diverses cytokines (IL3, IL4, IL6, IL10, IL17A, CCL19). 
Le sous-groupe prolifératif est quant à lui caractérisé par l’activation de voies de signalisation 
régulant la prolifération cellulaire. Les mutations de KRAS et EGFR sont également plus souvent 
retrouvées dans ce sous type.(Sia et al, Gastroenterology, 2013)(72) 

Traitement 

La résection chirurgicale est le seul traitement potentiellement curatif du CCA, mais 

uniquement 30 à 40% des patients sont éligibles à la chirurgie. Son but est d’obtenir une résection 

R0 tout en préservant un volume de foie restant suffisant. Malgré une résection complète, le taux 

de récidive atteint cependant près de 50-60% avec une médiane de survie sans récidive de 26 

mois.(60) 

Pour les patients diagnostiqués à un stade avancé et non éligibles à un traitement curatif, 

la chimiothérapie systémique actuellement approuvée associe gemcitabine et cisplatine.(73) 

Certaines altérations moléculaires, comme les fusions de FGFR2 ou les mutations des gènes IDH1 
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et 2, sont potentiellement ciblables et plusieurs molécules sont en cours d'évaluation dans des 

essais cliniques.(74) Le rôle des molécules immunomodulatrices reste à déterminer. 

1.3 Hépatocholangiocarcinome 

 Décrites pour la première fois par Allen et Lysa en 1949, les tumeurs mixtes de type 

hépatocholangiocarcinome (CHC-CCA) constituent un sous type rare de cancer du foie qui associe 

un double contingent de carcinome hépatocellulaire et de cholangiocarcinome.(75) Il représente 

entre 1% et 5% des cancers primitifs du foie.(76,77) 

Epidémiologie  

 Cette entité étant particulièrement rare, les données épidémiologiques et 

démographiques restent limitées. Les études publiées sont en effet le plus souvent 

rétrospectives, monocentriques et incluent relativement peu de patients.(78–81) 

 Les facteurs de risque de CHC-CCA sont les mêmes que ceux du CHC et comprennent 

notamment les infections par le VHB, le VHC, le syndrome métabolique et la consommation 

d'alcool.(78) Dans les pays occidentaux, les CHC-CCA se développent chez des patients 

cirrhotiques dans environ la moitié des cas, les facteurs de risque les plus fréquents étant 

l’infection par le VHC en Espagne (43%) et aux USA (23%) et l'alcool en France (40%).(82) 

Diagnostic 

 Le diagnostic de CHC-CCA repose sur l'examen histologique de prélèvements biopsiques 

ou chirurgicaux. Les marqueurs immunohistochimiques peuvent être utiles pour mieux 

caractériser le phénotype complexe de ces tumeurs : HepPar1, AFP et glypican 3 pour le 

contingent hépatocytaire; CK19 et CK7 pour le contingent biliaire.(81,83) 

 Un discordance entre l'imagerie et les marqueurs tumoraux sériques (imagerie suggérant 

un CHC avec augmentation de l'antigène glucidique sérique 19-9 (CA 19-9) ou un nodule 

hypovasculaire évocateur de CCA avec augmentation de l’AFP peut faire suspecter un CHC-

CCA.(84) 
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 Aspects anatomopathologiques 

Les caractéristiques macroscopiques de CHC-CCA sont intermédiaires entre celles du CHC 

et du CCA.(23) Sur le plan microscopique, les CHC-CCA présentent deux contingents histologiques 

hépatocytaires et biliaires distincts (Figure 11). Dans les secteurs de CHC, les cellules tumorales 

sont plus volumineuses, avec un cytoplasme le plus souvent éosinophile. Dans les zones de CCA, 

on retrouve une architecture glandulaire ou tubulaire, les cellules tumorales sont souvent de plus 

petite taille et la production de mucine peut être mise en évidence par des colorations spéciales 

(PAS ou Bleu Alcian). On peut également observer des contingents très indifférenciés dits de 

“cellules souches”. Il s’agit de cellules de petite taille, au noyau le plus souvent hyperchromatique. 

Le variant “cholangiolocellulaire”, qui correspond à tumeurs dont l’architecture est semblable à 

celle de ductules biliaires, était auparavant considéré comme un variant de CHC-CCA, mais l’OMS 

recommande dorénavant de le considérer comme un sous type de cholangiocarcinome.(23) 

La proportion de ces différents contingents histologiques est très variable. Quelques 

études suggèrent que les tumeurs ayant un contingent cholangiocarcinomateux important 

seraient de plus mauvais pronostic, cependant cela reste à démontrer par l’analyse de larges 

séries.(85) 
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Figure 11. Aspects anatomopathologiques des CHC-CCA. A) Nodule tumoral polychrome avec 
remaniement hémorragique (flèche jaune) B) Aspect microscopique d’un CHC-CCA: deux 
contingents histologiques sont présents, un contingent de CCA situé en haut et un contingent de 
CHC situé en bas (HES 100X). C) Le contingent de CCA présente des cellules cubo-cylindriques 
organisées en formations glandulaires (flèches bleues) (HES 400X). D) Dans le contingent de CHC, 
les cellules ressemblent aux hépatocytes et l’architecture est compacte (flèches rouges)(HES 
400X). 

 Aspects moléculaires 

En raison de la rareté de l’entité et des difficultés diagnostiques, les études moléculaires 

portant sur des échantillons de CHC-CCA sont relativement peu nombreuses. L’analyse d’une 

série de 133 patients asiatiques a montré que les altérations génétiques les plus fréquentes 

étaient les mutations des gènes TP53, TERT (promoteur), AXIN1, KMT2D, et ARID1A et les fusions 

du gène FGFR2. De manière intéressante, ces altérations peuvent s’identifier dans le CHC et/ou 

les CCA conventionnels.(86) 

 Il est désormais bien établi que ces tumeurs ont une origine monoclonale.(87) En effet, 

même si les deux contingents peuvent présenter des altérations différentes, les altérations dans 

les gènes “drivers” de la carcinogenèse sont présentes dans les deux secteurs hépatocytaires et 

biliaires des tumeurs.(88,89) 
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 La cellule d’origine des CHC-CCA reste à déterminer. Plusieurs hypothèses ont été émises, 

et les CHC-CCA pourraient résulter de la transformation de cellules souches hépatiques ayant 

conservé une capacité de double différentiation ou de la dédifférentiation d’un CHC ou d’un CCA. 

Différents travaux ont validé, chez la souris, ces deux différentes hypothèses.(90–92) Il a été 

notamment montré dans différents modèles murins, que l’inactivation de TP53 favorisait la 

différenciation des hépatocytes matures en cellules progénitrices via une surexpression de la 

protéine Nestin. Ces cellules peuvent ensuite donner naissance soit à un CHC ou à un CCA en 

fonction de l’activation des voies de signalisation de Wnt et Notch.(91,93) D’autre part, il a été 

montré que différentes types de cellules incluant les cellules progénitrices hépatiques, les 

hépatoblastes ainsi que les hépatocytes matures pouvaient donner naissance à des tumeurs 

ayant un phénotype de CHC-CCA.(94) Ces résultats suggèrent que les CHC-CCA pourraient être 

issus de différents types cellulaires. 

Traitement 

La résection hépatique est actuellement la seule thérapie potentiellement curative pour 

les patients atteints de CHC-CCA.(78) La survie moyenne sans récidive et la survie globale après 

résection sont de 14,2 de 37 mois, respectivement.(82) Ces chiffres sont comparables à ceux 

obtenus chez les patients atteints de CCA et moins bons que ceux des patients atteints de CHC. 

Le rôle de la transplantation hépatique (TH) reste controversé. Une revue systématique des 

études rétrospectives sur la TH pour CHC-CCA a rapporté des taux importants de récidive précoce 

(survie médiane sans maladie de 14,2 mois) et une survie globale de 37,1 mois.(95) Ces données 

expliquent que le CHC-CCA reste toujours très largement considéré comme une contre-indication 

à la TH.(95) 

 Quelques études rétrospectives récentes suggèrent cependant qu’en cas de tumeur de 

petite taille, la TH pourrait améliorer le pronostic des patients.(96,97) Cependant l’un des 

principaux inconvénients de ces études est que le CHC-CCA était identifié de manière fortuite sur 

les explants et il pourrait s’agir de tumeurs relativement indolentes qui ne reflètent pas 

l'agressivité de l’entité. 
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 Pour les patients diagnostiqués à un stade avancé, il n’existe aucune thérapie systémique 

ayant fait la preuve de son efficacité. Les chimiothérapies associant gemcitabine et sels de platine 

sont les traitements les plus couramment utilisés mais leur efficacité reste très limitée.  
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1.4 Microenvironnement immunitaire des tumeurs malignes primitives du foie et 

immunothérapie 

 L’immunothérapie a révolutionné le traitement de nombreux cancers solides ou 

hématologiques, comme l'adénocarcinome pulmonaire, le mélanome ou le lymphome de 

Hodgkin.(98–100) Le rôle du microenvironnement immunitaire dans l’initiation et la progression 

tumorale est ainsi de plus en plus étudié. Il a notamment été mis en évidence que ses 

caractéristiques quantitatives, qualitatives et spatiales avaient un important impact pronostique 

et permettaient également de prédire la réponse aux drogues immunomodulatrices.(101–103) 

 Les cancers du foie, et particulièrement le CHC, se développent dans des contextes 

d’inflammation chronique du foie et sont donc des modèles particulièrement intéressants pour 

étudier l’impact de l’activation immunitaire dans l’initiation et la progression tumorale.(104–106) 

De nombreux travaux ont ainsi porté sur l’impact des différentes populations immunitaires innées 

et adaptatives dans ces cancers.(106–109) Nous détaillerons ci-dessous le rôle des principaux 

sous types cellulaires rapportés comme impliqués dans le développement des tumeurs malignes 

du foie et la réponse immune anti-tumorale qui leur est associée. 

 Lymphocytes T cytotoxiques et cellules NK 

 Les lymphocytes T cytotoxiques et les cellules Natural killer (NK) jouent un rôle essentiel 

dans la surveillance immunitaire et la prévention des cancers.(109–111) Les cellules T CD8 + sont 

le sous type cellulaire le plus abondant du microenvironnement intra-tumoral des cancers du 

foie.(112) Leur présence est associée à une amélioration de la survie sans récidive et de la survie 

globale après résection chirurgicale.(112–114) Cet impact pronostique est particulièrement fort 

si ces lymphocytes sont dits fonctionnels, et qu’ils expriment des marqueurs de cytotoxicité 

comme le granzyme ou la perforine.(112–114) 

 Les cellules NK sont les cellules de l’immunité innée ayant le plus fort potentiel cytolytique 

et elles peuvent ainsi entraîner la mort des cellules tumorales sans sensibilisation préalable. Une 

diminution du nombre de cellules NK ou une altération de leur fonction a été mise en évidence 

dans de nombreuses tumeurs malignes et notamment les cancers du foie.(107) L’infiltration 



40 

intratumorale par des cellules NK CD11bCD27- (phénotype immature associé à faible activité 

cytolytique) a été rapportée dans des échantillons de CHC et est associée à un mauvais 

pronostic.(115) Une expression élevée de NKG2D, récepteur activateur des cellules NK, prédit 

quant à elle une survie prolongée chez les patients atteints de CCA.(116) Des études précliniques 

in vivo basées sur des perfusions de cellules NK chez des souris portant des xénogreffes de CCA 

ont quant à elles démontré un important effet antitumoral.(117) 

 Lymphocytes immunosuppresseurs 

 Les lymphocytes T régulateurs (Treg), de phénotype CD4+CD25+FoxP3+ ont des fonctions 

immunosuppressives et sont capables d’inhiber les fonctions des cellules du système immunitaire 

adaptatif (lymphocytes T CD4, et CD8, lymphocyte B) et inné (macrophages, cellules dendritiques, 

cellules NK).(118) Leurs mécanismes d’action sont multiples et impliquent soit un contact direct 

avec la cellules présentatrice d’antigène ou le lymphocyte T effecteur soit la production de 

cytokines immunosuppressives comme le TGF-β et l’IL10 (Figure 12).(118,119) 

 Dans les tumeurs hépatiques malignes, l’accumulation intratumorale de Treg est associée 

à un dysfonctionnement des lymphocytes T CD8+, et à des taux élevés de récidive après résection 

chirurgicale pour CHC ou CCA.(120,121) Le TGF-β a été impliqué dans la prolifération et la 

différenciation de Treg et il a été montré dans un modèle murin de CHC que son inhibition par un 

inhibiteur spécifique était capable d’induire une régression tumorale.(122) 
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Figure 12. Interactions entre les cellules immunitaires (cellule T cytotoxique, T régulatrice, 
cellule NK ) et les cellules tumorales dans le cancer du foie. Les cellules T cytotoxiques et les NK 
sont des populations antitumorales majeures tandis que les cellules T régulatrices favorisent 
l'échappement immunitaire. Les cellules T régulatrices inhibent les cellules T cytotoxiques en 
libérant des molécules suppressives telles que IL35, IL10, et d’autre part inhibent les cellules NK 
en libérant du TGF-β. 

