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>Grdce aux avancées des technologies de
biologie moléculaire, des progres majeurs ont
été accomplis ces dernieres années dans la
compréhension de la biologie tumorale. Si la
cible premiére reste la cellule cancéreuse, le
microenvironnement est clairement indissociable
de cette derniére et joue un role primordial dans
la prise en charge diagnostique, a toutes les
étapes du parcours clinique et histopathologique.
Uanalyse du microenvironnement fait en effet
partie intégrante non seulement du diagnostic
histologique de tumeur (élément essentiel
permettant la classification histologique des
tumeurs), mais aussi de I’évaluation pronostique
de la maladie, et méme de la stratégie
thérapeutique. Au cours des prochaines années,
de nouveaux biomarqueurs pronostiques et/ou
prédictifs, représentatifs du stroma tumoral,
seront certainement proposés et passeront les
phases de validation clinique. <

Vu par le pathologiste, le microenvironnement « nor-
mal », spécifique du tissu et de I’organe qui le
contiennent, correspond, d’une part, a des éléments de
la matrice extracellulaire (fibres, substance fondamen-
tale, macromolécules et glycoprotéines), et, d’autre
part, a des types cellulaires éminemment variables,
identifiés et classés assez aisément dans deux grandes
composantes du tissu conjonctif : le compartiment
mésenchymateux (fibroblastes, myofibroblastes, adi-
pocytes, cellules endothéliales et péricytes) et le
compartiment immunitaire (lymphocytes, plasmocytes,
macrophages, cellules dendritiques, mastocytes, poly-
nucléaires). Lorsqu’une tumeur se développe, tous
ces différents éléments du microenvironnement sont
capables d’interagir a des degrés divers avec les cel-
lules tumorales [1]. Cette interaction est bidirection-
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nelle, puisque, d’une part, des perturbations au sein du microen-
vironnement peuvent avoir des effets pro-oncogéniques favorisant

(=) Voir la Synthese
de W.H. Fridman et
C. Sautes-Fridman,

la tumorigenese ou la croissance tumorale, et,
d’autre part, le processus tumoral est également
capable d’entrafner en retour des modifications
du microenvironnement [2-5, 40] (=9).

Lors du diagnostic histopathologique, le microenvironnement est
décrit quotidiennement dans ce que le pathologiste nomme « stroma
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réaction » selon le terme consacré, et que nous désignerons par réac-
tion stromale dans la suite de cette revue. C’est ainsi qu’en matiere
de pathologie tumorale sont décrits deux types principaux de réaction
stromale, fibreuse ou scléro-hyaline, et inflammatoire. A ces deux
éléments principaux s’ajoutent d’autres caractéristiques histologiques
prises en compte par le pathologiste, telles que la présence de nécrose
ou le type et I'intensité de la néovascularisation. L'exemple du cancer
du sein est principalement choisi dans cette revue pour illustrer le r6le
du microenvironnement tumoral dans la prise en charge diagnostique
et thérapeutique.

Microenvironnement et diagnostic : comment voir

Le microenvironnement tumoral joue en fait un réle des les premiéres
étapes du diagnostic de tumeur. C’est notamment le cas pour les
organes superficiels (tels que le sein) ol la tumeur peut étre palpée
par le clinicien. La sensation de dureté, qui permet d’identifier un
syndrome de masse, est en effet due non pas aux cellules tumorales
elles-mémes, mais a la réaction stromale fibreuse collagénique qui les
accompagne. &€n matiere de cancer du sein, loin d’étre anecdotique,
il s’agit la d’un élément important dans la prise en charge puisque
cette réaction stromale fibreuse révélatrice va guider successivement
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Figure 1. Exemples de réaction stromale dans les cancers du sein. A. Carcinome
infiltrant sans autre spécification, montrant une réaction stromale fibreuse au
centre et lymphocytaire en périphérie (hémalun-éosine, grossissement Gx10).
B. Méme tumeur montrant un microenvironnement fibreux et fibroblastique
(hémalun-éosine, Gx40). C et D. Périphérie d’un carcinome infiltrant de type tubu-
leux (€, hémalun-éosine, Gx10), montrant un contact étroit caractéristique entre
glandes tumorales et adipocytes (D, hémalun-éosine, Gx40). € et F. Carcinome
infiltrant sans autre spécification, de haut grade, montrant une réaction stromale

lymphocytaire marquée, intratumorale (hémalun-éosine, &, Gx10 et F, Gx40).

