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INTRODUCTION

En médecine vétérinaire canine, comme en médecine humaine, le traitement des

tumeurs prend une place de plus en plus importante.

Le développement de nouveaux traitements des tumeurs mammaires canines (CMT)
est pour I'instant limité. Pourtant, la demande est clairement présente. Les études les
plus récentes montrent chez certaines races que jusqu'a 65% des déces sont
imputables & un cancer, avec une incidence moyenne toutes races confondues
d’environ 300 a 800 / 100,000 (1, 2). Les tumeurs mammaires représentant environ
20% (3) des tumeurs et sont dans 50 % des cas malignes. Les tumeurs mammaires

malignes constituent donc une part importante des consultations vétérinaires.

Au contraire des tumeurs mammaires bénignes ou de faible grade de malignité, qui
sont plutét de bon pronostic, les tumeurs mammaires malignes invasives, méme
prises en charge, ont un pronostic tres péjoratif a 1 an post-chirurgie (4, 5). Le
développement chez la chienne d’un traitement complémentaire moins contraignant pour
le propriétaire et abordable financierement permettant d’améliorer ce pronostic est donc
un enjeu d’'importance.

En médecine humaine, les choix thérapeutiques concernant le traitement des cancers
sont nombreux et comprennent radiothérapie, chimiothérapies, hormonothérapies,
immunothérapies, entre autres. L'utilisation de certaines thérapies ciblées employées
chez 'homme pour le traitement des tumeurs trés agressives, pourrait étre envisagée
en médecine vétérinaire. En effet, plusieurs travaux font état de la similarité du micro-
environnement tumoral (TME) et de l'infiltrat immunitaire entre les tumeurs mammaires

canines et les cancers du sein chez la femme.

Dans ce projet de recherche, j'ai, dans un premier temps, étudié la nature et I'impact
de certaines populations immunitaires présentes dans le stroma de tumeurs
mammaires chez la chienne en cytométrie en flux, pour proposer une premiére
analyse de la pertinence de la mise en place dans cette espéce d’une

immunothérapie pour le traitement des tumeurs mammaires.

Dans un second temps jai caractérisé et analysé, par des méthodes
immunohistochimiques, la répartition topographique des populations lymphoides de
la stroma réaction et du parenchyme tumoral dans des cas d’adénocarcinomes

mammaires simples chez la chienne. Les informations ainsi obtenues contribuent a
21



I'évaluation critique de ce type de tumeur comme modeéle spontané pour I'étude des
cancers du sein triples négatifs de la femme en complément des modeles murins

existants de plus en plus remis en question.

22



PARTIE 1

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE DE LA

CARACTERISATION DE L’ INFILTRAT

IMMUNITAIRE DES TUMEURS MAMMAIRES DE
LA CHIENNE

|. Anatomie, histologie et physiologie de la chaine

mammaire saine de la chienne

1. Anatomie et histologie de la chaine mammaire de la chienne
a. Anatomie topographique de la chaine mammaire

Chaque chienne présente deux chaines mammaires latérales séparées par le sulcus
inter-mammaire, formées chacune de 5 mamelles en général : 2 mamelles
thoraciques, craniale (M1) et caudale (M2), 2 mamelles abdominales, craniale (M3) et
caudale (M4), et 1 mamelle inguinale (M5) (Figure 1). La disparition de M1, ou la
présence d’une paire de mamelles supplémentaire est possible, chez les races de petit

et grand format, respectivement.

Ces mamelles sont irriguées par les branches efférentes des arteres aorte et
subclaviere et drainées par un systéme veineux paralléle, incluant les veines
thoraciques internes et intercostales. Le drainage direct de M1 par ces veines implique
une augmentation du risque de dissémination métastatique par voie veineuse des

tumeurs localisées en M1 (Figure 1) (6).

En général, M1, M2 et M3 sont drainées par le ganglion lymphatique axillaire, alors
gue les mamelles caudales M4 et M5 sont drainées par le ganglion lymphatique
inguinal superficiel. Cependant, de rares anastomoses du systeme de drainage
lymphatique entre M3 et M4 peuvent étre a I'origine d’une dissémination métastatique
de tumeurs localisées en M3 et M4 dans les ganglions axillaire et inguinal

simultanément, voire dans le ganglion lymphatique iliaque médial. La prise en charge
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chirurgicale est donc a adapter en fonction de la localisation de la tumeur, le retrait de
plusieurs ganglions drainants pouvant étre indiqué pour les tumeurs localisées en M3
et M4 (6, 7).

Suite a la réalisation de lymphogrammes sur des chiennes atteintes de tumeurs
mammaires non macroscopiguement métastatiques, Patsikas et al ont également
rapporté le drainage plus rare de M1, M2 et M3 par le ganglion lymphatique sternal et
de M5 par le ganglion lymphatique poplité (une chienne sur des échantillons de huit

a neuf animaux) (8).

Drainage lymphatique des mammelles Irrigation artérielle des mammelles

Aorte
. - Subclaviere
Noeud lymphatique axillaire

} Mamelle thoracique craniale (M1)

Thoracique interne
Thoracique latérale

Mamelle thoracique caudale (M2) Artéres perforantes

Mamelle abdominale craniale(M3) Epigastrique superficielle craniale

Fréquentes anastomoses

entre M3 et M4
k Mamelle abdominale caudale (M4)

Intercostales

Progression métastatique

Mamelleinguinale (M5) Epigastrique superficielle caudale

Noeud lymphatique inguinal superficiel khieniqueabcominale

lliaque circonflexe profonde

Figure 1 : Topographie, drainage lymphatique et irrigation artérielle des mamelles de la
chienne. D’apres Zapulli et al. (6)

Les cing mamelles de la chienne sont principalement drainées par les ganglions lymphatiques
axillaire (M1, M2 et M3) et inguinal superficiel (M4 et M5), avec des anastomoses
lymphatiques possibles entre M3 et M4. La dissémination métastatique lymphatique se fait
principalement dans ces ganglions. L’irrigation artérielle des mamelles de la chienne (et le
drainage veineux en miroir) se fait par différents efférents de I’artére aorte (artéres thoracique
interne, intercostales, phrénique abdominale, etc) et des artéres épigastriques.
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b. Anatomie et histologie de la mamelle (6)

Les glandes mammaires sont composées de lobules formées d’acini et de canaux
séparés par un tissu conjonctif contenant des fibroblastes, des adipocytes, des
vaisseaux sanguins et des nerfs. Les unités sécrétrices, les acini, communiquent avec des
canalicules eux-mémes en continuité avec des canaux intralobulaires qui en sortant des lobules se
poursuivent par des canaux extralobulaires. Ces canaux abouchent dans les sinus

papillaires, qui versent surl’extérieur par les canaux papillaires (Figure 2).

Distalement, les canaux sont formés d’un épithélium pluristratifié de type malpighien

et de cellules myoépithéliales supra-basales fusiformes.

Proximalement aux acini, I'épithélium des canaux et des canalicules devient
unistratifié, formé de cellules luminales épithéliales de forme cubique, et de cellules
myoépithéliales qui présentent une morphologie étoilée. Un tissu conjonctif composé
de fibroblastes et de collagene, danslequel on observe les artérioles, veinules et

vaisseaux lymphatiques sépare les acini (Figure 2).

Lors du développement mammaire physiologique, les canalicules bourgeonnent a

leur extrémité pour former les acini.

Lobules hypertrophiés

Canal extralobulaire

) ) — Prolifération épithéliale
Stroma conjonctif Acinihypertrophiés

extralobulaire

Lame fibreuse périlobulaire P 14 4
N  § —_— Sécrétion lactée
Lobule A A (fortement éosinophilique
; au marquage
Canal terminal :: Hémalun Eosine)
Stroma conjonctif intralobulaire ' il
=X . s R
Cellules epithéliales Ao N1 \
Acinus /a4 ( ‘ \
Cellules myoépithéliales —— " |

Capillaires \

Fibroblastes

Figure 2 : Histologie de la mamelle de la chienne aux stades de pro-cestrus et de dicestrus.
D’apres Zapulli et al. (6)

Le lobule au repos est constitué d’acini formés de cellules épithéliales et myoépithéliales,
entouré de stroma conjonctif riche en fibroblastes et en vaisseaux capillaires et délimité par
une lame fibreuse périlobulaire. En phase de sécrétion, les lobules sont hypertrophiés avec une
importante prolifération épithéliale dans les acini.
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Au cours du cycle reproductif, le parenchyme mammaire évolue progressivement entre
un état de régression compléte en pro-cestrus (les cellules épithéliales sécrétrices au
repos sont de petite taille, aplaties ou cubiques avec un cytoplasme vacuolisé et
linfiltrat lymphocytaire et macrophagique dans le tissu conjonctif péri acineux est
minime a modéré, Figure 3A) et un état de pleine activité en fin de dicestrus (acini de
grande taille, tapissés par de nombreuses cellules épithéliales cubiques, et dont la
lumiere, large, contient une sécrétion fortement éosinophile apres coloration a

I’Hémalun Eosine, Figure 3B - C).