Macrophages 

 Les cellules de Kupffer sont les macrophages propres du foie. Ce sont des phagocytes 

résidant dans la lumière des capillaires sinusoïdes ainsi qu’aux intersections de leurs 

ramifications. Ils sont au contact direct des cellules endothéliales. Ils sont impliqués dans le 

métabolisme de divers composés ainsi que dans les réponses immunologiques et inflammatoires. 

Suite à leur activation par des signaux de danger, les cellules de Kupffer modulent l'inflammation 

et recrutent diverses cellules immunitaires.(123) 
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 Au sein des tumeurs, les macrophages présentent une plasticité particulière leur 

permettant d’adopter un profil pro ou anti-tumoral. Cette polarisation dépend du milieu 

cytokinique dans lequel évolue la cellule. Deux grands sous types de macrophage sont ainsi 

distingués: les macrophages M1 et les macrophages M2. Ces deux profils cellulaires diffèrent par 

leurs récepteurs membranaires, les cytokines qu’ils produisent et leurs fonctions. Les 

macrophages M1 sont stimulé par des produits microbiens comme les lipopolysaccharides ou des 

cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ, TNF), et sécrètent en retour de nombreuses cytokines 

également pro-inflammatoires (IL1, IL6, et TNFα notamment).(124) 

 Les macrophages M2 sont induits par les cytokines Th2, IL4, IL10, IL13 et les 

glucocorticoïdes. Ils expriment PD-L1 et l’IL10, qui sont des molécules fortement 

immunosuppressives et anti-inflammatoires.(125) Les macrophages associés aux tumeurs (TAM) 

sont majoritairement polarisés M2 et sont des modulateurs importants du microenvironnement 

tumoral.(126,127) 

 Alors que les macrophages M1 ont la capacité d’inhiber la carcinogénèse à des stades 

précoces en éliminant les cellules transformées, les macrophages M2 favorisent quant à eux la 

progression tumorale grâce à leur fonctions immunosuppressives et pro-angiogéniques (Figure 

13).(122) Une infiltration importante en macrophage M2 est ainsi corrélée à un mauvais pronostic 

dans le CHC et le CCA.(126,128) Des approches thérapeutiques basées sur l’inhibition des 

macrophages M2 sont actuellement envisagées.(127) 

https://www.zotero.org/google-docs/?XTTKgn
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Figure 13. Les macrophages M1 exercent un rôle anti tumoral en présentant des antigènes aux 
cellules T. Elles recrutent des cellules immunitaires en produisant de l’IL6, du TNF-γ et du TNF. En 
revanche, les M2 favorisent la croissance tumorale en sécrétant des molécules 
immunosuppressives (IL10, TGF-β) et inhibent l’activation et la prolifération des cellules T via le 
point de contrôle immunitaire PD1-PDL1. Ils favorisent également l’angiogénèse en libérant du 
VEGF.  

 Cellules dendritiques 

 Les cellules dendritiques (CD) sont des cellules immunitaires présentes dans l’ensemble 

des tissus de l’organisme. Elles possèdent des expansions cytoplasmiques appelées dendrites et 

ont deux origines possibles (myéloïde ou lymphoïde). Elles présentent, comme les macrophages, 

des fonctions d’endocytose et de phagocytose et une de leur principale fonction est la 

présentation antigénique.(128) 
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 Au cours d’une réponse immunitaire, les CD recrutés in situ par différentes chemokines 

sécrétées par les cellules immunitaires comme les cellules NK notamment. Elles internalisent les 

néoantigènes, puis migrent, sous l’influence de différents facteurs (CCR7, CCL21, CCL21), 

jusqu’aux organes lymphoïdes secondaires et activent les lymphocytes T. Elles jouent ainsi un rôle 

principal dans l’activation de la réponse immunitaire adaptative (Figure 14).(129,130) 

 Il a été montré que, dans le CCA et le CHC, la densité de cellules dendritiques CD83+ au 

niveau de la marge d’invasion tumorale était corrélé à une infiltration importante intra tumorale 

par des lymphocytes T et à un meilleur pronostic.(131,132) Il existe un sous-groupe de cellules 

dendritiques, les CD dites “plasmacytoïdes”, qui exercent une fonction immunosuppressive en 

stimulant la production des IL10 par les Treg.(133) 

 

Figure 14. Rôle antitumoral des cellules dendritiques: Les CD sont recrutées au niveau du tissu 
tumoral par les cellules NK grâce à la production de CCL5, et migrent ensuite vers les ganglions 
lymphatiques pour activer les lymphocytes T. Elles libèrent également les molécules CXCL9/10 
pour recruter des lymphocytes T activées vers le tissu tumoral. 
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 Lymphocytes B 

 Les lymphocytes B sont des cellules de la réponse immunitaire adaptative 

humorale.(134,135) Il existe différents mécanismes par lesquels les anticorps spécifiques des 

antigènes tumoraux induisent la mort des cellules tumorales. Le mécanisme principal est appelé 

cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps ou ADCC (antibody dependant cell 

cytotoxicity).(136,137) 

 L'impact pronostique des cellules B dans les tumeurs solides humaines reste discuté. 

Certaines études ont montré qu’une forte densité en cellules B était associée à un meilleur 

pronostic (cancer du sein, du poumon, de l’ovaire et mélanome).(138,139) Un certain sous type 

de lymphocytes B pourraient cependant exercer fonction immunosuppressive par la production 

d’IL10 et de TGF- β.(135,140,141) 

 Dans les cancers du foie, l'infiltration intratumorale par des lymphocytes B est corrélée à 

un pronostic favorable que ce soit pour le CHC ou le CCA.(142,143) Néanmoins, un sous-groupe 

de cellules B exprimant PD-1 ont capables de favoriser la progression du CHC.(144) Des travaux 

récents ont mis que les structures lymphoïdes tertiaires (SLT), qui sont des agrégats de cellules 

immunitaires comportant notamment des lymphocytes B et des cellules dendritiques, reflétaient 

la présence d’une réponse immune anti tumorale effective et étaient associées à un très bon 

pronostic.(145) 

 Les polynucléaires neutrophiles  

 Les polynucléaires neutrophiles (PN) jouent un rôle essentiel dans les défenses contre les 

infections par l’activation et la régulation de l’immunité innée et adaptative. Dans le cancer, les 

neutrophiles associés aux tumeurs (TAN) peuvent exercer des fonctions anti- (TAN de types N1) 

ou pro-(TAN de types N2) tumorales (Figure 15).(146,147) Les mécanismes de polarisation des 

TAN sont peu connus. Certains auteurs ont montré que les TAN sont polarisés en type N1 suite à 

l'exposition aux IFN de type I, tandis que TGF- β favoriserait la polarisation de type N2.(148,149) 

L'existence de ces deux sous types reste controversée et certains auteurs suggèrent que la 
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polarisation des neutrophiles ne serait qu’un reflet du spectre d'activation de ces cellules et non 

deux profils réellement distincts.(150) 

 Les TAN N1 exercent leur rôle anti tumoral en libérant des molécules (NO et H2O2) qui 

entraînent l’apoptose des cellules tumorales. Elles pourraient d’autre part favoriser l'activation 

les cellules T cytotoxiques en stimulant la présentation antigénique (Figure 12). Les TAN N2 sont 

impliqués dans la promotion de la prolifération tumorale et l'angiogenèse notamment via la 

production de FGF22, d’HGF et de VEGF.(146) Dans le CHC, il a été montré que les TAN N2 

pouvaient recruter des lymphocytes T régulateurs (Treg) dans le milieu intra tumoral, et ainsi 

stimuler les mécanismes d’échappement immunitaire.(151) La surexpression de PD-L1 dans les 

TAN contribue également à l’immunosuppression en inhibant l'activation des lymphocytes T 

(Figure 15).(152) 

 

Figure 15. Les neutrophiles associées aux tumeurs (TAN) et le microenvironnement 
immunitaire. Les TAN N1 tuent directement les cellules tumorales en libérant des molécules pro-
apoptotiques comme NO, H2O2. Elles stimulent les cellules T CD8+ en présentant les antigènes. 
En revanche, les TAN N2 favorisent la croissance tumorale en induisant la prolifération de cellules 
tumorales par la production d’HGF et de PDGF. Ils favorisent l'angiogenèse en sécrétant le VEGF 
et inhibent les cellules T cytotoxiques via des molécules immunosuppressives comme l’Arginase 
1 (ARG1). 
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Le microenvironnement immunitaire du cancer du foie est un système complexe et très 

dynamique qui comprend des interactions entre les cellules tumorales, les cellules immunitaires, 

et les autres cellules du stroma via les cytokines/chimiokines et leurs récepteurs respectifs. Dans 

ce système, les cellules T cytotoxiques, les cellules NK, les macrophages M1, et les CD sont 

considérées comme les cellules anti-tumorales essentielles, tandis que les lymphocytes T 

régulateurs, les macrophages M2, et les neutrophiles N2 jouent un rôle pro-tumoral. Une même 

population cellulaire immunitaire peut également avoir des effets contraires et ainsi exercer des 

fonctions immunitaires à la fois pro et anti-tumorales. 

La caractérisation du microenvironnement immunitaire des cancers du foie est donc 

indispensable pour mieux comprendre les mécanismes de progression tumorale et permettre de 

développer de nouvelles approches thérapeutiques, notamment pour les patients atteints de 

maladie de stades avancé. 

Immunothérapie et cancers primitifs hépatiques 

L’immunothérapie, a été développée pour lutter contre les maladies cancéreuses en 

stimulant le système immunitaire sans directement cibler la tumeur. Parmi ces approches, les 

inhibiteurs des molécules de points de contrôle immunitaire tel que les inhibiteurs de PD1/PDL1 

ou CTLA4, ont montré une importante efficacité dans plusieurs types de cancer.(98,100,101) Ces 

thérapies ont été fait l’object de différents essais cliniques pour les patients atteints de cancer du 

foie.  

Dans l'essai de phase III CheckMate 459 comparant, en première ligne, le nivolumab 

(anticorps monoclonal anti-PD1) au sorafenib (traitement de référence) chez 743 patients, 

médiane de survie était supérieure chez les patients traités par nivolumab cependant la 

différence n’était pas significaitve (survie médiane 16,4 contre 14,7 mois, HR 0,85 ; P=0,07).(153)  

Un autre essai a testé la combinaison de l’atezolizumab (anticoprs monoclonal anti PDL1) 

et du bevacizumab (anti-angiogénique), et cette approche était associée à une survie prolongée 

en comparaison avec le sorafenib (19,2 mois vs 13,4 mois). C’est désormais le traitement de 

référence.(58,154) 
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 D’autres combinaisons sont actuellement en cours d’investigation, comme l’association 

d’anti CTLA4 et d’anti PDL1. Les résultats ne sont pas encore publiés.(154) Concernant le 

cholangiocarcinome, des essais d’immunothérapie de phase I/II sur de faibles nombres de 

patients ont été réalisés, mais les données restent encore limitées.(155,156) Un essai a cependant 

récemment mis en évidence que l’association de molécules immunomodulatrices à la 

chimiothérapie conventionnelle entrainait une augmentation significative de la survie par rapport 

au traitement par chimiothérapie seule.(157) Un essai prometteur combinant le pembrolizumab 

(anti-PD-L1), le gemcitabine et le cisplatin (KEYNOTE-966) est en cours.(158) Pour les tumeurs 

mixtes, aucune étude n’a été publiée à ce jour. 
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2 Contexte 

1ère partie : Modifications du microenvironnement immunitaire intra-hépatique après 

traitement du virus de l’hépatite C (VHC) par antiviraux à action directe 

Le rôle des médicaments antiviraux à action directe dans le traitement contre le virus de 

l’hépatite C est bien connu, avec une efficacité très élevée et une bonne tolérance. Cependant 

certaines études ont alerté une possible augmentation du risque de récidive ou de survenue du 

CHC chez les patients qui ont bénéficié de ces traitements.  