le clinicien, le radiologue, le chirurgien et le pathologiste. A 'opposé,
certains types de réactions stromales tumorales, telles que I'intense
infiltrat lymphocytaire sans fibrose des carcinomes médullaires ou
I’abondant mucus sans fibrose des tumeurs mucineuses, peuvent étre
responsables d’un retard de diagnostic. La tumeur, de consistance
plus molle et dont les limites sont arrondies, peut en effet en imposer
pour une Iésion bénigne qui n’est pas cliniquement suspecte. €Enfin,
d’autres types de tumeurs, tels que le cancer du sein de type lobulaire,
produisent peu de réaction stromale, les cellules carcinomateuses
invasives s’insinuant de maniére isolée dans le parenchyme mammaire,
ce qui explique la difficulté de I'identification de ce type de Iésion.
La description de I"aspect macroscopique d’une tumeur (consis-
tance, dureté, limites, estimation de la taille), qui est étroitement
lié¢ au microenvironnement tumoral, est ainsi I'un des premiers temps
diagnostiques pour le pathologiste.
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Par la suite, lors de I’examen microscopique, I’ana-
lyse du microenvironnement tumoral est également
largement prise en compte parmi les arguments per-
mettant d’aboutir au diagnostic du type histologique
de tumeur. Si I’on prend I’exemple des cancers du sein,
il existe de nombreux types histologiques différents,
associés pour certains a un pronostic évolutif distinct
[6, 41]. La reconnaissance de ces différents types
histologiques se fait non seulement sur I’aspect mor-
phologique et I’architecture des cellules tumorales,
mais aussi sur le type de réaction stromale qui les
accompagne (Figure 1). Par exemple, les carcinomes
tubuleux du sein, d’excellent pronostic (méme meil-
leur que celui des carcinomes canalaires infiltrants
sans autre spécification de bas grade), sont associés
d’une part a une réaction stromale fibroblastique des-
moplastique caractéristique, et, d’autre part, a une
interaction étroite avec les adipocytes adjacents, élé-
ments qui aident a I’établissement
du diagnostic positif (Figure 1)
[6, 42] (=).

Les carcinomes de type médullaire ou avec faits médul-
laires, de pronostic intermédiaire, sont, eux, associés a
un infiltrat inflammatoire lymphocytaire dense, étroi-
tement mélé aux cellules tumorales [6]. Les carcinomes

(=) Voir la Synthese
de V. Laurent et al.,
page 398 de ce numéro

micropapillaires infiltrants du sein, excessivement
lymphophiles et de mauvais pronostic, sont dépourvus
de la réaction stromale fibreuse classique, les cellules
tumorales étant entourées de fentes de rétraction
caractéristiques, liées a une polarité inversée des
cellules tumorales' [6]. Certains de ces types histo-
logiques spéciaux de cancer du sein, tels que le carci-
nome infiltrant a cellules géantes ostéoclastiques, sont
méme exclusivement définis par la présence d’un type
particulier de cellules (ici, cellules de nature macro-
phagique, non tumorales) dans le microenvironnement
tumoral [6].

S’il est vrai que le pathologiste avait ainsi I’habitude de
voir le microenvironnement tumoral et de I'intégrer de
maniére presque « invisible » - en tout cas automatique
- dans sa démarche diagnostique, ce n’est que de fagon
beaucoup plus récente qu’il a été amené a le regarder
directement en tant que parameétre pronostique, ou
méme prédictif de la réponse thérapeutique.

! Dans ce sous-type histologique, les cellules tumorales présentent en effet leur
pdle apical (pdle sécrétoire) tourné vers extérieur des massifs tumoraux, le pdle
basal se retrouvant, lui, au centre des micropapilles. L'absence de jonction cellule-
matrice extracellulaire au niveau du péle apical entraine alors une fente de rétrac-
tion, espace clair optiquement vide entre les massifs tumoraux micropapillaires et
le stroma adjacent.
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Microenvironnement et pronostic : comment regarder