Le parenchyme mammaire canin est un bon modele histologique du parenchyme
mammaire humain, également composé de canaux et d’acini terminaux formés de

cellules épithéliales sécrétrices entourées de cellules musculaires lisses (9).

Figure 3 : Comparaison histologique du tissu mammaire de la chienne en phases de pro-cestrus
et de dicestrus. Sources : Chandra et al, 2012 (A, B) (10); Laboratoire d’Histopathologie
VetagroSup (C).

Au repos, les acini sont de petite taille et entourés d’un stroma peu infiltré (A). En phase de
dicestrus, les acini sont de grande taille, tapissés de nombreuses cellules épithéliales cubiques et
contiennent une sécrétion fortement éosinophile aprés coloration a I’Hémalun Eosine (B). Un
acinus est formé de cellules épithéliales et de cellules myoépithéliales localisées sur la membrane
basale (C).
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2. Régulation hormonale du développement du parenchyme
a. Lors du cycle cestral

Le développement de la glande mammaire est régulé par les hormones produites aux

différents stades du cycle reproducteur.

Le cycle reproducteur de la chienne adulte dure environ 6 mois a un an. Il est composé
de quatre phases. Durant la phase de pro-cestrus, les follicules ovariens se
développent et maturent. La phase d’cestrus correspond a la période d’ovulation et est
associée a un pic d’cestrogénes, qui induisent une prolifération mammaire stromale
et ductale. Suite a I'ovulation, en phase de dicestrus, les follicules deviennent des
corps jaunes, qui sécrétent de la progestérone pendant environ deux mois suite a
'ovulation. La progestérone est associée a une prolifération mammaire alvéolaire et
a une sécrétion lactée physiologique au niveau de I'acinus (mais pas nécessairement
a une lactation). En finde dicestrus, en I'absence de fécondation, la glande mammaire

régresse, puis reste quiescente en phase d’ancestrus (phase de repos) (9).

Le cycle reproducteur de la femme est lui beaucoup plus court (28 jours en moyenne),
mais se compose des mémes phases et est associé aux mémes évolutions du

parenchyme mammaire (11).

b. Lors de la gestation

Le développement mammaire est progressif lors de la gestation. Suite a la fécondation,
'exposition des cellules épithéliales acinaires a de forts taux de progestérone
(sécrétée par le corps jaune puis le placenta), de cortisol et d’'insuline induit leur
prolifération, jusqu’a I'hyperplasie des acini, ainsi qu’'une augmentation de I'expression
des récepteurs a la prolactine. La forte sécrétion de dopamine par I'’hypothalamus

inhibe la sécrétion de prolactine et d’hormone de croissance.

c. Lors de la lactation

La diminution de sécrétion de la progestérone précédant la mise bas ou
'accouchement leve linhibition sur la prolactine et I'hormone de croissance,
sécrétées par I'hypophyse. Cela permet la sécrétion lactée initiale par les acini — la

montée de lait. La sécrétion lactée est ensuite entretenue par les réflexes neuro-
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hormonaux déclenchés par la tétée (stimulation hypothalamique a l'origine de

synthése de prolactine par '’hypophyse antérieure entretenant la galactopoiése).

Dans le cas des lactations de pseudo-gestation, le corps jaune développé suite aux
chaleurs sécrete de la progestérone pendant environ deux mois, induisant le
développement du parenchyme mammaire. La dégradation du corps jaune est un
phénoméne physiologique du cycle reproductif dont la rapidité est individu-
dépendante. La dégradation brutale du corps jaune chez certaines chiennes cause le
relargage de fortes doses de prolactine, simulant une parturition et induisant une

montée de lait en 'absence de fécondation.

On notera que chez la chienne les lactations de pseudo-gestation peuvent étre
relativement fréquentes selon les races, bien qu’aucune donnée récente sur
l'incidence ne soit disponible (incidence de 10 a 20% chez certaines races en 2011)
12).

3. Surveillance immunitaire physiologiqgue du parenchyme mammaire

sain de la chienne

Physiologiquement, le tissu mammaire canin est infiltré par différentes populations
immunitaires. La nature de linfiltrat immunitaire varie selon le stade du cycle

reproducteur.

Lors de la régression mammaire physiologique, la fuite de protéines et d’acides gras
du lait dans les tissus est a l'origine d’'une inflammation locale et du recrutement de
macrophages. La présence de lymphocytes, de plasmocytes et de macrophages est
observée chez la chienne lors de I'ancestrus mais sans aucune mesure quantitative
(23).

Chez la femme, Arruvito et al ont mis en évidence une corrélation trés nette entre
linfiltration mammaire par des lymphocytes T régulateurs et le taux d’cestradiol (E2)

sanguin, avec une infiltration maximale en phase d’cestrus (14).

Chezla souris, des études ont également démontré le role essentiel des macrophages
dans la prolifération alvéolaire et le développement mammaire comme dans le

processus de régression (15).
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Il. Epidémiologie des tumeurs mammaires simples de

lachienne
1. Epidémiologie générale

Les CMT sont les tumeurs les plus fréquentes chez la chienne, souvent décrites
comme représentant 10% des tumeurs canines en général (16) et 50% des tumeurs
des chiennes en particulier (17). Leur incidence est d’environ 300 (2) a 1600 (18) sur
100 000 chiennes, mais est réduite dans les pays pratiquant fréquemment
I'ovariectomie ou I'ovario-hystérectomie préventives. L’age moyen d’occurrence chez
la chienne est de 8.5 (tumeurs bénignes) a 9.5 ans (tumeurs malignes) (19). Le
pronostic dépend du sous-type histologique et du grade, allant d’'une survie moyenne
supérieure a 2 ans (tumeurs bénignes) a une survie de trois mois pour les tumeurs les

plus agressives (carcinome anaplastique et carcino-sarcome) (5).

50% des tumeurs mammaires sont malignes (20), et 70% des chiennes développant
des CMT présentent de multiples tumeurs. L’hypothése d’une progression du
parenchyme mammaire vers la malignité, passant par les stades d’hyperplasie, de
lésion pré-néoplasique et de Iésion néoplasique bénigne, a été avancée sur la base
de la corrélation du grade tumoral avec I'age de I'animal au diagnostic et la taille
tumorale, et du risque accru de développer une CMT maligne chez les chiennes
présentant déja des lésions pré- néoplasiques ou des CMT. Ces observations
pourraient également étre expliquées par le réle important de l'imprégnation
hormonale : toutes les cellules du parenchyme exposées aux hormones présentant un
risque accru de transformation tumorale, le développement de multiples foyers

tumoraux indépendant est fréquent (19, 21).

Le développement de carcinomes de bas grade, au comportement bénin mais aux
caractéristiques histologiques modérément malignes, au cceur de tumeurs bénignes,
décrit par Rasotto et al (5), étaye la thése de la progression des lésions pre-

néoplasiques et des tumeurs bénignes vers la malignité.

Le développement de plusieurs foyers tumoraux mammaires indépendants présentant
des caractéristiques histologiques distinctes est fréquent chez la chienne. Il est peut-
étre di au nombre plus important de paires de mamelles chez la chienne que chez la
femme. On notera que chez la femme les cancers du sein bilatéraux représentent 2 &
11 % des cas (22) et les cancers du sein multifocaux (plus d’'une concentration
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tumorale synchrone dans un méme cadran du méme sein) ou multicentriques (plus
d’une concentration tumorale synchrone dans différents cadrans du sein) environ 25%
des cas (23, 24). Les CMT semblent sur ce point un excellent modele des tumeurs
mammaires humaines. L’impact du développement de cancers multifocaux sur
d’'importants facteurs pronostiques tels que le développement de métastases ou le

monitoring immunitaire n’a pas encore été étudié et semble un parameétre important.