Parmi les hypothèses soulevées afin d’expliquer un effet du traitement par AAD sur 

l’histoire naturelle du CHC chez les patients infectés par VHC, celle d’une modification qualitative 

et quantitative du microenvironnement intrahépatique paraissait la plus plausible quand j’ai 

commencé mes travaux. Ces modifications pourraient en effet entrainer une diminution des 

mécanismes d’immunosurveillance antitumorales. Pour vérifier cette hypothèse, la première 

partie de mon projet a donc été d’analyser le profil immunitaire intrahépatique après traitement 

par AAD.  
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2ème partie : Microenvironnement immunitaire des tumeurs mixtes de type 

hépatocholangiocarcinome. 

Les tumeurs mixtes de type hépatocholangiocarcinome (CHC-CCA) représentent moins 5% 

des tumeurs primitives malignes hépatiques et leur pronostic est très sombre. Leur diagnostic 

s’établit le plus souvent aux stade avancés et il n'existe actuellement pas de traitement 

systémique pour ce type de cancer.  

Si l’aspect du microenvironnement immunitaire intratumoral du CHC et CCA a été 

relativement bien étudié, il n’existe que très peu de données sur le rôle du microenvironnement 

immunitaire dans le CHC-CCA. Ainsi, l’objectif de la seconde partie de ma thèse a été de 

caractériser le profil immunitaire de ce cancer et déterminer son impact sur son pronostic.  
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3 Résultats 
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Statement of Translational Relevance 

Combined hepatocellular-cholangiocarcinoma (cHCC-CCA) is a rare primary liver cancer 
associated with an overall poor prognosis. We identify two main immune subtypes of cHCC-CCA 
(Immune High and Immune Low). Tumors classified as Immune-High show overexpression of 
genes related to adaptive and innate immunity, antigen presentation, cytotoxicity, immune 
suppression, and inflammation. They are also associated with an improved overall survival and 
display activation of gene signatures that were recently shown to be associated with response to 
anti-PD1 blocking antibodies in patients with HCC. Our results may have important implications 
for the design of future clinical trials using immunomodulating agents and/or for the stratification 
of patients with this highly aggressive malignancy. 
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Abstract 

Purpose 

Combined hepatocellular-cholangiocarcinoma (cHCC-CCA) is a rare malignancy associated with 

an overall poor prognosis. We aimed to investigate the immune profile of cHCC-CCA and 

determine its impact on disease outcome. 

Experimental design 

We performed a multicenter study of 96 patients with cHCC-CCA. Gene expression profile was 

analyzed using nCounter PanCancer IO 360 Panel. Densities of main immune cells subsets were 

quantified from digital slides of immunohistochemical stainings. Genetic alterations were 

investigated using targeted next generation sequencing.  

Results 

Two main immune subtypes of cHCC-CCA were identified by clustering analysis: an "Immune 

High" (IH) subtype (57% of the cases) and an "Immune Low" (IL) subtype (43% of the cases). 

Tumors classified as IH showed overexpression of genes related to immune cells recruitment, 

adaptive and innate immunity, antigen presentation, cytotoxicity, immune suppression, and 

inflammation (p<0.0001). IH cHCC-CCAs also displayed activation of gene signatures recently 

shown to be associated with response to immunotherapy in patients with HCC. Quantification of 

immunostainings confirmed that IH tumors were also characterized by higher densities of 

immune cells. Immune subtypes were not associated with any genetic alterations. Finally, 

multivariate analysis showed that the IH subtype was an independent predictor of improved 

overall survival. 

Conclusion 

We have identified a subgroup of cHCC-CCA that displays features of an ongoing intra-tumor 

immune response, along with an activation of gene signatures predictive of response to 

immunotherapy in HCC. This tumor subclass is associated with an improved clinical outcome. 
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These findings suggest that a subset of patients with cHCC-CCA may benefit from 

immunomodulating therapeutic approaches. 

Keywords: combined hepatocellular-cholangiocarcinoma, immunity, immunotherapy, liver, 

cancer 
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Introduction 

Primary liver cancer (PLC) is the third cause of cancer related deaths worldwide and consists in a 

heterogeneous group of malignant tumors with different clinical, histological and molecular 

features (1,2). Among these neoplasms, hepatocellular carcinoma (HCC) and intrahepatic 

cholangiocarcinoma (CCA) respectively demonstrate hepatocytic and biliary differentiation and 

thus represent the two ends of the spectrum of PLCs. 

Combined hepatocellular-cholangiocarcinoma (cHCC-CCA) is a rare subtype (incidence ranging 

from 1.0% to 4.7% of all PLCs) that shows histopathological features of both HCC and CCA (3–6). 

Its clinical outcome is considered to be poorer than that of HCC and equal to or worse than that 

of CCA (5,7–10). The biological mechanisms underlying this particular phenotype remain largely 

unknown, and they may indeed result from the malignant transformation of a progenitor cell or 

the dedifferentiation of a HCC or an CCA (11–13). Therapeutic strategies for patients with cHCC-

CCA are limited. The mainstay of treatment is surgical resection with most series reporting a 3-

year survival rate of 25–50% (3,6,9,14). No systemic treatment has so far demonstrated any 

significant anti-tumor activity for patients with recurrent and/or advanced disease. 

Immunotherapy, hailed as a major breakthrough for the treatment of numerous solid or 

hematological malignancies, is now providing new approaches for the treatment of PLCs. Indeed, 

compared to sorafenib, the combination of a monoclonal anti-Programmed Death Ligand 1 (PDL1) 

antibody (atezolizumab) and an anti-angiogenic agent (bevacizumab) was recently shown to 

improve both overall and progression-free survival for patients with advanced HCC (15). 

Interestingly, Sangro et al. investigated tumor samples from patients with HCC treated with the 

anti-Programmed Death 1 (PD1) antibody nivolumab and showed a positive correlation between 

particular expression profiles and treatment response. Indeed, four immune/inflammatory gene 

signatures (Inflammatory, Gajewski 13-Gene Inflammatory, 6-Gene Interferon Gamma and T-cell 

Exhaustion) were associated with both objective response rate and overall survival (16). These 

signatures noticeably include immune checkpoint inhibitors (CD274, LAG3), cytolytic effectors 

(GZMA, PRF1), and molecules involved in the recruitment of immune cells subsets (CXCL9, IFNG, 

CXCL10) and antigen processing/presentation (HLA-DMA, HLA-DMB). Altogether with numerous 
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other studies in other human malignancies, these results strongly suggest that only certain 

subsets of “immune-hot” tumors show enhanced sensitivity to immunotherapy (17). In this line, 

a significant degree of inter-tumor heterogeneity regarding HCC microenvironment has been 

reported, with approximately 25% of HCCs belonging to a particular subclass characterized by a 

massive infiltration by immune cells (18,19). 

There is unfortunately very limited data on the immunity of cHCC-CCA (20,21). In particular, the 

existence of an immune-high subtype similar to that reported in HCC remains to be determined. 

The impact of immunity on cHCC-CCA outcome is also unknown. 

We therefore, aimed in the present study to investigate the immune characteristics of a large 

series of cHCC-CCA samples by means of gene expression profiling, gene sequencing and digital 

quantitative immunohistochemistry. This approach has allowed us to identify an immune-high 

subtype of cHCC-CCA characterized by an increased infiltration and activation of immune cells, an 

enhanced antigen presentation and cytolytic activity, and an improved clinical outcome. We also 

show an enrichment of gene signatures related to response to immunotherapy. 

  

  



69 

Material and methods 

Patients and samples 

We retrospectively included cHCC-CCA samples from patients who underwent surgical resection 

or liver transplantation in 5 University Hospitals (Henri Mondor, Créteil, France; Beaujon, Clichy, 

France; Pitié-Salpêtrière, Paris, France; Reims University Hospital, Reims, France; National Cancer 

Hospital, Hanoi, Vietnam) (Table 1). Inclusion criteria were as follows: 1) available baseline data 

and histological material, 2) unequivocal histological features of cHCC-CCA and 3) lack of pre-

operative anti-tumor treatment. 

The following clinical, biological characteristics were systematically recorded: age, gender, 

etiologies of liver disease (Hepatitis B (HBV) or hepatitis C (HCV) infection, alcohol intake, and 

metabolic syndrome), follow-up (overall survival), alpha-fetoprotein serum levels, tumor size, 

multinodularity, satellite nodules, vascular invasion (macrovascular/microvascular), and surgical 

margins. Fibrosis in the non-tumor liver was assessed using the METAVIR scale (F0: no fibrosis, 

F1: portal fibrosis without septa, F2: portal fibrosis with few septa, F3: portal fibrosis with many 

septa, F4: cirrhosis). 

To confirm the diagnosis of cHCC-CCA, histological slides stained by hematoxylin and eosin were 

reviewed by 3 expert liver pathologists. Reviewing was performed according to the most recent 

consensus recommendations (12). The percentage of each morphological component was 

assessed: HCC, CCA, equivocal (histological appearance without clear-cut hepatocytic or biliary 

differentiation, or closely intermingled hepatocytic and biliary contingents) and 

cholangiolocellular (1). Cases with a cholangiolocellular morphological appearance throughout 

the whole tumor were not included in the study. Indeed, the cholangiolocellular pattern consists 

in tumor cells arranged in anastomosing cords reminiscent of cholangioles or canals of Hering and 

it has been clearly demonstrated that they are a distinct biliary-derived entity. They are therefore 

now classified as a cholangiocarcinoma subtype (22). Cases with intermediate features 

throughout the whole tumor (intermediate cell tumors) were also excluded as they are now 

classified as a distinct entity. The presence of so-called “stem cell features” (small cells with 
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hyperchromatic nuclei and a high nuclear-cytoplasmic ratio) was assessed using hematoxylin-

eosin stained slides (1). A representative paraffin-embedded tissue block was further selected for 

each case. The study was performed according to the declaration of Helsinki and the local legal 

requirements of each center. It was approved by an institutional review board. All necessary 

written and signed informed consents were obtained from patients.  

A total of 96 patients matched our inclusion criteria. They were predominantly male (73%) and 

had a median age at surgery of 59 years. Main underlying etiologies were alcohol intake (n = 37, 

45%), HCV infection (n=22, 24%), HBV infection (n=20, 22%), and nonalcoholic steatohepatitis 

(n=11, 14%). High preoperative AFP levels (≥ 20 ng/ml) were detected in 50% (27/54) of patients. 

A subset of patients had multinodular disease (n=23, 24%) (Table 1). The median size of the 

tumors was 45 mm. Satellite nodules, macrovascular invasion, microvascular invasion were 

observed in 29% (28/96), 13% (13/96), and 52% (50/96) of the cases, respectively. The vast 

majority of the tumors occurred in a background of significant fibrosis (METAVIR stage F2-F3 or 

F4, n=80, 83%) (Table 1). The predominant histological pattern of the lesions was hepatocellular, 

biliary and equivocal in 43%, 25% and 27% of the cases, respectively. 