La littérature récente fournit de multiples preuves du réle pronostique du
microenvironnement tumoral, notamment dans le cancer du sein. Dans
les années 2000, de nombreuses signatures moléculaires pronostiques des
cancers du sein ont été proposées, mais peu portaient spécifiquement sur
le microenvironnement. Cependant, de multiples publications suggerent
le role pronostique individuel de différents composants du microen-
vironnement (CD44 [récepteur de I'acide hyaluronique], €-cadhérine,
SPARC [secreted protein acidic and rich in cysteine ou ostéonectine],
cathepsine), ce qui conduit finalement au développement de signatures
multigéniques liées au stroma [7]. €n 2008, Bergamaschi et al. ont déve-
loppé une signature moléculaire pronostique basée sur I'expression de
278 génes impliqués dans la biologie de la matrice extracellulaire (ECM
pour extracellular matrix) [8]. Selon cette signature, les cancers du sein
peuvent étre classés en quatre groupes principaux. L'un de ces groupes,
nommé ECM4, est de bon pronostic et caractérisé par la surexpression
d’un groupe d’inhibiteurs de protéases de la famille des serpines [8].
A I'opposé, le groupe €CM1, de mauvais pronostic, est caractérisé par
I'association d’une expression élevée d’intégrines et de métallopepti-
dases, et d’une expression faible de plusieurs chaines de laminine. De
facon intéressante, les tumeurs a réaction stromale fibreuse dense avec
infiltrat lymphoide auraient plutdt tendance a appartenir au groupe
€CM1, tandis que les tumeurs a stroma lache appartiendraient plut6t
a la catégorie ECM4 [8]. €n accord avec la taxonomie moléculaire des
cancers du sein [9], on trouve plus de tumeurs de phénotype basal-like
ou triple négatif (sans expression des récepteurs hormonaux ni de HER2
[human epidermal growth factor receptor 2]) dans le groupe ECM1, alors
que le groupe ECM4 est enrichi en tumeurs de type luminal A (exprimant
fortement le récepteur des cestrogénes [RE]) [8].

La méme année, a partir d’échantillons tissulaires microdisséqués, Finak
et al. décrivent une signature pronostique basée sur 26 génes interve-
nant dans la biologie du stroma [10]. Cette signature stromale permet
de classer les cancers du sein en catégories de bon ou de mauvais
pronostic, indépendamment des facteurs pronostiques classiques tels
que le grade histologique, la taille tumorale, le statut ganglionnaire ou
I’expression des récepteurs hormonaux et de HER2 [10]. Le groupe de
mauvais pronostic est caractérisé par une altération de Iexpression de
genes impliqués dans I"angiogenése, la réponse a I’hypoxie, I"activation
des macrophages, ou la transition épithélio-mésenchymateuse. Le
groupe de bon pronostic se caractérise, quant a lui, par la surexpression
de marqueurs d’une réponse immunitaire lymphocytaire T de type Thl
(notamment le CD8). La valeur pronostique de cette signature stromale
est particulierement puissante pour les tumeurs HER2* [10].
Parallélement a ces signatures issues des analyses transcriptomiques
a haut débit, de multiples études se sont focalisées sur le role pronos-
tique des différents compartiments cellulaires du microenvironnement
tumoral (adipocytes, fibroblastes et macrophages activés, lympho-
cytes, cellules endothéliales) [11-18]. Mais, c’est sans aucun doute
la caractérisation de la réponse immunitaire qui

occupe actuellement le devant de la scéne [19,
43] (=).

(=) Voir la Synthese
de ). Galon et al.,
page 439 de ce numéro
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L'alliance exemplaire entre pathologistes et immuno-
logistes a en effet permis de considérables avancées
dans la compréhension du role pronostique de la
réponse immunitaire, basées notamment sur la tech-
nique d’immunohistochimie (IHC), technique de choix
pour I"étude du microenvironnement tumoral. Le role
central tenu par les lymphocytes infiltrant la tumeur
(ou TIL pour tumor infiltrating lymphocytes) a été ainsi
clairement démontré. Dans les cancers du sein, les TIL
ont été caractérisés de facon extensive, en fonction de
leur localisation (périphérique et/ou intratumorale) et
de leur phénotype (B, CD20*; T CD3*, CD4* ou CD8*; NK
[natural killer]) [20], notamment selon les différents
types histologiques (carcinome médullaire, micro-
papillaire) [21] ou moléculaires (basal-like, HER2,
luminal B) [22-24]. Les TIL sont ainsi plus fréquemment
observés dans les tumeurs RE, de haut grade, de type
médullaire, basal-like ou HER2", ou chez les patientes
présentant une mutation du géne de prédisposition
BRCAI [21, 23, 25-27]. Sur le plan phénotypique, les
TIL associés aux cancers du sein sont majoritairement
de phénotype T, les lymphocytes T cytotoxiques CD8"
activés (exprimant la perforine, le granzyme B, le
ligand de Fas) attaquant principalement les cellules
tumorales [21, 25-27]. De fagon intéressante, impact
pronostique des TIL (et, plus spécifiquement, la richesse
en T cytotoxiques CD8* [CD8"&"] et la pauvreté en lym-
phocytes T régulateurs FOXP3* [FOXP3'"]) varieraient
selon le type de cancer du sein, notamment selon qu’il
s’agisse d’une tumeur RE* (rdle faible ou plutdt défa-
vorable des TIL) ou RE™ (rdle favorable des TIL) [23-26,
28]. Le role bénéfique de la réponse immunitaire dans
les tumeurs RE™ a été également démontré par des
approches non morphologiques (transcriptomique sur
broyats tumoraux) [29].