2. Facteurs de risque

De nombreux facteurs peuvent jouer un réle dans le processus de tumorigénese, en
jouant sur les capacités des cellules a proliférer, répondre aux signaux de mort
cellulaire, migrer, etc. Les facteurs de risques des CMT sont résumés dans le Tableau
l.

a. Lage
L’age est un facteur de risque important pour le développement de nombreuses

tumeurs (Tableau 1). Une chienne agée présente plus de risque de développer une

tumeur mammaire, et plus de risque que cette tumeur soit maligne (25).
b. L’imprégnation hormonale

Les chiennes entieres, ou stérilisées apres I'occurrence de leurs deuxiemes chaleurs,
sont prédisposées au développement de tumeurs mammaires (26). Lors de I'cestrus,
de forts taux d’cestrogénes sont présents dans le sang de la chienne, favorisant le
développement canalaire. Le complexe E2 — récepteur de 'E2 (ER) agit aprés
internalisation comme facteur de transcription pour de nombreux génes impliqués
dans la survie et la prolifération cellulaire et régule le signal d’autres récepteurs
hormonaux, tels que le Récepteur de I'Endothelial Growth Factor (EGFR) et de
I'Insulin-like Growth Factor (IGFR). Ces trois voies interagissent entre elles et semblent
favoriser la tumorigénése des cellules épithéliales activées (27). L'effet exocrine et
paracrine des cestrogenes, activateurs des métallo-protéases extracellulaires, pourrait
également expliquer le réle difféeré de limprégnation hormonale initiale dans la

prédisposition au développement tumoral. La production importante de stéroides par
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le tissu tumoral suggére que ces hormones jouent également un réle auto- et intra-

crine d’entretien du développement tumoral.

Les gestations et lactations physiologiques ne sont pas décrites comme des facteurs
de risques indépendants de I'absence de stérilisation pour le développement des
tumeurs mammaires. Les lactations de pseudo-gestations ont cependant été
récemment identifiées comme des facteurs de risques indépendants (28). De maniére
intéressante, chez la chienne (29) comme chez la femme (30), la nulliparité est un
facteur de risque des tumeurs mammaires. L'impact des lactations physiologiques
n’est donc pas clair, puisqu’elles sont liées aux facteur protecteur qu’est la gestation.
Cet effet protecteur pourrait étre lié a I'inhibition du cycle reproductif habituel pour la
durée de la gestation. On notera cependant que chez la femme, la gestation est
associée a une augmentation du risque de cancer a court terme, avant |'effet
protecteur a long terme (31). Cette dualité pourrait étre liée a la lactation post-

gestation.

Une étude récente de Sorenmo et al. suggére que les cestrogénes pourraient
€galement jouer un r6le protecteur contre la progression tumorale et le phénomene
métastatique, notamment chez les chiennes présentant des tumeurs ER négatives
(voir Partie 1. 3. e.). Les mécanismes impliqués restent a investiguer mais I'autrice

suggere une implication d’effets non- récepteur induits (21).

c. L’exposition aux traitements hormonaux suppresseurs de /'cestrus

La suppression ou le retardement temporaire de I'cestrus peut étre souhaité par les
propriétaires pour des raisons dites « de convenance ». L’administration de
progestines (acétate de médroxy-progestérone et proligestone) était prescrite dans
ce but jusque dans les années 1980. Cependant, il a été depuis démontré que
'administration de progestines induit de hauts niveaux d’Hormone de Croissance
(GH) et d’Insulin-like Growth Factor (IGF1) et est associée au développement de

tumeurs mammaires chez les chiennes entieres (Tableau I).

Ces acteurs physiologiques du développement mammaire ont un réle dans le
développement de Iésions pré-néoplasiques et néoplasiques démontré chez la souris
et la femme, notamment par I'effet de la GH sur la division des cellules souches (32),

I'effet mitogene, anti-apoptotique et anti-angiogénique des axes GH/Récepteur de la
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GH et IGF1/IGF1R et l'induction de ER et du Récepteur de la Progestérone (PR). Ces
mécanismes médient probablement le développement de tumeurs mammaires suite
a ladministration de progestines (33). L’administration de progestines pour la

suppression et le retardement de I'cestrus n’est donc plus indiquée chez la chienne.

d. La prédisposition génétique

Les races canines sont caractérisées par leurs phénotypes particuliers. Les
croisements répétés d’individus génétiguement similaires pour I'obtention
d’hypertypes ou la conservation de caracteres d’intérét a conduit a une augmentation
de la fréquence de certaines mutations chez les chiens des différentes races. Il est en
effet démontré que la race est un facteur de risque plus important chez les chiennes
de pure race que chez les chiennes croisées (34). La prédisposition de certaines de
ces races au développement de tumeurs mammaires (comme les petites races en
général (34) : Shih Tzu (35), Caniches (16, 36), Yorkshire Terriers (36), etc, mais
également quelques autres races telles que les Boxers (37) et les Bergers Allemands
(16), etc) suggere une contribution génétique (Tableau I). Chez la femme, la
contribution génétique au développement du cancer du sein est importante. Il est
généralement admis qu’environ 5% des cancers du sein sont associés a une ou
plusieurs mutations héréditaires. Parmi ces mutations, les génes BRCA1 et BRCA2
sont a elles seules responsables d’environ 15% des cas de cancer du sein et de

I'ovaire associés a des risques familiaux (38).

Si une corrélation directe entre mutations spécifiques a la race et développement de
CMT n’a pas encore été prouvée chez le chien, la fréquence importante de
polymorphismes nucléotidiques du géne BRCA2 (39) chez les races prédisposées
semble confirmer la contribution de ces genes au développement tumoral mammaire

chez la chienne.
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e. Le surpoids et I'obésité

Comme chez la femme, le surpoids et I'obésité sont significativement associés a des
stades tumoraux avancés, a un développement tumoral plus précoce et a une moins

bonne survie des chiennes présentant des tumeurs mammaires (Tableau 1) (40).

Tableau | : Facteurs de risque pour le développement de tumeurs mammaires canines et
similarités avec les tumeurs mammaires humaines. D’aprés Gray et al (41).

Facteur de risque Impact sur le risque Similarités avec le cancer du sein
Age Grade tumoral élevé (25) Risque augmenté (42)
Imprégnation hormonale Risque augmenté (43) Gestations associées a un OR réduit

hysiologique s .
Py gl Premiére gestation avant 20 ans ou

tardive associée a un OR augmenté

(44)
Imprégnation hormonale exogene Risque augmenté OR augmenté (45)
Précocité du développement tumoral
(43)
Prédisposition génétique Risque augmenté (34, 35) OR augmenté (46)
Surpoids et obésité Précocité du développement tumoral OR augmenté (48)
(47)

Grade tumoral élevé (40)

3. Indicateurs pronostiques
a. Legrade

Par définition, le grade est un outil pour évaluer le pronostic. Il est entierement basé
sur des critéres influant sur le pronostic. Une tumeur de haut grade présentera plus de
caractéristiques histologiques associées avec un mauvais pronostic qu’une tumeur de

bas grade.

Pefa et al (49) ont défini en 2013 une grille d’évaluation du grade des tumeurs
mammaires canines, avec une tres bonne corrélation au pronostic. Cette grille est
basée sur la quantification pour les cellules épithéliales luminales de trois critéres : la
formation de tubules, la proportion d’atypies cytonucléaires et le nombre de mitoses

(Tableau II). Ces criteres évaluent la transformation des cellules épithéliales jointives
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et faiblement réplicatives en cellules tumorales dédifférenciées, réplicatives et

capables de franchir la membrane basale pour infiltrer d’autres tissus.

Cette grille n’est donc pas applicable aux tumeurs non épithéliales, pour lesquelles

sont surtout pris en compte l'index mitotique et les atypies cytonucléaires.

Ce systeme d’évaluation du grade est similaire au systeme appliqué au cancer du sein
de la femme, quoiqu’un peu simplifié car il ne prend pas en compte la taille de la
tumeur. Le grade a une place moins centrale dans la détermination du pronostic chez
la femme, car d’autres facteurs (notamment I'expression de récepteurs hormonaux,

voir Partie Il. 3. e.) sont pris en compte.