Gene expression profiling 

For each case, 5 µm-thick sections were cut from selected formalin-fixed paraffin-embedded 

tissue blocks. Tumor and non-tumor tissue were then macro-dissected. Total RNA was further 

isolated using the Recover All™ Total Nucleic Acid Isolation Kit (Invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific) according to manufacturer’s instructions. All total RNAs were monitored to ensure their 

quality, purity and integrity by performing electrophoresis on an Agilent 2100 Bioanalyzer device 

with the Pico assay (Agilent, Santa Clara, CA, USA).  

Gene expression profile was analyzed using the nCounter PanCancer IO 360 Panel (NanoString 

Technologies, Seattle, Washington) that includes more than 700 genes involved in the main 

biological pathways of human immunity. Experiments were performed at the Genomics platform 

of Institut Curie (Paris, France). For each sample, 500 ng of total RNA extracted from the formalin-

fixed, paraffin-embedded tumor blocks was used as a template. A human Universal Reference 
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RNA including a no-template control (water) and 10 cell lines was also hybridized in parallel with 

the tumor samples of interest. Nanostring positive and negative controls were also added to 

samples as spikes in controls. Probes and mRNAs were hybridized overnight at 65°C, and samples 

were further processed on the NanoString nCounter preparation station (NanoString 

Technologies) to immobilize biotinylated hybrids on a cartridge coated with streptavidin and 

remove probes in excess. The nCounter Digital Analyzer (NanoString Technologies) was used to 

scan the cartridges at maximum resolution (555 fields of view), count the individual fluorescent 

barcodes and quantify the RNA molecules. The Nanostring nSolver 4.0 software (NanoString 

Technologies) and “NanoStringNorm” package in R were used to control and normalize raw data. 

In particular, data was normalized against the geometric mean of 20 housekeeping genes in 

combination with a positive control normalization, which uses the geometric mean of six 

synthetic positive targets, to control technical sources of variability. The obtained gene expression 

values were then log2-transformed. Gene sets to investigate gene expression of different immune 

signatures and immune cell subsets were established based on gene annotations of nCounter 

PanCancer IO 360 Panel (NanoString Technologies, Seattle, Washington) and the web-based 

application Gorilla (http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il) (23). 

Gene sequencing 

DNA and RNA extractions were performed from FFPE tissue sections of cHCC-CCA blocks using 

the Maxwell RSC Plus DNA FFPE Kit IVD and the Maxwell RSC RNA FFPE Kit IVD (Promega, 

Charbonnières-les-Bains, France) according to the manufacturer’s instructions. They were further 

quantified using a Qubit fluorimeter in combination with the Qubit™ dsDNA HS Assay Kit and 

Qubit™ RNA HS Assay Kit (ThermoFisher Scientific).  

RNA was further reverse transcribed to cDNA using SuperScript IV VILO Master Mix (ThermoFisher 

Scientific). Fifty nanograms of DNA and RNA (as measured by fluorimetry) were amplified using 

the Oncomine Comprehensive Library Assay v3C with IonChef (ThermoFisher Scientific), a 

multiplex PCR-based library-preparation method. Amplicons were then digested, barcoded and 

amplified by using Ion Ampliseq Library Kit Plus (ion ampliseq kit for chef DL8, ThermoFisher 

Scientific) and Ion Xpress barcode adapter kit (ThermoFisher Scientific). After DNA and RNA 

http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/
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quantification, 50 pM of each library was multiplexed and clonally amplified on ion-sphere 

particles (ISP) by emulsion PCR performed on Ion Chef (ThermoFisher Scientific), according to the 

manufacturer’s instructions. The ISP templates were loaded onto an Ion-540 chip and sequenced 

on an Ion S5 sequencer with the Ion 540™ Kit–Chef, according to the manufacturer’s instructions. 

Run performance was assessed and data analyzed with the Ion ReporterTM Software 

(ThermoFisher Scientific) using specific stringent filters (allele frequency between 5 and 90%; only 

exonic location, read depth greater than 300X). 

Immunohistochemistry and in situ quantification of immune cells 

The formalin-fixed paraffin-embedded tissue blocks were cut into 4 µm‐thick slides, and all 

immunochemical stainings were further performed on an automated immunostainer (Leica Bond-

Max; Leica Biosystems, Wetzlar, Germany), according to the manufacturer’s instructions. Blocking 

endogenous peroxidases was performed using Peroxide Block (Bond Polymer Refine Detection 

Kit, Leica Biosystems). Antigen retrieval was performed with E1 (ph6) (CD20, CD68, MPO) and E2 

(ph9) (CD3, CD8) reagents. The concentrations and sources of the antibodies used in this study 

were as follows: anti-CD3 (Dako, Santa Clara, California, Clone F7.2.38, dilution 1/50, 

ABCAAB17143-500), anti-CD8 (Dako, Clone C8/1448, Dilution 1/200, M7103), anti-CD20 (Dako, 

Clone L26, Dilution 1/500, M0755), anti-MPO (Dako, Polyclonal rabbit, Dilution 1/2000, A0398), 

anti-CD68 (Dako, Clone KP1, Dilution 1/5000, GA609), and PDL1 (Cell Signaling, rabbit monoclonal 

E1L3N, dilution 1/100, 13684S). Immunodetection was performed using Polymer and 3,3’-

diaminobenzidine (Bond Polymer Refine Detection Kit, Leica Biosystems). PDL1 expression was 

evaluated on tumor cells as well as immune cells, as previously described (24). We also assessed 

the densities of tertiary lymphoid structures (TLS) by reviewing standard hematoxylin-eosin 

stained slides (25).  

Digital pathology and quantification of main immune cells subsets 

Slides were scanned in brightfield mode using the NanoZoomer HT scanning device (Hamamatsu 

Photonics, Japan) at a 20x magnification and a 0.45µm/pixel resolution. Whole slide images were 

further analyzed using the Qupath digital software 0.1.2 version (https://qupath.github.io/) (26). 

https://qupath.github.io/
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Tumoral (CT) and non-tumoral (NT) liver areas were manually annotated by a pathologist (CTN). 

Optical density sum and Cytoplasm DAB OD mean were applied as parameters to detect positive 

cells in both CT and NT. Cell densities of immune cells were expressed as the mean number of 

positive cells per mm2. 

Statistical analysis 

Data visualization and statistical analysis were performed using R software version 4.0.2 (R 

Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. https://www.R-project.org) and 

Bioconductor version 3.4. Unsupervised hierarchical clustering was done using Cosine distance 

and Ward’s linkage method. Principal component analysis (PCA) using the main two components 

was also performed in a series of matched tumor/non-tumoral sample pairs. Heatmaps were 

generated using the R packages "ComplexHeatmap" (27). Bioconductor limma package was used 

to test for differential gene expression between two groups (28). Differentially expressed genes 

were defined by a q-value threshold of ≤0.05 (according to the false discovery rate method from 

Benjamini-Hochberg) and a log fold-change >|1|. 

Data were compared using Wilcoxon rank test or Fisher’s exact test according to the type of 

variable. The comparison of multiple dependent variables in 2 groups was performed using a 

multivariate analysis of variance (MANOVA). In order to test the differences regarding the 

activated immune pathways and the specific gene signatures, we extracted gene lists from the 

nCounter® PanCancer IO 360™ Panel - Annotations and Sangro et al. (16), respectively. For each 

gene list, we then defined a score as the average gene expression. Scores in the two groups were 

compared using the Wilcoxon rank test.  

To compare the gene expression profile of cHCC-CCA and HCC and CCA, we also included in an 

integrated analysis 355 HCC samples from TCGA-LIHC and 36 CCA samples from TCGA-CHOL (29). 

RNA sequencing data from TCGA were obtained using the "TCGAbiolinks" package in R (30). Then, 

we standardized gene expression separately to have mean 0 and standard deviation 1 per gene 

in each data set. Only genes in common between the three datasets were considered for the 
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analysis. Unsupervised hierarchical clustering of the integrated data was performed as described 

above.  

Survival analysis was performed in patients treated by R0 liver resection with available survival 

data (n=73). Overall survival was defined by the interval between surgery (resection or liver 

transplantation) and death. Survival curves were represented using the Kaplan-Meier method 

compared with log-rank statistics. Univariate analysis was performed using the Cox proportional-

hazards model and variables with a p-value < 0.05 were selected for multivariate analysis. All tests 

were two-tailed and P-values < 0.05 were considered significant. 
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Results 

Identification of two main subtypes of cHCC-CCA using gene expression profiling 

We investigated the gene expression profile of all 96 cHCC-CCA samples by unsupervised 

hierarchical clustering analysis and identified two distinct immune subtypes of cHCC-CCA that we 

designated immune-low (IL) and immune-high (IH) (Figure 1A). Tumors classified as IH accounted 

for 57% of the cases (n=55). Significantly upregulated genes in the IH cHCC-CCA subclass included 

cytokines/chemokines and their receptors (e.g IFNG, CCL19, CXCL9, IL1B, IL2, IL33, IL4, IL10, 

IFNA1, CXCR3), markers of various subsets of immune cells (e.g CD8A, CD79A, CD19, KIR2DL3, 

CD209, FOXP3, KLRK1, KLRD1), immune modulators (e.g PDL1, IDO1, LAG3, TIGIT, CTLA4), cytolytic 

effectors (e.g PRF1, GZMB, GZMM), components of the Human Leukocyte Antigen system (e.g 

HLA-A, HLA-DRB1, HLA-RB5) and cancer-testis related antigens (e.g MAGEA1, MAGEA4) (Figure 

1B and Supplementary Table 1). We further analyzed the association of cHCC-CCA immune 

subtypes and clinical, biological and pathological features, and observed very few correlations. 

The IH subclass was noticeably associated with the type of surgery (transplantation, p=0.05), the 

existence of cirrhosis in the adjacent liver (p=0.01), a lower frequency of microvascular invasion 

(p=0.01), and the predominance of a hepatocellular contingent (p=0.005) (Supplementary Table 

2). No other statistical differences were identified (in particular no association with stem cell 

features) (Figure 1A, Supplementary Table 2 and Supplementary Figure 1). Although 

unsupervised hierarchical clustering revealed two main cHCC-CCA subclasses we observed a 

certain degree of intra-cluster heterogeneity, with two subgroups being identified in the IH 

tumors: sub-cluster IH1 (left side of the main IH cluster) and subcluster IH2 (right side of the main 

cluster) (Figure 1A). IH1 cases accounted for approximately half of all IH cHCC-CCA (n 26/55, 47%) 

and, compared to sub-cluster IH2, showed overexpression of genes related to innate immunity 

and NK cells (IFNA1, KIR3DL2, KIR2DL3, KIR3DL1) (Supplementary Table 3). Comparison between 

the sub-clusters IL1 (left side of the main IL cluster) and subcluster IL2 (right side of the main 

cluster) showed overexpression of cancer-testis antigens (MAGEA3/A6, MAGEA4 MAGEC1, 

MAGEC2) (Supplementary Table 4). Further understanding of this heterogeneity will however 

require the study of additional cases. 
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To compare the immune profile of cHCC-CCA to that of conventional HCC and CCA, we further 

performed an integrative transcriptomic analysis with two independent datasets from TCGA 

(TCGA-LIHC n=355 and TCGA-CHOL n=36) and showed that cHCC-CCA retained their immune class 

and clustered close to HCC and CCA with similar transcriptomic features (Supplementary Figure 

2) (31,32). 

We then aimed to validate our findings on a public dataset of 20 cases of cHCC-CCA (33). As 

observed in our series, unsupervised hierarchical clustering also showed 2 main immune clusters 

(high and low), with two subclusters of each main class (Supplementary Figure 3). We observed 

in the immune high subset upregulation of genes involved in various immune processes such as 

adaptive immunity or antigen processing (Supplementary Table 5), due to the low number of 

cases of this data set, differences remained significant in only 9 genes after adjustment for 

multiple tests). Compared to IH2, the IH1 cluster interestingly showed trends towards 

upregulation of genes related to NK cells, as identified in our series (Supplementary Table 6). We 

also observed trends towards dysregulation of cancer-testis antigens genes between IL1 and IL2 

(Supplementary Table 7), due to the very low number of cases no difference remained significant 

after correction for multiple tests). Altogether these observations strengthen the results obtained 

in our series of tumors. 