Parallelement a la caractérisation des TIL, des études
ont porté sur la vascularisation associée a la réponse
immunitaire. Les HEV (high endothelial venules) sont
des veinules post-capillaires spécifiquement localisées
dans les zones T des organes lymphoides secondaires.
Elles permettent le recrutement des lymphocytes naifs
et des lymphocytes T de mémoire centrale? & partir du
sang et jouent un role essentiel dans la mise en place
de la réponse immunitaire adaptative [30, 31]. Les
HEV sont caractérisées par un endothélium cuboidal
et I'expression abondante de molécules d’adhésion
telles que les PNad (peripheral node adressins). Ces
motifs de type acide sialyl-lewis*sont impliqués dans le

? Ces cellules mémoire, CCR7* (récepteur de chimiokines), expriment majoritaire-
ment le ligand CD62L et constituent une réserve pour la génération rapide de nou-
veaux lymphocytes T effecteurs en cas de réexposition a I’antigéne. On les distingue
des cellules T mémoire effectrices, qui, elles, n’expriment ni CCR7 ni CD62L.



Figure 2. Etude des HEV (high endothelial venules) en pathologie tumorale
- Apport des lames numériques. A. Mélanome malin du pavillon de Ioreille
(hémalun-éosine, lame digitalisée). B. Immunomarquage anti-CD3, mettant
en évidence un infiltrat lymphocytaire T (encart) en périphérie de la tumeur,
qui peut étre quantifié par analyse d’image a partir de la lame digitalisée.
C. La lame d’immunomarquage MECA-79 montre la présence de vaisseaux de
type HEV (encart) en périphérie de la tumeur. La lame est digitalisée et la zone
tumorale cerclée afin d’obtenir une surface précise en mm?. Les vaisseaux HEV
sont ensuite comptés sur cette surface tumorale. D. Immunomarquage MECA-79
dans un carcinome in situ du sein, montrant la présence de vaisseaux HEV au

sein de la réaction stromale lymphocytaire.

roulement (rolling) et I"attachement des lymphocytes & I’endothélium
vasculaire via le récepteur CD62L (ou sélectine L) [30, 31]. Des tra-
vaux récents ont pu détecter la présence de vaisseaux de type HEV en
nombre variable dans le stroma de diverses tumeurs solides humaines
(mélanomes, carcinomes mammaires, ovariens, coliques et pulmo-
naires) par IHC a I'aide de I’anticorps MECA79 qui reconnait spécifi-
quement ces vaisseaux [32, 33] (Figure 2). Dans le cancer du sein, les
vaisseaux HEV sont observés au sein de zones tumorales riches en lym-
phocytes (Figure 2D). Il existe une forte corrélation entre I’infiltration
lymphocytaire T et B et la présence d’une forte densité de HEV dans la
zone tumorale [32]. Les HEV pourraient donc jouer un réle bénéfique
dans les cancers en augmentant le recrutement de lymphocytes au
sein de la tumeur.

Microenvironnement et traitement : comment espérer

Ce n’est que récemment que la littérature s’est (=) Voir la Synthése
de L. Borriello
et Y.A. DeClerck,
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intéressée au lien entre microenvironnement et
réponse au traitement [44] (=9).

Le modéle néoadjuvant (selon la séquence biopsie
tumorale initiale, suivie d’une chimiothérapie, puis d’une exérése
chirurgicale de la tumeur) est particulierement adapté pour étudier

m/s n® 4, vol. 30, avril 2014

cette question. Dans le cancer du sein, le pourcentage
de TIL est un facteur prédictif de réponse a la chimio-
thérapie néoadjuvante par anthracyclines/taxanes
[22, 34]. Dans une métaanalyse transcriptomique de
prés de 1000 cas, Ignatiadis et al. ont montré qu’un
score immunitaire élevé était prédictif de réponse a la
chimiothérapie néoadjuvante [35]. Une signature stro-
male, basée sur I"expression de 50 geénes (c’est-a-dire
sur un profil d’expression génique spécifique ou méta-
gene, dont le gene représentatif est celui qui code pour
la décorine) et corrélée a la présence d’une réaction
stromale fibroblastique active dans les cancers du sein
RE", est prédictive de résistance a une chimiothérapie
néoadjuvante a base d’anthracyclines [36].