On notera que les criteres n’étant ni systématiquement associés, ni mutuellement
exclusifs, ni clairement quantitatifs, des tumeurs peuvent présenter des
caractéristiques intermédiaires. L’anatomopathologiste effectuant le diagnostic est

ainsi une source de variabilité dans le diagnostic.

b. La présence d’emboles lymphatiques

La présence d’emboles lymphatiques (constitués de cellules tumorales) sur une coupe
histologique démontre la capacité des cellules tumorales, fortement transformées, a
envahir d’autres tissus, par opposition au phénotype de base des cellules épithéliales
jointives. L’acquisition par les cellules tumorales d’'un phénotype trés éloigné de leur
phénotype initial est corrélée a la durée de développement de la tumeur et a sa vitesse
d’évolution. C’est pourquoi la présence d’emboles lymphatiques est un critére de

détermination d’'un grade plus avancé.

Leur présence dans les canaux lymphatiques révele la probable infiltration du
ganglion lymphatique, voire d’autres tissus drainés par ce ganglion lymphatique (tels
gue les poumons, le foie, les reins, la peau, etc) (50). C’est un marqueur de mauvais
pronostic, car elle indique la probable présence d'un développement tumoral
secondaire dans ces divers organes. La mortalité a deux ans post-chirurgie est huit
fois plus importante chez les chiennes présentant des emboles lymphatiques a

I'analyse histologique (51).
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Tableau Il : Grade des tumeurs mammaires épithéliales canines. D’aprés Pefia et al (49)

Critere Points

A - Formation de tubules

>75% de la tumeur sont constitués de tubules
10-75% de la tumeur sont constitués de tubules
<10% de la tumeur sont constitués de tubules
B - Pléomorphismes nucléaires

Petits noyaux uniformes et réguliers, présentant rarement de 1
petits nucléoles

Forme et taille des noyaux modérément variables, noyaux

hyperchromatiques, présence de nucléoles (parfois de grande 2
taille)

Taille des noyaux fortement variable; noyaux hyperchromatiques, 3
avec souvent au moins un nucléole de grande taille

C - Index mitotique (nombre / 10 Champs a fort grossissement

(HPF))

0-9 mitoses / 10 HPF 1
10 — 19 mitoses / 10 HPF 2
>19 mitoses / 10 HPF 3
Grading (Score total =A +B + C) Total
| (bas grade, bien différencié) 3-5
Il (grade intermédiaire, moyennement différenci€) 6-7
lll (haut grade, faiblement différencié) 8-9
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c. Laprésence de métastases macroscopiques

Une métastase représente le développement secondaire d’'un foyer tumoral a distance
du foyer tumoral primaire. Elle implique la dissémination de cellules tumorales, par
voie lymphatique ou veineuse. Chez la chienne, la voie lymphatique est prépondérante
et impliquée dans l'invasion des ganglions lymphatiques axillaires et inguinaux, ainsi
gue des cavités thoracique (poumons) et abdominale (foie) (52). L’invasion du
systeme lymphatique du derme est également possible et caractérise le carcinome
mammaire inflammatoire canin, une des tumeurs mammaires canines les plus

agressives (53).

La présence de métastases macroscopiques au diagnostic est corrélée a un trés
mauvais pronostic, avec une mortalité a deux ans post-chirurgie 72 fois plus importante
(51). La présence de métastases macroscopiques perturbe également le
fonctionnement des organes envahis, diminuant a la fois les chances de survie et la
gualité de vie des animaux atteints, souvent pris en charge par des traitements

palliatifs.

On notera qu’un outil de classification récapitulant ces derniers points est utilisé pour
les tumeurs du sein humaines : le stade TNM. Cet outil se base sur la taille du nodule
(T), linvasion des ganglions lymphatiques drainants (N) et la présence ou non de
métastases macroscopiques (M) (54). Cet outil est également utilisé en médecine
vétérinaire, mais présente l'inconvénient de ne pas permettre de distinction entre les
cas sans invasiona distance, dont le pronostic peut étre trés variable, et reste donc

moins précis que laclassification histologique et le grade (55).
d. Lataille de la tumeur

Chez la chienne, la taille de la tumeur mammaire au moment du diagnostic est un
indicateur pronostique important. Une tumeur de taille plus importante est associée a
la malignité et a une mortalité a deux ans post-chirurgie augmentée (51). Cette
corrélation taille — malignité est en accord avec I'hypothése selon laquelle les tumeurs
mammaires canines bénignes peuvent progresser vers la malignité. Cependant, la
démonstration directe de cette progression reste impossible, car I'échantillonnage
d’'une méme tumeur a plusieurs stades de progression empécherait la bonne prise en
charge des chiennes. La taille de la tumeur au moment du diagnostic ne fait doncpas
partie des criteres de gradation des tumeurs mammaires canines, mais reste un

facteur pronostique important.
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e. L’expression de récepteurs hormonaux

Chez la chienne, I'expression des récepteurs hormonaux n’est pas couramment

utilisée comme indicateur pronostic.

Il est pourtant prouvé que I'expression des récepteurs hormonaux tels que les
récepteurs PR et ER mais aussila surexpression de Human Endothelial Growth Factor
Receptor 2 (HER2) sont des biomarqueurs d’intérét. La perte de leur expression par
les cellules tumorales est associée a un phénotype plus agressif, au développement
de métastases et a une survie plus courte, chez la chienne comme chez la femme
(55).

L’expression de ces récepteurs peut étre utilisée pour définir des sous-types
moléculaires (ER/PR* HER2"® pour le type Luminal A, ER/PR* HER2* pour le type
Luminal B, ER/PR"®9 HER2*"¢9 pour les types triple négatif (TNBC) et basal-like) qui

sont associés au pronostic (56).

L’analyse immuno-histochimique (IHC) des CMT est rarement réalisée dans le cadre
du suivi clinique, car les résultats obtenus n’affectent pas la prise en charge clinique
de 'animal et ces marquages représentent une charge financiere supplémentaire pour
les propriétaires. Cependant, la validation des CMT comme modéle du cancer du sein
nécessitera sans doute la validation des similarités entre tumeurs humaines et canines
pour chaque sous-type et linclusion d’une caractérisation de ces sous-types

moléculaires dans les futures études.

On notera que quelques différences ont été caractérisées au niveau des fréquences
de chaque sous-type entre les deux espéces, notamment la composition du sous-type
basal-like, qui seront a garder a I'esprit dans le cadre de I'utilisation du modéle CMT

de la chienne pour modéliser les cancers du sein de la femme (57).
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Facteur pronostique

Impact sur le pronostic

Tableau Ill : Facteurs pronostiques pour le développement de tumeurs mammaires canines
et similarités avec les tumeurs mammaires humaines. D’aprés Gray et al (41).

Similarités avec le cancer du sein

Age

Taille de la tumeur
Ulcération cutanée

Sous-type histologique

Stade tumoral
Grade

Métastase du ganglion

lymphatique drainant
Métastase a distance

Faible expression des récepteurs
hormonaux
Expression de la Cyclooxygénase-

2

Expression de marqueurs de

prolifération

Surpoids et obésité

Infiltrat immunitaire
Riche en Tregs,
En macrophages de type 2
Riche en lymphocytes T

CD8*, enDC

Riche en lymphocytes B

Survie Globale (OS) et Survie sans
maladie (DFS) réduites

OS et DFS réduites
OS et DFS réduites

Comédocarcinomes, carcinomes

adénosquameux associés a une OS
réduite (61)

OS réduite
Survie a 2 ans post-chirurgie réduite

Survie a 2 ans post-chirurgie réduite

OS réduite

OS et DFS réduites

OS et DFS réduites

OS et DFS réduites

Risque métastatique augmenté

Survie spécifique réduite (40)

Survie réduite (68)

Survie augmentée (68)

Risque métastatique augmenté (68)
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OS réduite (58)

OS réduite (59)
Pas d’'association significative (60)

Comédocarcinome asscoié a une

récidive locale plus fréquente (62)

Carcinomes adénosguameux
associésa une meilleure survie a 5
ans (63)

OS réduite (58)

OS réduite (58)

OS réduite (58)

Mortalité augmentée (64)

OS réduite (58)

OS et DFS réduites (65)

Survie réduite (66)

OS et survie spécifique réduite (67)

Grade élevé, invasivité (69, 70)
Grade élevé, prolifération tumorale
(71)

DFS augmentée (72)

Survie sans progression

augmentée (73)

Survie augmentée (74)



f. Lacomposition de /linfiltrat immunitaire

L’infiltrat immunitaire joue un réle essentiel dans le développement ou non des
cancers. La tumorigénese est un phénomene progressif, impliquant 'accumulation de
mutations modifiant notamment la capacité des cellules & proliférer et a migrer et
induisant I'expression d’antigénes (Ag) tumoraux spécifiques. La réponse anti-
tumorale est entre autres médiée par les lymphocytes Natural Killer (NK) et les
lymphocytes T CD8* cytotoxiques qui produisent des molécules cytotoxiques
(perforine, granzyme B), induisent 'apoptose des cellules tumorales ou produisent des
cytokines pro-inflammatoires. La pression de sélection exercée sur les cellules
tumorales mene parfois a I'acquisition de mécanismes de résistance, tels que la perte
d’expression du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe | ou
I'expression de points de contréle immunitaires (ICP) CTLA-4 ou PD-L1 a la surface
des cellules tumorales, qui limitent la réponse effectrice anti-tumorale. C’est le
phénomene d’échappement de la tumeur au contréle du systeme immunitaire. Parmi
les nombreux autres mécanismes tumoraux d’échappement, le détournement par la
tumeur de mécanismes physiologiques de tolérance (lymphocytes T régulateurs
(Tregs) (75), macrophages régulateurs (70), etc) est souvent corrélé a un mauvais

pronostic (Figure 4).