Activation of immune pathways and increased infiltration by immune cells in Immune-High 

cHCC-CCA 

To have a better understanding of the biology of IH tumors, we selected and annotated a series 

of 161 genes related to major immune pathways (Figure 2). We showed that gene signatures 

related to immune cells recruitment, adaptive and innate (p<0.0001) immunity, antigen 

processing and presentation (p<0.0001), cytotoxicity/killing of cancer cells (p<0.0001), immune 

suppression and regulation (p<0.0001), and inflammation (p<0.0001) were upregulated in IH 

cHCC-CCA subtype (Figure 2). However, there was no difference in the activation of these 

pathways between the two sub-clusters within each group. Nonetheless, these sub-clusters 

showed a different regulation of genes involved in cell proliferation (IL1 versus IL2, p=0.003; IH1 

versus IH2, p=0.004) (Supplementary Figure 4). 
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We also aimed to confirm the increased immune infiltration in IH tumors by two distinct 

approaches: gene expression profiling and digital image analysis of immunohistochemical 

stainings. We first showed that gene sets related to T cells (p<0.0001), CD8 T cells (p<0.0001), B 

cells (p<0.0001), exhausted CD8 T cells (p<0.0001), macrophages (p<0.0001), dendritic cells 

(p<0.0001), neutrophils (p<0.0001) and NK cells (p<0.0001) were upregulated in IH cHCC-CCA 

(Figure 3A). Consistent with the intra-cluster heterogeneity described above, we observed that 

some IH cHCC-CCA show a lack of particular immune cell subsets, such B cells, neutrophils or NK 

cells (Figure 3A). 

We further performed immunohistochemical stainings of main immune cells subsets in 67 

randomly selected cases and quantified the densities using Qupath software on the scanned 

digital slides. In line with the results obtained by gene expression profiling, we showed that intra-

tumoral densities of CD3+ T cells (p<0.0001), CD8+ T cells (p=0.0052), CD20+ B cells (p=0.019), 

and CD68+ macrophages (p=0.015) were higher in IH tumors (Figure 3B and 3C), correlations 

between mRNA expression levels and immunohistochemistry are shown in Supplementary Figure 

5. A trend was observed for an increased density of MPO+ cells but it did not reach statistical 

significance (Figure 3B). Given the associations between the IH subtype and the predominance of 

an HCC histological contingent, we quantified, for 30 cases, the in situ immune infiltration within 

each contingent, but failed to detect any significant difference (Supplementary Figure 6). 

We finally quantified tertiary lymphoid structures (TLS) in intra-tumor tissues for all 96 cases. In 

line with our gene expression and immunohistochemical findings, we observed that the TLS 

densities were significantly higher in IH tumors (p = 0.0039) (Supplementary Figure 7).  

Upregulation of gene signatures associated with hepatocellular carcinoma sensitivity to 

immunotherapy in Immune-High cHCC-CCA 

A recent study showed that several gene signatures were associated, in patients with advanced 

HCC treated by the anti-PD-1 monoclonal antibody nivolumab, with improved clinical outcome 

(16). We thus aimed to determine if cHCC-CCA belonging to the IH class showed upregulation of 
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the gene sets reported to be significantly related to overall survival and/or objective response 

rate. 

We observed that IH tumors were characterized by a significant overexpression of all these gene 

signatures: 6-Gene Interferon Gamma signature (p<0.0001), Gajewski 13-Gene Inflammatory 

signature (p<0.0001), Sangro Inflammatory signature (p<0.0001), and T cell Exhaustion signature 

(p<0.0001) (Figure 4A). They noticeably include various cytokines/chemokines (CXCL10, CXCL9, 

CCL4, CCL2), immune exhaustion/checkpoint inhibitors (PDL1/CD274, LAG3, PDL2/PDCD1LG2, 

IDO1) and components of the HLA system (HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DOA, HLA-DOB). Finally, as 

PDL1 is also recognized as a marker of response to immunotherapy, we also assessed its 

expression on tumor and immune cells in 50 randomly selected cases, but did not observe any 

difference according to the immune subtype of the samples (Supplementary Figure 8) 

We also investigated the relationship of our immune groups with the gene signature of the 

formerly reported immune class of HCC (18); among 110 genes of this signature, 33 genes are 

available in our panel (Figure 4A). As expected, our IH group displayed a strong overexpression of 

these genes (Figure 4A). We further aimed to determine if our subgroups were related to active 

or exhausted subtypes. We compared the expression of key genes whose expression differs 

between these subclasses (CD8A, CD3E, CD3G, IFNG, PRF1, CXCL9, CXCL10, TBX21, CXCL12, CCL2) 

(18). Apart from un upregulation of CXCL12 in IH2 compared to IH1 (p<0.001), none of them was 

differentially expressed between our 1) IH1 and IH2 and 2) IL1 and IL2 subgroups, suggesting that 

our subgroups do not align with these immune subsets of HCC (Supplementary Figure 9). 

Relationship of cHCC-CCA immune subtypes and underlying molecular alterations 

Using targeted next-generation sequencing (ThermoFisher Comprehensive Panel), we further 

screened 45 randomly selected samples for molecular alterations that are reported to recurrently 

occur in cHCC-CCA (20). Among the investigated samples, 29 belonged to the IH subclass and 16 

to the IL subclass. The most frequent genetic defect was TP53 mutations (58%) followed by MYC 

amplifications (18%), TERT promoter (16%), BAP1 (9%) mutations and FGF19 amplifications 

(Supplementary Table 8). These findings are consistent with former studies that investigated the 
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molecular profile of cHCC-CCA (20,22). We did not identify any significant association between 

the immune subtype and the molecular alterations (Figure 4B). 

The intra-tumoral immune microenvironment of cHCC-CCA is not related to that of the adjacent 

non-tumoral liver 

PLCs, including cHCC-CCA, most often develop in the context of chronic liver disease and 

inflammation that may impact the anti-tumor immunity (8,34,35). We therefore aimed to 

determine if the immune subtype of the tumors was linked to the immune infiltration of the 

surrounding non-tumor parenchyma. We first extracted, for 19 randomly selected cases, mRNA 

from the adjacent liver and performed gene expression profiling using the same gene expression 

Panel. Using principal component analysis, we investigated the relationships between the 

matched profiles. We observed that samples tended to cluster according to their tumor or non-

tumor nature, and not according to the patient from whom they were obtained (Figure 5A). The 

2D representation using Principal Components 1 and 2 also showed that the tumor samples were 

most often located far from their non-tumor counterparts (Figure 5A). We further quantified the 

immune cell densities in the 67 cases for which immunohistochemistry was performed and 

compared their value according to the immune subtype of the adjacent cHCC-CCA (Figure 5B). 

Consistent with the gene expression experiments, we failed to detect any significant difference 

between non-tumor immune cells densities according to the immune subtype of the tumor 

(Figure 5B). Altogether, these results support the hypothesis that the subtype of cHCC-CCA is not 

related to the immune infiltration of the adjacent liver parenchyma. 

Clinical impact of cHCC-CCA immune subtype 

Finally, we assessed the prognostic impact of the cHCC-CCA immune subtype. Survival data was 

available for 73 patients, the median follow-up was 25 months (IQR, 12.2-48). Patients with non-

curative resection were excluded (R1 or R2). Twenty-one deaths were recorded. The overall 

survival rates at 24 months, 60 months were 90%, 80% for patients with the IH subtype and 71%, 

67% for patients with the IL subtype, respectively. Kaplan-Meier curves of survival times according 

to the immune subtype are represented in Figure 6. Univariate analysis showed that IH subtype 
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(HR=0.37, CI 95%=0.14-0.96, p=0.04), satellite nodules (HR=2.96, CI 95%=1.08-8.10, p=0.034), and 

HBV infection (HR=2.97, CI 95%=1.06-8.34, p=0.039) significantly influenced overall survival times 

of cHCC-CCA patients (increased risk of death-Table 2). Multivariate analysis confirmed the IH was 

an independent prognostic factor (HR=0.17, CI 95%=0.05-0.53, p=0.002). 

It has recently been shown that the immune infiltration in the non-tumoral liver may impact 

prognosis in HCC, and we also assessed if that could also be the case for cHCC-CCA. We however 

did not observe any significant association between survival and CD3+ T cells, CD8+ T cells, CD20+ 

B cells, CD68+ macrophages, and MPO+ cells densities (Supplementary Figure 10).  
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Discussion 

Accounting for approximately 1-5% of PLCs, cHCC-CCA remains an under-investigated tumor 

subtype and, given its composite and complex histological features, cHCC-CCA is also probably 

under-diagnosed (1,12). With its aggressive clinical behavior and the lack of guidelines for its 

management, cHCC-CCA pose greater challenges than HCC and iCCA for which promising 

therapeutic strategies are emerging (36,37). The vast majority of cHCC-CCA lack so-called 

actionable genetic alterations, and other strategies should be considered (20,38). 

Immunotherapy has shown impressive results in various solid tumors, and is now the standard of 

care ( in combination with bevacizumab) for patients with advanced HCC (12). 

We show in the present study that approximately 60% of cHCC-CCA belong to a particular subclass 

characterized by a significant immune infiltration, with activation of various pathways related to 

both innate and adaptive immunity. Although it will have to be investigated by clinical trials, we 

may hypothesize that patients with this subclass of cHCC-CCA may benefit from 

immunomodulating agents. Indeed, in other solid tumors, immune infiltration is usually 

associated with enhanced sensitivity to immunotherapy and we observed, in the IH class of cHCC-

CCA, enrichment in several gene signatures associated with response to nivolumab in patients 

with advanced HCC (16,17). 

One important perspective is to identify the main determinants of this anti-tumor immunity. 

Increased infiltration by immune cells has been shown to occur in the stroma of hypermutated 

tumors (1). It is however unlikely the case in cHCC-CCA as these tumors do not display this 

particular phenotype (20). Also, our molecular screening did not identify any relationship 

between cHCC-CCA immune subtypes and the underlying molecular alterations. However, apart 

from TP53 mutations, the frequency of each event appears to be very low and it will be difficult, 

given the rarity of the disease, to reach sufficient numbers of altered cases for adequate statistical 

analyses.  Of note is that both CTNNB1 mutated cases were classified as IH, whereas this alteration 

has been reported, in HCC, to suppress immune infiltration (2,18,39). Further studies will be 

needed to confirm that this is not the case for cHCC-CCA. Interestingly, cHCC-CCA are 

characterized by the expression of several progenitor/oncofetal genes that are usually only 
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expressed during the embryonic or fetal development of the liver (11,20,40). The proteins are no 

longer produced once the immune system is fully developed and thus self-tolerance may not 

develop against these antigens (41). In this line, we observed that IH tumors display a higher 

expression of cancer-testis related antigens, which may contribute to induce the observed intra-

tumor immune response. Finally, although we observed an association between the IH subtype 

and the predominance of an HCC contingent, we did not observe any difference in the in situ 

immune cell densities between each histological contingent, suggesting that it does not have a 

direct impact on the intra-tumor immune infiltration. 

It will also be important to have a better understanding of the potential intra-cluster 

heterogeneity. Indeed, although our analysis showed two main clusters, we also observed 

different “sub-clusters” in both IH and IL tumors. In particular, a subset of IH cHCC-CCA (IH1) with 

very high expression of markers related to NK cells and innate immunity was identified.  NK cells 

have a well documented anti-tumor effect and their presence within the intra-tumor stroma has 

been associated with an improved oucome in various human malignancies (42–44). They notably 

recognize the absence of self Major Histocompatibility Class I molecules as a way to discriminate 

normal from transformed cells. We did not observe any downregulation of HLA genes in this 

particular subcluster, and studies with enrichment in this particular subgroup are needed to 

determine the triggers of this response. 