Toutes ces données suggerent que le microenvironne-
ment tumoral pourrait également jouer un réle dans
la prise en charge thérapeutique [37]. Les traitements
anti-angiogéniques, dont la plupart ciblent le VEGF,
se sont largement développés ces derniéres années,
en association a la chimiothérapie, dans les tumeurs
solides, avec une efficacité variable selon le type de
tumeur (rein, colon, poumon, ovaire, sein), [2, 37].
La voie du FGF (fibroblast growth factor), également
impliquée dans 'angiogenese, est ciblée par de petites
molécules inhibitrices du récepteur du FGF (FGFR),
et plusieurs essais cliniques sont en cours dans les
tumeurs solides que caractérise une altération de cette
voie [37]. Le développement d’anticorps monoclonaux,
par exemple contre des protéines de la matrice extra-
cellulaire (tenascine, fibronectine), est envisagé dans
différentes localisations [2, 37]. Enfin, 'immunothé-
rapie est également activement explorée, et offre une
vaste palette de molécules et d’approches différentes.
On peut citer par exemple les trés anciens anti-inflam-
matoires non stéroidiens (inhibiteurs de COX2 [cyclo-
oxygénase 2], testés notamment dans les cancers du
sein), les inhibiteurs du TNFou (tumor necrosis factor),
de la voie NF-xB (inhibiteur de IKKB), de cytokines
diverses et variées, ou les vaccins MUCL qui induisent
des réponses immunitaires cellulaire et humorale spéci-
fiques de MUC1 [2, 19, 37]. La compréhension des effets
secondaires, des mécanismes d’action et de résistance,
et I'identification de biomarqueurs prédictifs restent
des points clés du développement de ces thérapies.

Perspectives pour le pathologiste

Le matériel de choix pour I’évaluation du microenvi-
ronnement tumoral reste la coupe entiére de tumeur,
la technique de tissu microarray n’étant pas adaptée
pour analyser I’ensemble des interactions tumeur-hote.
Les techniques d’étude les plus utilisées, telles que la

&P
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simple coloration standard ou I’lHC, sont pratiquées de fagon cou-
rante en anatomopathologie et permettent un contrdle morphologique
indispensable. €n effet, certains marqueurs tels que FOXP3 sont de
bon pronostic lorsqu’ils sont peu représentés au niveau du contingent
lymphocytaire, mais exprimés au niveau des cellules tumorales [38].
Par ailleurs, le développement des outils d’analyse d’images devrait
assurer la reproductibilité et la robustesse des techniques morpholo-
giques [20]. En complément de Iinterprétation histopathologique, les
outils de biologie moléculaire, qu’ils soient ou non & haut débit (RT-
PCR, transcriptomique, séquencage nouvelle génération) pourraient
permettre de s’affranchir des biais de I’analyse semi-quantitative.

Le pathologiste tiendra sans nul doute un role primordial dans I’har-
monisation et la standardisation des techniques utilisées (qu’elles
soient morphologiques comme I’IHC ou moléculaires & haut débit) afin
de développer des biomarqueurs rigoureux et validés, utilisables en
pratique clinique. Les quantifications, localisation et caractérisation
phénotypique de Iinfiltrat lymphocytaire seront vraisemblablement
amenées a tenir une place importante dans I"analyse des tumeurs
solides, et nécessiteront I’expertise morphologique du pathologiste
afin d’identifier précisément les TIL ayant un impact clinique. Enfin,
il est important de rappeler que tous ces biomarqueurs potentiels,
qu’ils soient pronostiques ou prédictifs, doivent passer les phases de
validation selon les recommandations internationales telles que les
critéres EGAPP (evaluation of genomic applications in practice and
prevention)® [39], avant toute mise en place clinique. ¢

SUMMARY

Tumor microenvironment and the pathologist: looking at what we
just see

Owing to the phenomenal advances in molecular technology, the past
few years have seen drastic improvements in the knowledge of tumor
biology. Whilst efforts are still focused on the cancer cell, it is now
clear that analysis of the tumor microenvironment plays a major role in
the management of cancer. Known for years as the “stroma reaction”,
tumor microenvironment was commonly used by pathologists as help-
ful criteria to establish the diagnostic of histological subtypes. More
recently however, research on tumor microenvironment (and immune
response in particular) has provided numerous evidences to support
a leading role in the assessment of cancer prognosis, and open new
avenues in treatment of cancer patients. Prognostic and/or predictive
biomarkers issued from this research will have to get through the vali-
dation process required by international consensus conferences before
any implementation in clinical practice. ¢
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