Le systeme immunitaire étant un outil extrémement efficace, le concept de base des
immunothérapies est de réactiver la réponse immunitaire anti-tumorale par différents
moyens (déplétion des cellules régulatrices, réactivation de la réponse anti-tumorale,
entre autres). Une telle approche est envisageable en médecine vétérinaire, car
linfiltrat immunitaire des CMT, bien que moins précisément caractérisé, semble assez

proche de celui des tumeurs mammaires humaines.

Régulation par les cellules myéloides dans le TME

Dans le cancer du sein, plusieurs populations myéloides ont été identifiées comme
jouant un réle majeur dans la réponse immunitaire pro-tumorale : les macrophages et
les cellules suppressives dérivées de la lignée myéloide (MDSCs) par exemple (70,
76).

Les macrophages sont des cellules aux fonctions variables (phagocytose, sécrétion
de signaux pro- ou anti-inflammatoires), fortement influencées par les conditions

environnementales. Chez I'’humain, il existe en effet un spectre de polarisation des
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macrophages variant d’'un phénotype fortement pro-inflammatoire (producteurs de

TNF-a, d'IL-1pB, d'IL-6, IFN de type I, etc) dans des environnements riches en IFN-a, a des
phénotypes fortement régulateurs (producteurs d’IL-10, de monoxyde d’azote (NO) et
de chimiokines telles que CXCL1 (77) ou CCL22 (78) permettant le recrutement
d’acteurs régulateurs de 'immunité adaptative) dans des environnementsriches en IL-
4, IL-10, IL-13, etc (Figure 4) (70). Chow et al ont récemment démontré,au niveau
transcriptomique, la similarité des phénotypes de macrophages canins et humains
(79).

Comme chez la femme, la présence de macrophages dans les tumeurs mammaires
canines est corrélée au grade (80) et au facteur de risque qu’est le surpoids (81). Parisi
et al décrivent plus spécifiquement des macrophages exprimant CD204, associés au
grade, a l'invasion lymphatique et a une survie réduite (82, 83). Il est probable que les
macrophages canins contribuent au climat régulateur du TME, par la sécrétion de

cytokines régulatrices telles que I'lL-10.

Nous caractériserons les macrophages par l'utilisation du marqueur de macrophages
activés IBA-1. Il est également connu qu’IBA-A peut étre exprimé par les cellules de
Langerhans, une population généralement décrite comme de bon pronostic dans
différents types de carcinomes (84-86), de méme que par certaines cellules
dendritiques (DCs) chez le chien (87). Considérant tout cela, nous faisons I'hypothése
gue ces cellules sont probablement majoritairement des macrophages, mais ne
pouvons exclure qu’une partie de la population IBA-1* soit constituée de DCs ou de

cellules de Langerhans.

Les DCs sont constituées de différentes sous-populations : les DCs plasmacytoides
(pDCs) qui sécrétent des interférons de type | mais sont décrites comme pro-tumorales
(88); DCs conventionnelles de type 1 (cDC1s), dont la fonction principale est la
présentation croisée d’Ag aux lymphocytes T CD8%, et de type 2 (cDC2s) dont la
fonction principale est la présentation d’Ag aux T CD4*, toutes deux décrites comme

nécessaires a la réponse anti-tumorale et de bon pronostic (Figure 4) (89, 90).

Les MDSCs identifient une population trés hétérogene dérivée des granulocytes et des
monocytes, dont la fonctionnalité est fortement dépendante des signaux solubles
présents dans l'environnement tumoral. Comme les macrophages, leur activité
régulatrice est médiée par la production de NO et de cytokines immunosuppressives

(76) (Figure 4). De par leur origine similaire, MDSCs et macrophages peuvent
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présenter un phénotype proche, et, chez le chien, les MDSCs restent encore peu
décrites indépendamment des macrophages. On notera que chez les chiennes
atteintes de tumeurs mammaires, Mucha et al ont décrit une population de MDSCs
apparentée aux granulocytes (CD11b* Grl1* CD33*) circulantes sécrétant de grandes
qguantités de la cytokine régulatrice IL-28 (91), suggérant un rdle possible de cette

population dans le monitoring immunitaire du développement tumoral.
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Figure 4 : Réle des différentes populations immunitaires dans les réponses pro- et anti-
tumorales. D’apreés Lei M. M. L. et al, 2021 (92)

L’'immunité anti-tumorale est permise par les NK et les lymphocytes T CD8* (sécrétion de
molécules cytotoxiques, mort cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) produits par les
plasmocytes, etc), activés par des cellules présentatrices d’antigénes (cDC1) et par des
cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y, etc). Avec le développement tumoral,
des mécanismes de recrutement d’échappement au systéme immunitaire se mettent en place
(perte du CMH de type | par les cellules tumorales, accumulation de macrophages, MDSC et
Tregs, etc).L’expression de PD-L1 par les Tregs et la sécrétion de cytokines régulatrices (IL-10,
TGF-8) contribuent a un climat régulateur inhibant les T CD8" et les NK.

Régulation par les cellules lymphoides dans le TME
Parmi les acteurs du maintien du climat régulateur dans le TME, les Tregs jouent un

réle central. Cette population de lymphocytes T CD4* joue un réle majeur dans les

processus de cicatrisation et de tolérance dans de nombreux contextes physiologiques
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(blessure, digestion, gestation, etc) en limitant I'activation des cellules effectrices de
linflammation. Wu et al ont démontré la similarité du transcriptome des Tregs chez

des donneurs sains canins et humains (93).

L’impact pronostic délétére des Tregs est depuis longtemps démontré dans le cancer
du sein de la femme (corrélation avec le grade, l'invasivité, la densité en micro-
vaisseaux, etc (69, 94)). Il est désormais connu que, comme chez la femme, les
tumeurs mammaires sont plus infiltrées par les Tregs que le tissu mammaire sain chez
la chienne, et qu’une forte infiltration par les Tregs est associée a un mauvais pronostic
(fort index mitotique, nécrose, grade, emboles lymphatiques (95), invasion des
ganglions lymphatiques drainant les tumeurs mammaires, etc (96)). L'importance de
'axe CCL17/CCL22/CCR4 dans le recrutement des Tregs dans le TME du cancer du
sein est démontrée (75). Chez la chienne, CCR4 est surexprimé au niveau
transcriptomique par les Tregs circulants (93) et au niveau protéique par les Tregs
infiltrant les carcinomes canins, dont les CMT (97).