Consistent with the existence of an effective anti-tumor immunity, we also showed that the IH 

of cHCC-CCA was associated with prolonged survival, whereas common pathological factors such 

as vascular invasion, tumor size or satellite nodules did not show any impact on clinical outcome. 

Importantly, in contrast with former reports on smaller series, the extent of the biliary contingent 

was not identified as a prognostic factor (45,46). The prognostic value of the IH subtype may thus 

have clinical implications for patients stratification and management. Indeed, due to its overall 

poor outcome, diagnosis of cHCC-CCA is currently a contraindication to liver transplantation. 

Provided validation in additional cohorts, our results suggest that this therapeutic strategy may 

be considered for the subset of patients with an IH cHCC-CCA. In this line, some authors have 

reported long term survival following liver transplantation for patients with cHCC-CCA (47,48). 
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The major limitation of our work is the relatively low number of cases that were investigated, in 

particular in the validation set. The collection of a large number of cHCC-CCA samples is 

challenging due to the rarity of the disease, and our results therefore need to be further validated 

by the investigation of additional cases. The predictive value regarding treatment and prognosis 

will also need to be determined on biopsy samples in patients with more advanced disease. 

In conclusion, we identified a subset of cHCC-CCA characterized by a significant immune 

infiltration, a more favorable clinical outcome and an enrichment in gene signatures shown to be 

predictive of response to nivolumab in patients with HCC. We believe that our findings may have 

important implications for the design of future clinical trials and the stratification of patients with 

this highly aggressive malignancy. 
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Table 1: Baseline clinical, biological and pathological features of the patients and tumors 

Variables Available data n (%) 

Gender (Male) 96  70(72.9) 

Age at surgery [median (min - max)] 96  59(22-84) 

Underlying etiologies   

Alcohol  82 37 (45.1) 

HCV  93 22 (23.6) 

HBV  90 20 (22.2) 

NASH  80 11 (13.7) 

AFP level ≥ 20 mg 54 27 (50) 

Pathological features    

Largest nodule diameter [median (min - 
max)] 

96  45 (10-250) 

Metastasis at time of surgery 96 8 (8.3) 

Satellite nodules 96 28 (29.1) 

Multinodular tumor 96 23 (23.9) 

Positive surgical margin 96 13 (13.5) 

Macrovascular 96 13 (13.5) 

Microvascular 96 50 (52.1) 

Non-tumor liver fibrosis   

 F0-F1 96 16 (16.7) 

 F2-F3 96 26 (27.0) 

 F4 96 54 (56.3) 
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Table 2. Univariate and multivariate Cox regression analysis for overall survival. 

  Univariate analysis Multivariate analysis 

Variable 
Available 
data 

Hazard 
ratio 

95% CI 
(lower) 

95% CI 
(upper) 

p-value 
Hazard 
ratio 

95% CI 
(lower) 

95% CI 
(upper) 

p-value 

Age (> 60 years old) 73 0.44533 0.17507 1.13279 0.08947 - - - - 

Cirrhosis 73 1.42254 0.50311 4.02218 0.50630 - - - - 

Etiology (Alcohol) 62 0.83412 0.31003 2.24415 0.71945 - - - - 

Etiology (Hepatitis B) 68 2.97232 1.05907 8.34191 0.03855 5.1984 1.72374 15.6771 0.00343 

Etiology (Hepatitis C) 71 1.21478 0.39574 3.72889 0.73385 - - - - 

Etiology (NASH) 68 1.63295 0.46000 5.79673 0.44806 - - - - 

Gender (Female) 73 0.37376 0.10798 1.29373 0.12031 - - - - 

Immune-High group 73 0.37040 0.14342 0.95658 0.04020 0.1655 0.05161 0.5306 0.00248 

Largest nodule 
diameter 

73 1.00338 0.99135 1.01556 0.58312 - - - - 

Macrovascular 
invasion 

73 2.26810 0.65385 7.86762 0.19689 - - - - 

Microvascular invasion 73 1.95695 0.76283 5.02033 0.16249 - - - - 

Multinodular tumor 73 1.5870 0.6114 4.119 0.343 - - - - 

Preoperative AFP 43 0.99983 0.99934 1.00033 0.50762 - - - - 

Satellite nodules 73 2.96274 1.08364 8.10029 0.03430 6.7656 2.09553 21.8436 0.00139 

Surgery type 
(Transplantation) 

73 0.62324 0.17924 2.16714 0.45711 - - - - 

          

 

  



90 

 

Figure 1. Gene profiling of cHCC-CCA identifies two distinct immune subtypes. 

A) Hierarchical unsupervised clustering of 96 cHCC-CCA samples reveals two main subgroups 

characterized by different expression levels of immune-related genes (Immune High-IH, Immune 

Low-IL). The IH subtype is associated with cirrhosis (p=0.01), liver transplantation (p=0.05) and 

lack of microvascular invasion (p=0.01) (Fisher's exact test) as well as the amount of different 

histological contingents (p=0.005) (MANOVA). We did not observe any association with other 

clinical, biological and pathological features. B) Volcano plot showing differentially expressed 

genes between IH and IL cHCC-CCA subtypes. Fold changes and p value of the full list of genes 

investigated are presented on Supplementary Table 1. HCC: Hepatocellular carcinoma, CCA: 

cholangiocarcinoma, ns: no significance. 
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Figure 2. Activation of various immune pathways in Immune-High cHCC-CCA subtype. 

Tumors classified as cHCC-CCA shows overexpression of genes involved in innate and adaptive 

immunity, immune cells recruitment, immune suppression, antigen presentation, cytotoxicity 

and inflammation. (∗∗∗∗, p value < 0.0001), Statistical test: Wilcoxon.  
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Figure 3. Combined hepatocellular-cholangiocarcinomas classified as Immune-High display 

higher densities of intra-tumoral immune cells. 

A) Heat maps showing overexpression of genes related to various immune cells subset in IH cHCC-

CCA. B cells, T cells, CD8 T cells, Cytotoxic T cells, Exhausted T cells, Th1 cells, Treg cells, Dendritic 

cells, Macrophages, Neutrophils, NK cells. (∗∗∗∗, p value < 0.0001), Statistical test: Wilcoxon B) 

Quantification of immune cells densities by immunohistochemistry and image analysis software 

shows higher infiltration by CD3 T cells (p = 1.5e-05), CD8 T cells (p = 0.0052), B cells (p = 0.019) 

and macrophages (p = 0.015) in IH tumors. No difference was observed for neutrophils (p = 0.17). 

Densities are expressed as cell number/mm2. Statistical test: Wilcoxon C) Examples of anti-CD8 

and anti-CD20 stainings in IH and IL cHCC-CCAs (X200, positive cells are displayed in brown). 
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Figure 4. Relationship between immune subtypes of cHCC-CCA and gene signatures/molecular 

alterations. 

A) The immune-high cHCC-CCA shows enrichment of gene signatures associated with response to 

nivolumab in patients with HCC(16): 6-Gene Interferon Gamma signature (p<0.0001), Gajewski 
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13-Gene Inflammatory signature (p<0.0001), Sangro Inflammatory signature (p<0.0001), and T 

cell Exhaustion signature (p<0.0001). Immune-high samples also feature overexpression of 33 

genes from Sia’s et al immune Class of HCC (p<0.0001) (18). Statistical test: Wilcoxon. B) We did 

not observe any association between cHCC-CCA immune subtypes and their underlying molecular 

alterations.  

Mut: Mutation, Fus: Fusion, Amp: Amplification *12 out of 13 genes of the original published 

signature were available *33 genes of the original published signature were available.  
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Figure 5. The immune subtype of cHCC-CCAs is not related to the immune infiltration of the 

surrounding non-tumoral liver.  

A) For 19 cases, we performed gene expression profiling on both the tumor and the adjacent liver 

parenchyma. Principal component analysis with 2D representation shows that the tumoral 

samples do not cluster next to their non-tumoral counterpart. Each pair of samples is connected 

by a gray line. B) There is no difference in immune cells densities in the non-tumoral liver 

according to the immune subtype of the tumor. Total T cells (p = 0.5), Cytotoxic T cell (p = 0.48), 

B cells (p = 0.22), Macrophages (p = 0.97), Neutrophils (p = 0.25). Statistical test: Wilcoxon 

H: Immune-High, L: Immune-Low 
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Figure 6. Prognostic impact of cHCC-CCA immune subtype.  

Kaplan-Meier Survival curves according to the immune subtype of cHCC-CCA: patients with IH 

tumors display a significantly prolonged overall survival (p = 0.034) (Log-rank statistics).  
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Supplementary Table 2. Immune subgroups and clinical, biological, and pathological 
features  
of the patients and tumors. 

 Immune-Low (n=41) Immune-High (n=55)  

Parameter 
Available 

data 
n (%) 

Available 
data 

n (%) 
p-

value 

Gender (Female) 41 12 (29.3) 55 14 (25.5) 0,854 

Age at surgery [median (min - max)] 41 
60 (22-

84) 
55 

60 (30-
79) 

0,953 

Underlying etiologies      

Alcohol  34 13 (38.2) 48 24 (50.0) 0,407 

HCV  38 9 (23.7) 55 13 (23.6) 1 

HBV  37 8 (21.6) 53 12 (22.6) 1 

NASH  37 4 (10.8) 43 7 (13.2) 0,988 

AFP level ≥ 20 ng/ml 27 12 (44.4) 27 15 (55.6) 0,586 

Surgery type (Resection) 41 38 (92.6) 55 42 (76.4) 0,05 

Largest nodule diameter [median (min - 
max)] 

41 
60 (10-

160) 
55 

35 (10-
250) 

0,13 

Metastasis at time of surgery 41 4 (9.8) 55 4 (7.3) 0,95 

Satellite nodules 41 13 (31.7) 55 15 (27.3) 0,806 

Multinodularity 41 5 (12.2) 55 18 (36.0) 0,018 

Positive surgical margin 41 9 (22.0) 55 4 (7.3) 0,075 

Vascular Invasion      

Macrovascular 41 7 (17.1) 55 6 (10.9) 0,568 

Microvascular 41 28 (68.3) 55 22 (40.0) 0,011 

Non-tumor liver fibrosis     0,036 

   F0-F1 41 10 (24.4) 55 6 (10.9)  

   F2-F3 41 14 (34.1) 55 12 (21.8)  

   F4 41 17 (41.5) 55 37 (67.3)  
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Supplementary Table 8: Molecular alterations identified in cHCC-CCA 
 

Genes Coding Amino Acid Change 
TP53 c.817C>A p.Arg273Ser 
TP53 c.515T>A p.Val172Asp 
TP53 c.832C>T p.Pro278Ser 
TP53 c.451C>T p.Pro151Ser 
TP53 c.536A>G p.His179Arg 
TP53 c.527G>T p.Cys176Phe 
TP53 c.739A>C p.Asn247His 
TP53 c.298delC p.Gln100fs 
TP53 c.378_391delC p.Tyr126Ter 
TP53 c.511G>T p.Glu171Ter 
TP53 c.747G>T p.Arg249Ser 
TP53 c.686_687delGT p.Cys229fs 
TP53 c.358A>T p.Lys120Ter 
TP53 c.389T>G p.Leu130Arg 
TP53 c.380C>T p.Ser127Phe 
TP53 c.725G>A p.Cys242Tyr 
TP53 c.858A>C p.Glu286Asp 
TP53 c.481G>A p.Ala161Thr 
TP53 c.838A>T p.Arg280Ter 
TP53 c.832C>A p.Pro278Thr 
TP53 c.542_543delGC p.Arg181fs 
TP53 c.404G>A p.Cys135Tyr 
TP53 c.707A>G p.Tyr236Cys 
TERT c.-57A>C Unknow 
TERT c.-124C>C Unknow 
TERT c.-124C>T Unknow 
BAP1 c.634G>T p.Glu212Ter 
BAP1 c.1185_1186insA p.Asp396fs 
BAP1 c.1098_1099insT p.Ala367fs 
CCND3 c.506C>T p.Ser169Phe 
CCND3 c.759G>T p.Glu253Asp 
CTNNB1 c.100G>C p.Gly34Arg 
CTNNB1 c.1004A>C p.Lys335Thr 
NFE2L2 c.88C>T p.Leu30Phe 
ARID1A p.Gly914fs c.2740_2741insCCAG 
KRAS c.35G>T p.Gly12Val 
NRAS c.182A>G p.Gln61Arg 
NRAS c.181C>A p.Gln61Lys 
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Fusion 
Genes Locus Genes (Exon) 
FGFR1 chr8:38239317 - chr8:38315052 WHSC1L1-FGFR1.W1F2 
FGFR3 chr4:1808661 - chr4:1739325 FGFR3(17) - TACC3(10) 
PIK3CA chr3:176914909 - chr3:178916538 TBL1XR1(1) - PIK3CA(2) 

  
Amplification 
Genes Locus Chromosomal location 

FGF19 11q13.3 11q13.3(69513954-69518740) 
MYC 8q24.21 8q24.21(128748724-128753198) 
CCNE1 19q12 19q12(30303882-30314693) 
CCND1 11q13.3 11q13.3(69455972-69466035)    
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Supplementary Figure 1. Stem cell features according to cHCC-CCA immune subtype. A) Stem 

cell features were observed in a small subset of cHCC-CCAs cases (11/96), no difference was 

observed between IH and IL subtypes (p = 0.39). Chi-squared test B) Example of stem cell features 

(arrows) in cHCC-CCA (H&E X400). cHCC-CCA: Combined Hepatocholangocarcinoma 
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Supplementary Figure 2. Integrative analysis of our cHCC-CCA samples (n=96) and HCC (n=355) 

and CCA (n=36) samples from The Cancer Genome Atlas database (31,32). cHCC-CCA retains 

their immune class and cluster close to HCC and CCA with similar transcriptomic features. 
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Supplementary Figure 3. Validation of cHCC-CCA immune subtypes in a microarray public 

dataset consisting of 20 samples (Coulouarn et al, Carcinogenesis, 2012) (33). A) Unsupervised 

hierarchical clustering showed 2 main immune clusters (high and low), with two subclusters of 

each main class. B) Volcano plot of dysregulated genes between the two main clusters. Genes 

also upregulated or downregulated in our series are highlighted. cHCC-CCA: Combined 

Hepatocholangocarcinoma. 
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Supplementary Figure 4. Expression of gene signatures according to cHCC-CCA subclusters (*, 

p-value < 0.05; **, p-value < 0.01), Statistical test: Wilcoxon. cHCC-CCA: Combined 

Hepatocholangocarcinoma, ns: not significant. IL: Immune Low, IH: Immune High 
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Supplementary Figure 5. Correlations between genes expression and immunohistochemical 

markers. A) CD3D mRNA and CD3 immunohistochemistry (r = 0.65,  p < 2.2e-16). B) CD8A mRNA 

and CD8 immunohistochemistry (r = 0.60, p = 7.157e-08). C) CD20 mRNA and CD20 

immunohistochemistry (r = 0.44, p = 0.0002). D) A trend towards a weak positive correlation was 

observed for CD68 (r = 0.20, p = 0.1083). IHC: Immunohistochemistry 
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Supplementary Figure 6. Immune cells densities according to histological components. No 

difference in intra-tumoral immune cell densities between the different histological components 

was observed: CD3 T cells (p = 0.61), CD8 T cells (p = 0.74), CD20 B cells (p = 0.26), CD68+ 

macrophages (p =0.79), MPO+ neutrophils (p = 0.73). Kruskal – Wallis test. HCC: Hepatocellular 

carcinoma, CCA: Cholangiocarcinoma. 
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Supplementary Figure 7. Tertiary lymphoid structures according to immune subtype. A) 
Quantification of TLS density shows an increase of TLS in IH subtype, (median, p = 0.0039. 
Wilcoxon test. B) An Example of TLS (arrow) is shown (H&E X100). TLS: Tertiary lymphoid structure 
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Supplementary Figure 8. PDL1 expression according to immune subtypes. A) No difference 
regarding PDL1 expression on immune cells was observed between IH and IL subtype (p = 0.9, 
Wilcoxon test). B) There was also no significant difference regarding expression PDL1 on tumor 
cells (p = 0.57, Chi-squared test) IHC: Immunohistochemistry, PDL1: Programmed death ligand 1 
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Supplementary Figure 9. Expression of genes linked to the immune exhausted and active 

subtypes (Sia et al, Gastroenterology, 2017), according to cHCC-CCA subclusters (18). The only 

significant statistical difference was observed for CXCL12 expression, between IH-1 and IH-2 

subclusters (p=8.6e-06), statistical test: Wilcoxon. IL: Immune Low, IH: Immune High 

 

  



109 

Supplementary Figure 10. Immune cell densities in non tumoral tissue and overall survival time 
of HCC-CCAs: There is no impact of CD3 T cells (p = 0.89), CD8 T cells (p = 0.71), CD20 B cells (p = 
0.16), CD68+ macrophages (p = 0.14), and MPO+neutrophils (p = 0.94) densities on overall survival 
of patients with cHCC-CCAs. Median values of immune cell densities were selected as cut-off 
values to determine low and high groups. Log-rank statistics  

 
  



110 

4 Discussion 

Le rôle majeur du microenvironnement immunitaire a été mis en évidence dans plusieurs 

types de cancer y compris dans les cancers primitifs du foie.(159–162) En effet, les tumeurs 

malignes développent des mécanismes leur permettant de progresser, tel que l’échappement à 

l’immunité antitumorale et le recrutement de populations pro-tumorales. La caractérisation du 

microenvironnement immunitaire et des mécanismes associés est ainsi indispensable à la 

compréhension de la progression tumorale et au développement de nouvelles approches 

thérapeutiques. Dans ce contexte, nous avons étudié les caractéristiques du microenvironnement 

immunitaire intra hépatique et intra tumorale au cours de deux projets distincts. L’un a porté sur 

l’impact éventuel des AAD sur les mécanismes d’immunosurveillance et l’autre sur la 

caractérisation des profils immunologiques des CHC-CCA, un tumeur primitive hépatique 

particulièrement agressive et encore peu étudiée.  

L'arrivée des AAD en 2014 a révolutionné la prise en charge des patients atteints par le 

VHC, avec une très bonne tolérance et des taux de RVS de plus de 95% quel que soit le génotype 

viral.(17) Cependant, quelques publications ont rapidement rapporté que l’éradication virale 

brutale induite par les AAD était susceptible de favoriser la carcinogenèse de novo ou la récidive 

tumorale chez les patients chez qui un CHC a été diagnostiqué avant le début du traitement 

antiviral.(18,19) L’hypothèse principale des auteurs était celle d’une modification brutale de 

l’environnement immunitaire intrahépatique induite par l’éradication rapide du VHC.(163) Au 

cours de la première partie de ma thèse, nous avons analysé ces éventuelles modifications pour 

déterminer si elles étaient susceptibles de favoriser le développement tumoral. Nous avons ainsi 

comparé le profil d’expression génique et les densités des principales cellules immunitaires dans 

les tissus hépatiques tumoraux et non tumoraux de patients traités ou non par AAD. Nos résultats 

indiquent qu’il n’existe pas de modifications importantes du microenvironnement immunitaire 

intra hépatique pouvant expliquer un potentiel sur-risque de carcinogenèse ou de récidive. Nous 

n’avons en effet observé des modifications significatives de l’expression d’uniquement 12 gènes 

après traitement par AAD. De manière intéressante, la majorité (10/12) de ces gènes sont connus 

pour être régulés par la voie de l'IFN. 
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Ces résultats sont en accord avec les données précédemment décrites dans la littérature. 

Holmes et al. ont ainsi montré une diminution de l’expression des gènes stimulées par l’IFN (ISGs) 

dans les cellules mononuclées périphériques de patients atteints du VHC, après 2 et 4 semaines 

de traitement par AAD.(164) Meissner et ses collaborateurs ont validé ces données dans 

échantillons de tissu hépatique, mais n'avaient pas inclus dans leur étude de patients ayant 

développé de CHC.(165) Notre étude, menée chez des patients atteints du VHC, traités et ayant 

développé un CHC a confirmé ces résultats. En effet, nous avons mis en évidence une diminution 

d’expression de 10 gènes liés à l’IFN (MX1, ISG15, IFIT1, IFIT3, IFI6, OAS2, OAS1, PARP12, RSAD2, 

OASL) dans les tissus non tumoraux de patients traités. De façon intéressante, dans les tissus 

tumoraux, aucune modification significative n’a été observée. Cette diminution d’expression des 

ISGs est ainsi probablement la conséquence de la disparition rapide des antigènes viraux suite au 

traitement.(164,165) 

L’interféron joue un rôle important dans le système immunitaire inné et les ISGs sont 

connus pour stimuler le processus de surveillance immunitaire anti-tumorale dans différents 

types de cancer.(165,166) De plus, les interférons de type I favorisent également l'activité des 

lymphocytes T cytotoxiques en augmentant l'expression de la perforine 1 et du granzyme B, et 

d’autre part peuvent également inactiver la fonction suppressive des lymphocytes T 

régulateurs.(166–168) Certaines publications ont également montré qu’une réduction de 

l’expression de l’IFN-I est associée à un pronostic défavorable et une réponse thérapeutique plus 

faible dans différents cancers.(169,170) 

Malgré ces données, il nous paraît peu probable que cette modulation puisse contribuer 

de manière significative à la carcinogène chez les patients traités. En effet, aucune autre 

modification n’a été identifiée dans les autres voies connues pour jouer un rôle majeur dans les 

réponses immunes: points de contrôles immunitaires (e.g PD1, PDL1, CTLA4, LAG3), cytotoxicité 

(e.g GZMA, PRF1), cellules T régulatrices (RORC, FOXP3), cellules NK (NCR1, KIR3DL2, KIR2DL1, 

KLRB1), cellules B (CD19, CD27, CD80, IL11) ou encore présentation antigéniques (HLA‐A, HLA‐B, 

HLA‐C, HLA‐DPA1, HLA‐DQA1, HLA‐DRA, TAP1,THBS1). 
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Meissener et al ont montré que le traitement par les AAD induisait une diminution des 

lymphocytes T activés CD4+ ou CD8+ périphériques, et Il a été d’autre part mis en évidence que 

les AAD entraînaient une réduction de l’expression de CXCL10 dans le foie, une cytokine clé pour 

le recrutement in situ des cellules immunitaires.(171,172) Nos analyses immunohistochimiques, 

en accord avec nos résultats de profil d’expression, n’ont cependant pas détecté de modifications 

dans les densités des populations immunitaires que nous avons étudiées. Il n’y avait pas non plus 

de différence dans les densités de structures lymphoïdes tertiaires. Enfin, les analyses du 

microenvironnement intra-tumoral n’ont montré aucune différence significative.  

De manière intéressante, nous avons retrouvé chez une majorité de patients en RVS après 

traitement par AAD, des lésions nécro-inflammatoires persistantes avec présence de cellules 

immunitaires au contact des hépatocytes. Cela avait été déjà précédemment décrit, et les 

mécanismes impliqués dans le maintien de cette inflammation résiduelle restent encore mal 

compris.(173) Pour tenter d’expliquer ces phénomènes, Hamdane et ses collaborateurs ont 

analysé, par des techniques de RNA seq et de Chip-Seq, une série d’échantillons de patients 

atteints par le VHC traités ou non par AAD ou IFN. Leur hypothèse était que les modifications 

épigénétiques induites par le virus pouvait expliquer la persistance de lésions parenchymateuses. 