Chez la femme, non seulement la présence des Tregs mais aussi un phénotype
fortement activé de ces Tregs sont associés a un mauvais pronostic. Les Tregs
inhibent les lymphocytes T CD4" effecteurs (Teff) par divers mécanismes (Figure 5)
(98). Leur forte expression du récepteur de haute affinité a I'lL-2 IL2Ra/CD25 leur
permet de consommer I'lL-2 présente dans le milieu, privant les Teff d’un facteur de
survie et d’activation et induisant leur apoptose. Les Tregs produisent également
divers signaux régulateurs (sécrétion d’'IL-10 et de TGF-B, participation a la production
d’adénosine extracellulaire par I'expression de Il'ectonucléotidase CD39, etc) et
limitent la transduction du signal du récepteur des lymphocytes T (TCR) par la
séquestration des co-récepteurs CD80/CD86 par CTLA-4. La production d’IL-10,
'expression de CD25, l'expression de CTLA-4 ont été observés au niveau
transcriptomique dans les Tregs canins (93). Par ailleurs, I'expression par les Tregs
intratumoraux de CCR8, qui est impliqué dans la maturation et le recrutement (99),
est associée a une forte activité suppressive et a un mauvais pronostic. CCRS8 fait
également partie d’'une signature spécifique des Tregs activés chez le chien sain au
niveau transcriptomique (93). Cependant, certains de ces mécanismes régulateurs
n’ont pas encore été étudiés chez les Tregs canins au niveau protéique : I'expression

de CD39, TIM-3 et CCR8 sur les Tregs canins reste a démontrer.
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Figure 5 : Mécanismes effecteurs de la régulation des Teff par les Tregs. (93, 100)
Caractéristiques des Tregs communes chez le chien et chez I’humain : expression de CD3 et
CD4, du facteur de transcription FOXP3 et du récepteur a I'lL-2 CD25. Mécanismes effecteurs
partagés par les Tregs canins et humains a gauche (fond bleu) : déplétion en IL-2 du milieu
par surexpression de CD25, sécrétion de cytokines régulatrices (IL-10, TGF-8), surexpression
de I'ICP CTLA-4, etc. Mécanismes uniquement étudiés chez I’humain a ce jour a droite (fond
rouge) : enrichissement du milieu en adénosine par I'expression de CD39, sécrétion de
molécules cytotoxiques (Perforine, Granzyme B), surexpression de I’'ICP TIM-3. Expression de
récepteurs a chimiokines CCR4 sur les Tregs du chien et de I’humain et CCR8 sur les Tregs
humains. Source : ETERRADOSSI Julia, BioRender.

Le phénotype des Tregs infiltrant les CMT n’a pas encore été beaucoup étudié au
niveau protéique. On peut penser qu’il est similaire au phénotype des Tregs fortement
activés infiltrant les cancers du sein de la femme. Les Tregs étant des acteurs majeurs
de la réponse immunitaire pro-tumorale, le développement d'immunothérapies
canines ciblant cette population demande une meilleure connaissance du phénotype

de ces cellules.

Chez la chienne présentant une CMT, les lymphocytes B semblent associés a un
mauvais pronostic (associé au developpement métastatique, Tableau Ill) (68). Par
ailleurs, la positivité en immunoglobulines de type G (IgG) des CMT corréle avec la
malignité (sans que la production des IgG par les lymphocytes B infiltrant les CMT ait
pu étre démontrée) (101). Les mécanismes par lesquels les lymphocytes B auraient

un effet pro-tumoral n’'ont pas encore étée étudiés dans les CMT.

Chez la femme, les lymphocytes B sont a I'inverse associés a un bon pronostic dans
le cancer du sein (Tableau IIl) (102). Les lymphocytes B intra-tumoraux semblent avoir
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des fonctions versatiles et trés dépendantes de I'environnement, pouvant étre a la fois
anti-tumorales avec la production d'immunoglobulines (reconnaissant des antigénes
tumoraux et permettant la réponse anti-tumorale médiée par ces immunoglobulines)
et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNF-o, IFNy, IL-17, etc) et pro-
tumorales avec la production de cytokines régulatrices (IL-10, TGF-B, Figure 4) (102).
Une telle diversité fonctionnelle souligne 'importance de I'environnement tumoral. La
validation de l'utilisation des CMT comme modeles des cancers du sein requerra une

étude précise du TME et des fonctions des lymphocytes B dans les CMT.

Impact de 'organisation spatiale de I'infiltrat immunitaire

Chez la femme, I'organisation spatiale de linfiltrat immunitaire influe également sur
I'efficacité de la réponse immunitaire anti-tumorale. La présence de structures dites
structures lymphoides tertiaires (TLS), caractérisées par la présence d’'une zone
enrichie en lymphocytes B (exprimant le marqueur de surface CD20) et d’'une zone
enrichie en lymphocytes T (exprimant le marqueur de surface CD3) bien définies, de
cellules myéloides (exprimant DC-Lamp) et de veinules post capillaires (HEVS) est

associée au pronostic dans de nombreux types tumoraux (103—-105).

Si la présence de TLS a longtemps été considérée comme de pronostic favorable et
comme un indicateur de la réponse anti-tumorale, un enrichissement de ces structures
en Tregs a été observé dans des tumeurs de haut grade de la prostate (106). Cette
variabilité du pronostic associé aux TLS peut étre expliquée par la définition de
différents stades de maturation des TLS. On distingue les structures immatures
(aggrégat simple de lymphocytes B et T), les TLS primaires (aggrégat de lymphocytes
B et T en zone distinctes, associés a des HEVS) et les TLS secondaires (aggrégat de
lymphocytes B et T en zones distinctes, associés a des HEVs, avec présence de
plasmocytes et centre germinatif avec lymphocytes B en prolifération) (Figure 6) (107).
Il semblerait que dans certains types tumoraux, le stade de maturation du TLS ait un

impact sur le pronostic (108).

Dans le cancer du sein, Gobert et al ont démontré que l'infiltrat Treg n’a pas d’impact
sur le pronostic lorsqu’il est présent dans le tissu tumoral alors que la présence de ces
cellules dans des agrégats lymphoides qui pourraient représenter des TLS est

associée a un phénotype fortement activé et un mauvais pronostic (75). Ces données
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suggeérent que la nature de l'infiltrat immunitaire mais aussi son organisation
Spatiale et sa localisation dans la tumeur sont des facteurs pronostiques

importants.

Curieusement, la caractérisation de TLS dans les tumeurs canines est extrémement
récente. Giambrone et al montrent que des structures péri-vasculaires enrichies en
lymphocytes B et T, qui pourraient étre des TLS, sont présentes a proximité des
proliférations épithéliales dans cinquante cas de carcinome simple chez le chien
(101). La caractérisation de différents stades de maturation des TLS et une
démonstration formelle de la corrélation de la présence des TLS avec le grade, la

malignité ou le pronostic n’ont pas encore été réalisées chez le chien.

TLS immature TLS primaire TLS secondaire
folliculaire folliculaire

Macrophages

C Lymphocytes B . Plasmocytes
Lymphocytes B de centre
‘ germinatif (Ki67+) i DCmatures (DC-Lamp+)

~ DCfolliculaires . Lymphocytes T CD4+ @ Cellules tumorales
\

: Lymphocytes T helpers O
‘ folliculaires Lymphocytes T CD8+

Figure 6 : Différents stades de maturation des TLS associés a des fonctions immunitaires
distinctes. D’apres Jacquelot N. et al, 2021

Les TLS évoluent de structures immatures désorganisées a des structures primaires organisées
en follicules riches en lymphocytes B et T et en HEVs, puis en structures secondaires organisées
en follicules riches en lymphocytes B et T avec un centre germinatif, en HEVs et en plasmocytes.

Cellules stromales

HEVs
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lll.Classification histologique des tumeurs mammaires

simples de la chienne

L’observation d’'une coupe histologique colorée a ’lhémalun-éosine d’'une tumeur fixée
au formol et incluse en paraffine (FFPE) permet sur la base de critéres
morphologiques et architecturaux de classifier les tumeurs mammaires de la chienne
(Tableau III) (109):

La classification de Goldschmidt (109) définit les sous-types histologiques selon
I'origine des populations cellulaires qui se tumorisent (épithéliale ou myoépithéliale
pour les carcinomes, mésenchymateuse pour les sarcomes), et analyse I'organisation
spatiale des cellules tumorales (tubulaires, papillaire, en crible) (Annexe 1). Chaque
sous-type est associé a un pronostic : les carcinomes anaplastiques, les comédo-
carcinomes, les carcino-sarcomes et les carcinomes adénosquameux sont tous
associés a un mauvais pronostic (61). Ces sous-types n’ont pas été étudiés ici, mais

leur étude (notamment en regard de linfiltrat immunitaire) serait pertinente.

La transformation tumorale maligne simultanée de plusieurs populations cellulaires
(épithéliale et mésenchymateuse) est relativement rare chez la chienne et conduit au
développement de carcino-sarcomes. Cependant on observe parfois la présence
d’'une population tumorale épithéliale (bénigne ou maligne) et d’'un population
tumorale myoépithéliale bénigne. On parle alors de tumeurs complexes. Ce sous-
type de tumeurs mammaires existe également chez la femme, chez laquelle |l
représente moins de 0,2% des tumeurs mammaires malignes et est associé a un

phénotype agressif (110).