Ils ont ainsi observé que l’infection chronique par le VHC entrainait une acétylation du résidu 

lysine à la position N-terminale 27 de la protéine histone H3, et que cette modification persistait 

chez patient guéris après traitement par AAD ou interferon. De manière intéressante, cette 

altération induit une activation de plusieurs voies moléculaires comme la voie PIK3/AKT ou encore 

la transition épithélio-mésenchymateuse Ces données pourraient expliquer que les patients 

infectés ont toujours un risque important de développer un CHC, même après éradication 

virale.(174) Perez et al. ont eu des résultats comparables en identifiant d’autres altérations 

épigénétiques (l’acétylation du résidu lysine à la position N-terminale 9 de la protéine histone H3) 

induites par le VHC et persistantes après éradication du virus. Cette altération induisait une 

surexpression d’une signature incluant 8 gènes (TNFAIP3, FOSL2, WNT10A, KLF4, EDN1, JUNB, 

MYCN, PCSK9) et qui était associé à un risque accru de développer un CHC après traitement.(175) 

Même si des travaux complémentaires sont nécessaires pour conclure sur les mécanismes précis, 

l’ensemble de ces données montre que des lésions induites par le virus sont toujours présentes 
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même après éradication et qu’elles pourraient expliquer, au moins en partie, les lésions nécro-

inflammatoires persistantes. 

En conclusion, au cours de ce premier travail, nous avons mis en évidence que 

l’éradication virale brutale induite par les AAD n’entrainait pas de changement majeur du 

microenvironnement immun intrahépatique. Nos résultats ne soutiennent donc pas les 

hypothèses formulées par les auteurs ayant rapporté un sur risque de développer un CHC après 

traitement. Il convient d’ajouter que depuis notre travail, de nombreuses publications dont 

certaines provenant de cohortes prospectives ont également infirmé ces hypothèses.(176,177) 

La principale limite de notre étude est le faible nombre d’échantillons examinés. En effet, 

il est possible que des variations fines de l’expression de certains gènes n’aient pu être mises en 

évidence en raison d’un manque de puissance statistique. L’impact du temps écoulé entre RVS et 

le prélèvement pourrait également avoir une importance qu’il faudra déterminer en analysant de 

larges séries d’échantillons (ils restent cependant très difficiles à obtenir). Le risque de 

développement du CHC causé par le VHC est décrit comme étant différent en fonction des 

génotypes viraux.(178,179) Nous n’avons en effet pas pu analyser en détail la diversité du 

génotypage du VHC sur cette cohorte. Il serait donc intéressant de mener le même type 

d’expériences sur une plus large cohorte pour confirmer et valider nos résultats. Par ailleurs, une 

investigation plus approfondie des altérations épigénétiques après traitement par AAD pourrait 

permettre de mieux expliquer les lésions inflammatoires persistantes après éradication virale.  
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Pour la deuxième partie de ma thèse, j'ai caractérisé le microenvironnement immunitaire 

d’un type particulier des cancers primitifs du foie, les tumeurs mixtes de type 

hépatocholangiocarcinome (CHC-CCA). 

Les CHC-CCA constituent un sous-type plus rare de cancer primitif du foie (moins de 5% 

de cas).(76,78) Elles sont caractérisées par la présence d’un double phénotype hépatocellulaire 

et cholangiocellulaire.(23) Les difficultés de diagnostic, l’hétérogénéité histologique, et la rareté 

de ces lésions expliquent qu’il n’y ait à l’heure actuelle aucun traitement systémique ayant fait la 

preuve de son efficacité. Ces tumeurs sont notamment fortement radio- et chimio-résistantes, et 

un certain nombre d’études de séquençage à haut débit ont été menées à la découverte 

d’anomalies génétiques potentiellement “ciblables”. Malheureusement, en dehors de ces rares 

avec fusion de FGFR2 (6%) ou une mutation d’IDH1/2 (<10%), la plupart des tumeurs ne 

comportent aucune altération pouvant constituer une cible thérapeutique.(86) Nous nous 

sommes donc intéressés à leur microenvironnement immunitaire, pour déterminer si un sous-

groupe de patients atteints de ces cancers pourraient être candidats à des thérapies 

immunomodulatrices. 

 Nous avons identifié deux groupes de tumeurs en fonction de leur niveau d’expression 

de gènes impliqués dans les principales voies immunitaires. Les résultats ont montré que le 

groupe IH présentait une forte infiltration immunitaire avec surexpression de gènes associés aux 

cellules T et B, cellules NK, macrophages, et neutrophiles. Nous avons ensuite vérifié ces résultats 

en quantifiant les densités des cellules immunitaires sur des lames immunohistochimiques 

digitales. Comme attendu, les résultats étaient en accord avec ceux observés par étude du profil 

d’expression génique. De plus, en quantifiant les structures lymphoïdes tertiaires (SLT) dans les 

tissus tumoraux, nous avons trouvé que la densité de SLT est plus importante dans les tissus 

tumoraux de groupe IH par rapport au groupe IL. Ainsi, l’ensemble de ces résultats nous ont 

permis de conclure que le sous-groupe IH présentaient une infiltration immune intratumorale 

accrue. 

Nous avons ensuite analysé l’impact du groupe immunitaire sur le pronostic pour les 

patients atteints de CHC-CCA. En utilisant le modèle à risque proportionnel (régression de Cox), 
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nous avons observé que les caractéristiques classiques comme la taille tumorale, l’invasion 

vasculaire, et le taux sérique d'AFP n’étaient pas liés à la survie globale. De manière intéressante, 

nos résultats ont montré que le groupe immunitaire IH était un facteur indépendant associé à un 

bon pronostic. Notre résultat met une nouvelle fois en évidence l’impact du microenvironnement 

immunitaire sur le pronostic du cancer du foie, cette fois-ci dans le CHC-CCA, et comme 

précédemment établi dans le CHC et CCA.(180,181) 

Nous avons ensuite cherché à déterminer si ces groupes immunitaires étaient associées à 

des altérations génétiques particulières. En utilisant des techniques ciblées de séquençage 

nouvelle génération (NGS) pour 45 cas sélectionnés aléatoirement dans la cohorte, nous avons 

ainsi montré que les altérations du gène P53 (58% des cas) et du promoteur de TERT (16% des 

cas) étaient les évènements moléculaires les plus fréquentes dans ce type de cancer. Nos résultats 

sont cohérents avec les résultats d’autres auteurs.(182,183) Les autres mutations n’étaient 

observées que dans très peu de cas (BAP1 9%, CCND3 7%, CTNNB1 5%, ARID1A 2%, KRAS 2%), et 

sous cette réserve, nous n’avons pas mis en évidence de lien entre sous-groupe immunitaire et 

altération génétique. 

Cette hétérogénéité immunitaire inter-tumorale a été précédemment observée dans 

plusieurs autres types de cancer. Ainsi, Guinney et ses collaborateurs ont rapporté un sous-

groupe immunitaire de cancer colorectal représentant environ 15% des cas caractérisés par une 

infiltration lymphocytaire importante et par un bon pronostic.(184) Il a été également montré 

que cet infiltrat avait une valeur pronostique plus importante que les critères cliniques et 

anatomopathologiques classiques.(185) Dans les autres cancers primitifs hépatiques (CHC et 

CCA), l’existence de tels sous-types immunitaires a également été mise en évidence. Sia et al ont 

ainsi analysé le profil d’expression de près de 1000 tumeurs et ont identifié un sous-groupe 

immunitaire de CHC corrélé à un meilleur pronostic et caractérisé par l’absence de mutations du 

gène CTNNB1.(180) Un groupe français a récemment mis en évidence 4 sous-groupes 

immunitaires de cholangiocarcinome intrahépatique, nommés de I1 à I4. Les auteurs ont 

démontré que le groupe I2, qui correspond aux tumeurs « inflammatoires », était caractérisée 

par une activation, de diverses voies immunitaires . De manière intéressante, il était également 

associé à une meilleure survie globale.(181) 
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Les patients qui présentent le sous-type “immune-high” de CHC-CCA pourraient constituer 

des candidats à l’immunothérapie. En effet, il est bien établi que les réponses après traitement 

par immunomodulateurs sont essentiellement observées quand les tumeurs présentent un 

important infiltrat immunitaire. Ainsi, même si les essais thérapeutiques basés sur 

l’immunothérapie chez les patients atteints de CHC ont été négatifs, il a ensuite été montré, en 

analysant le profil d’expression de prélèvements biopsiques, que les réponses s'observent en cas 

d’activation de certaines signatures géniques.(186) Dans notre étude nous avons également 

analysé ces signatures et avons constaté, dans les tumeurs de groupe IH, une surexpression de 

ces signatures.  

Notre étude a porté sur des échantillons obtenus par résection chirurgical. 

L’immunothérapie est cependant envisagée pour les patients au stade avancé de la maladie, qui 

ne sont donc plus éligibles aux traitements curatifs comme la résection ou la transplantation 

hépatique. Il est donc nécessaire de valider ces résultats sur prélèvement biopsique. Une 

technique de séquençage d’ARN à haut débit (RNA seq) des échantillons pourrait compléter notre 

étude par l’analyse de l’ensemble du transcriptome. Nous pourrions ainsi identifier certaines 

voies biologiques potentiellement associées aux sous-groupes immunitaires. Il serait également 

particulièrement intéressant d'étudier les séquences du TCR afin d’évaluer la réponse spécifique 

des cellules T aux différents antigènes. 

Enfin, nous avons ensuite comparer le profil des CHC-CCA avec celui du CHC ou du CCA 

décrits dans la littérature. Nous avons ainsi intégré une analyse transcriptomique intégrative 

comprenant nos échantillons de CHC-CCA, 355 cas de CHC et une série de 36 cas de CCA (publiés 

sur la plateforme de TCGA).(187,188) Nous avons identifié deux groupes immunitaires principaux 

et de manière intéressante les CHC-CCA de groupe IH et IL restaient répartis dans leur sous type 

respectif. 

En conclusion, ce travail nous a permis de mettre en évidence un groupe immunitaire de 

tumeurs mixte de type CHC-CCA, le groupe IH, qui est caractérisé par la surexpression de plusieurs 

voies immunitaires et associée à un meilleur pronostic de la maladie. De plus, ce groupe de 

tumeurs exprime fortement les signatures immunitaires qui ont été démontrées comme étant 
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prédictives d’une réponse à l’immunothérapies chez les patients atteints de CHC. L’ensemble de 

ces résultats suggèrent que l’immunothérapie pourrait constituer une approche prometteuse 

dans la prise en charge thérapeutique des patients atteints de ce sous-groupe de CHC-CCA. 
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5 Conclusions 

Les travaux réalisés ont ainsi porté sur la caractérisation du microenvironnement 

immunitaire des cancers primitifs du foie dans deux contextes différents : 1) les modifications du 

microenvironnement immunitaire pouvant survenir après éradication virale brutale par AAD et 

2) le microenvironnement immunitaire de tumeurs hépatiques primitives rares et peu 

caractérisées, les tumeurs mixtes de type CHC-CCA.  

Dans un premier temps, nous avons mis en évidence que les foies non tumoraux et les 

tumeurs des patients ayant reçu un traitement par AAD présentaient un profil immunologique 

similaire aux tumeurs et aux foies non tumoraux des patients n’ayant pas reçu de traitement 

antiviral. En effet la densité des populations immunitaires ainsi que le profil d’expression génique 

était similaire entre les deux populations de patients. De façon intéressante, seules des 

modifications mineures du système immunitaire ont été notées dans le parenchyme non tumoral 

avec une diminution notable des gènes régulés par l’IFN chez les patients ayant reçu un 

traitement par AAD. Ces résultats montrent que les patients ayant reçu un traitement AAD ne 

semblent pas présenter pas de dysfonction majeures de l’immuno-surveillance intrahépatique. 

Nos résultats sont concordants avec les récents travaux menés sur de larges cohortes qui ont 

démontré que le traitement par les AAD n’entraînait pas d’augmentation du taux de survenue ou 

de récidive du CHC 

Dans un second temps, notre caractérisation des tumeurs mixtes de type CHC-CCA a 

permis de mettre en évidence un profil immunitaire hétérogène. Deux sous-groupes ont été 

observés, les CHC-CCA « immune high » (IH) et les CHC-CCA « immune low » (IL). De façon 

intéressante, le groupe immunitaire IH, qui représente environ 60% des cas, était associé à un 

meilleur pronostic. Si ces patients pourraient être des candidats potentiels à l’immunothérapie, 

cela devra être démontré par des essais cliniques prospectifs. 
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