La classification de Goldschmidt permet aussi d’identifier un autre type histologique :
les tumeurs mixtes, formées d’'une composante épithéliale bénigne ou maligne et d’'une
composante myoépithéliale bénigne mais qui montrent des signes de dysplasie
osseuse, cartilagineuse ou mésenchymateuse. Le pronostic associé a ce type
tumoral est trés variable (111), probablement en lien avec la composition variable en
cellules malignes et avec la sensibilité de ce diagnostic tres dépendante des
anatomopathologistes. Ce sous-type n’a pas été inclus dans notre cohorte.
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IV. Prise en charge thérapeutigue des néoplasies

mammaires de la chienne

1. Gold Standard — Exérese compléete de la chaine mammaire

Les recommandations de prise en charge des tumeurs mammaires canines ont évolué
ces derniéres années. La nodulectomie n’est recommandée que dans le cas d'un

unique nodule bénin, de petite taille (<0.5cm) (7).

Le caractére bénin ou malin n’étant déterminé qu’aprés I'analyse histologique du
nodule, et certains nodules n’étant détectés qu’a la palpation directe de la chaine
mammaire post-résection, dans un souci de bien-étre animal et d’économie de
moyens, il est recommandé de ne procéder qu’a une chirurgie de mastectomie

complete ou une hémi-mastectomie.

2. Chimiothérapies

Le traitement des CMT par chimiothérapie n’est pas systématique. Il est proposé,
notamment dans le cas de tumeurs de haut grade ou métastatiques pour lesquelles le

traitement gold standard seul est insuffisant.

Certaines chimiothérapies visent a limiter la prolifération des cellules tumorales,
particulierement celles basées sur une toxicité spécifique aux cellules en prolifération.
On notera que si Campos et al n‘ont pas observé d’influence de la chimiothérapie
simple (carboplatine) sur la survie, une association de la chimiothérapie a des
traitements adjuvants (thalidomide, dose métronomique de cyclophosphamide)

augmente la duréede survie (112).

Une autre approche vise a lever autant que possible I'environnement tumoral
régulateur. L’administration d’'un inhibiteur de la Cox-2 tel que le firocoxib, qui limite
la production des prostaglandines, permet d’augmenter la survie des chiennes
atteintes de CMT de haut grade (113).
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3. Perspectives de traitements disponibles ou envisagées en médecine

humaine

Considérant I'absence de traitements spécifiques aux CMT de haut grade chez la
chienne et leur faible survie, méme apres administration du traitement gold-standard,
le développement de nouveaux traitements pour ces affections, sur la base de
traitements envisagés en médecine humaine par exemple, parait une question

d’'importance.

Selon le stade tumoral, des traitements inhibiteurs des récepteurs hormonaux (anti-
HER2, Trastuzumab) ou d’inhibiteurs d’ICP (ICPb) (anti-PD-1, Pembrolizumab) sont
parfois prescrits pour une thérapie adjuvante ou néo-adjuvante, notamment chez les
femmes atteintes de cancers de stade 2 ou plus. (114, 115) Ces ICPb levent
l'inhibition des cellules immunitaires effectrices en bloquant les signaux régulateurs

transmis par les récepteurs PD-1 et CTLA4 sur les lymphocytes T activés.

L’argument du codt élevé de ces traitements est souvent avancé comme facteur
limitant leur applicabilité en médecine vétérinaire : en médecine humaine, le colt d’'un
an de traitement par ICPb est d’environ 1 000 euros par an/kg (116). Rapporté au
poids d’'un animal, un traitement par ICPb pourrait donc étre envisagé pour un prix
similaire a la chimiothérapie (qui revient a quelques centaines d’euros par cure en
incluant les frais d’hospitalisation) pour les chiens de petit gabarit. Si 'on prend en
compte le fait que la monothérapie par anti-PD-1 implique une administration toutes
les 3 semaines, pendant 2 ans, le col(t associé semble important mais envisageable.
On peut aussi s'intéresser aux immunothérapies sous des modalités néo-adjuvantes
(dans une période restreinte précédant de la chirurgie). Par exemple I'administration
de pembrolizumab en quatre cycles dans la période précédant la chirurgie plus neuf
cycles apres la chirurgie suffit pour améliorer significativement la survie sans
progression de patientes présentant des TNBC de stade Il ou Il (117). De telles
modalités de traitement pourraient présenter d’'importants bénéfices pour les
chiennes présentant des CMT de haut grade. Bien sar, le principal obstacle au
traitement néo-adjuvant est qu’en meédecine vétérinaire, le diagnostic est actuellement
réalisé sur piece d’exérése,aprés la chirurgie curative. Considérant tout ceci, une
immunothérapie pourrait sans doute au moins présenter un intérét pour le traitement

post-opératoire des CMT de haut grade.
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L’expression de PD-L1 par les cellules de CMT (118) et la surexpression de CTLA-4
et PD-1 par les lymphocytes T circulants de chiens atteints de cancer (119, 120)
suggerent que 'immunothérapie par anti-PD-1 pourrait présenter un bénéfice clinique
pour les chiennes présentant des CMT de haut grade. En effet, 'administration d’anti-
PD1 caninisé (toutes les huit semaines, jusqu’a 12 cycles) a des chiens présentant
des mélanomes oraux de stade IV ou d’autres carcinomes a significativement
augmenté la survie des animaux traités et maintenu une réponse compléte sur plus
d’'une année (121, 122).

Un autre outil disponible est I'anticorps anti-CCR4 (mogamulizumab, approuvé pour le
traitement de lymphomes T) qui permet la déplétion des cellules exprimant CCR4. i
pourrait notamment présenter un intérét chez des patients atteints de tumeurs solides
(étude clinique de phase I/ll NCT02281409 en cours), et possiblement chez le chien.
Comme mentionné précédemment, les Tregs infiltrant les CMT et autres carcinomes
du chien surexpriment CCR4. Le blocage du recrutement des Tregs dans les CMT par
administration d’anti-CCR4 déplétant est donc une piste thérapeutique envisageable,
qui permet d’augmenter significativement la survie de chiens présentant des tumeurs
de la vessie (123) ou de la prostate (100). Les études précédemment réalisées ne
permettent pas de quantifier le niveau d’expression de CCR4 sur les Tregs et les
autres populations cellulaires dans les CMT, ce qui apporterait des informations sur
I'efficacité potentielle et la spécificité d’'une thérapie inhibitrice de 'axe CCR4 et la
probabilité d’effets secondaires dus a une toxicité sur les autres populations cellulaires
exprimant CCR4 (la déplétion en lymphocytes T cutanés et en Tregs circulants (93)

pourrait générer des troubles auto-immuns et cutanés).
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V. Pertinence des tumeurs mammaires spontanées de
la chienne pour la modélisation du cancer du sein

humain

1. Dissimilarités entre tumeurs mammaires murines et humaines

Les tumeurs mammaires spontanées ou induites de la souris sont fréquemment
utilisées pour modéliser le développement des tumeurs mammaires humaines, car
elles présentent de nombreux avantages expérimentaux. Outre les considérations
purement matérielles (faible colt, homogénéité des résultats, praticité, manipulabilité,
tumeurs se développant rapidement), le modéle murin apporte la possibilité
d’inactivation d’'un gene dans l'organisme entier (lignée murine knock-out) ou
restreinte & une population cellulaire en particulier (lignée cellulaire knock-out par le

systeme de recombinase Cre-Lox).

Le modéle d’implantation orthotopique (qui étudie le développement de tumeurs
humaines dans I'organisme murin dont le systeme immunitaire est humanisé) présente
de trés nombreux inconvénients, dont le principal est que le systéme immunitaire

étudié n’est pas physiologique ni adapté a I'organisme.

Le modele de tumeurs mammaires murines spontanées (comme le modeéle PYMT)
présente lui aussi des différences importantes avec le cancer du sein de la femme :
l'induction directe de tumeurs mammaires empéche par exemple la modélisation des
facteurs de risques, limite la possibilité de modéliser les interactions au long-terme du
systeme immunitaire avec la tumeur. Un nombre important d’études récentes
évaluent la pertinence de différentes options thérapeutiques pour le traitement des
types de cancers du sein de mauvais pronostic (TNBC notamment). Or la pertinence
du modele murin sur ce point peut étre remise en question, toujours dans l'optique de

la modélisation de la réponse a long terme.

De nouveaux modeles murins, plus proches du processus de tumorigénése du cancer
du sein de la femme, sont en développement pour pouvoir étudier la progression du
développement tumoral. Cependant, ces modeles restent limités du point de vue des
facteurs de risques, des expositions environnementales, des prédispositions

géeneétiques, du réle du microbiote notamment.
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2. Similarités entre tumeurs mammaires canines et humaines

Certains types de tumeurs mammaires canines semblent de bons candidats pour

modéliser les cancers du sein de la femme, notamment les adénocarcinomes simples.

On rappellera que l'incidence, I'age « physiologique » d’occurrence, le pronostic des
tumeurs mammaires sont similaires chez la chienne et la femme (55), de méme que
nombre de facteurs de risques et facteurs pronostiques, tels que l'imprégnation
hormonale physiologique et exogéne, I'age, le surpoids, qui sont corrélés a un risque
plus important de tumeurs mammaires et/ou a un mauvais pronostic chez la chienne

et la femme (Tableau III).

Le modele canin est également histologiguement tres proche du cancer du sein.
Certains sous-types histologiques sont similaires chez la femme et la chienne, et
peuvent étre classifiés selon I'expression ou non des récepteurs hormonaux ER, PR

et HER-2, qui sont similairement associés au pronostic (Tableau IlI).

Comme discuté plus haut, l'interaction du systéme immunitaire avec les tumeurs
mammaires canines et humaines semble similaire, a I'exception du role contrasté des

lymphocytes B. (Tableau lII).

Enfin, les chiens vivant au quotidien dans le méme environnement que les
propriétaires sont notamment exposés aux mémes facteurs de risques

environnementaux et partagent une partie de leur microbiote intestinal.

Toutes ces similarités, associées au développement plus rapide des tumeurs canines
et a 'absence des biais liés aux conditions d’élevage en animalerie, sont autant

d’arguments pour I'utilisation des CMT comme modeéle du cancer du sein.
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3. Particularités canines pouvant limiter la pertinence du modele canin

Il existe pourtant quelques différences majeures entre les tumeurs mammaires de ces

deux especes.

Chez les chiennes non stérilisées comme chez la femme, chaque phase de dicestrus
est associée a une hypertrophie des glandes mammaires. Le cycle reproductif de la
chienne est sensiblement plus long que celui de la femme, et I'espérance de vie de
la chienne plus courte : le nombre de cycles reproductifs d’'une chienne est inférieur
a celui d’'une femme. Le développement du tissu mammaire et la tumorigénése étant
liés a l'imprégnation hormonale, il s’agit d’'une distinction majeure entre chienne et
femme.Cette différence est encore augmentée par la stérilisation des chiennes de plus
en plus fréequente en médecine vétérinaire. Les études récentes prennent en compte
cette limite, mais les études plus anciennes (antérieures aux années 2000 par
exemple) pourraient présenter un biais. La pertinence des CMT comme modéle de

recherche translationnelle devra sur ce point étre examinée.

Une autre particularité canine est le développement fréquent de tumeurs mixtes. Les
cohortes d’études translationnelles sont généralement composées de chiennes
atteintes de tumeurs simples pour une meilleure similarité aux tumeurs humaines, ce
qui évite le biais. Cependant, dans le cas ou une thérapie de médecine humaine serait
appliquée a des chiennes atteintes de CMT, une attention particuliere devrait étre

apportée a la réponse des chiennes atteintes de tumeurs mixtes.

La validation des CMT comme modéle d’étude des tumeurs humaines nécessite une
étude plus approfondie de [linfiltrat immunitaire (similarités des mécanismes
effecteurs, existence des mémes sous-populations) et notamment de I'organisation
spatiale de cet infiltrat, sur laquelle trés peu de données sont actuellement
disponibles. C’est I'objectif de notre projet de recherche.

Par ailleurs, les outils disponibles en recherche biomédicale humaine et recherche
vétérinaire sont encore trés différents. Le marquage d’IHC en recherche vétérinaire
est généralement automatisé puis son analyse réalisée par I'anatomopathologiste
visuellement, avec la sélection de 10 champs de grossissement x40 représentatifs de
'ensemble de la lame. Cette sélection est faite par I'anatomopathologiste, donc
rarement en double aveugle, et représente un biais non négligeable : la

représentativité est une notion subjective et problématique en cas d’hétérogénéité de
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la lame. Il est en effet démontré que la sélection de zones d’intérét et I'identification de
figures mitotiques peut varier selon I'observateur-trice, et qu’une assistance par un
algorithme de prédiction automatisé peut réduire les erreurs et la variabilité sur ces
deux points (124, 125). En recherche de médecine humaine, les études récentes
centrées sur des marquages IHC et de multi-immunofluorescence (mIF) sont basées
sur une analyse semi-automatique des lames, parfois basée sur des modules
d’intelligence artificielle. Pour aller plus loin dans les perspectives de cette
modélisation, on notera que l'analyse des tumeurs humaines et murines dans les
projets de recherche les plus récents se base sur une détection automatique des
noyaux cellulaires et des phénotypes de chaque cellule (sur la basede la présence de
marquage positif dans une zone environnant le noyau, par exemple), avec une
identification des zones épithéliales et stromales. Ces procédés sont tres en avance

sur les techniques actuellement validées et utilisées en recherche vétérinaire.

Une revue rapide de la littérature montre que les outils d’analyse automatisée de
marquages IHC chez le chien incluent généralement une analyse pixel par pixel ou de
surface pour les plus anciens (126, 127) ou une identification du phénotype cellule par
cellule (128, 129) d’aprés un procédé dont les modalités pratiques ne sont pas toujours
décrites et donc parfois difficilement reproductibles pour les plus récents (130). A notre
connaissance, aucune étude basée sur une analyse automatisée n'a a ce jour éte
réalisée sur marquages IHC de CMT, ne permettant pas d’évaluer la pertinence de
ces méthodes d’analyses en tenant compte des spécificités des CMT. L’évaluation de
la pertinence du modeéle canin nécessitera probablement la validationchez le chien
des outils les plus fréquemment utilisés a I'heure actuelle pour I'étude des tumeurs

mammaires humaines.

En conclusion, il est généralement accepté que les CMT seraient un bon modéle
de recherche translationnelle des tumeurs mammaires humaines. La partie
expérimentale de cette these vise a mieux caractériser le phénotype et la
topographie de l'infiltrat immunitaire dans les CMT, notamment par I'utilisation
de concepts et d’outils validés dans larecherche en médecine humaine. Le but
est d’évaluer la pertinence des CMT comme modele translationnel et la
possibilité de transposer des thérapies utilisées en médecine humaine en
médecine vétérinaire, avec une attention particuliere sur Pimpact du

développement de tumeurs multifocales.
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PARTIE 2

CARACTERISATION PHENOTYPIQUE PAR

CYTOMETRIE EN FLUX DES POPULATIONS
LYMPHOCYTAIRES INFILTRANT LES TUMEURS
MAMMAIRES CANINES

L’objectif est de mieux caractériser linfiltrat immunitaire et notamment linfiltrat
lymphocytaire chez les chiennes atteintes de tumeurs mammaires, pour le comparer a

I'infiltrat des tumeurs mammaires humaines.

Malheureusement, les outils immunologiques disponibles pour étudier
spécifiguement l'infiltrat lymphocytaire canin sont encore peu nombreux. La premiére
partie de ce travail de thése a donc consisté a évaluer sur des cellules lymphoides de
chien provenant de sang circulant, de tissus ganglionnaires lymphatiques et de tissus
mammaires sain ou néoplasique soumis a une dilacération mécanique puis a une
digestion enzymatique, la réactivité et la spécificité d’anticorps habituellement utilisés

chez ’'hnomme en recherche biomédicale.

. Matériels et méthodes

1. Echantillons biologiques

L’utilisation pour ce projet de ganglions lymphatiques drainants (NLd) et de tissu
mammaire sain et tumoral de chiennes présentant un ou des nodules mammaires
issus d’une prise en charge par hémi-mastectomie ou mastectomie complete a été
approuvée par le comité d’éthique en expérimentation animale de VetagroSup. Aprées
obtention du consentement éclairé des propriétaires, les chiennes présentant au
moins une tumeur mammaire et traitées par hémi- mastectomie ou mastectomie
complete au service de reproduction de VetagroSup oudans une clinique partenaire

ont été inclues dans la cohorte prospective.
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Apres résection, les chaines mammaires ont été conservées dans du milieu Roswell
Park Memorial Institute 1640 (RPMI) - glutamax complémenté de 10% de Sérum de
Veau Foetal (SVF, Eurobio), et des antibiotiques : pénicilline (100 Ul/mL) et
streptomycine (100 Ul/mL) (Eurobio)) (RPMic). Les échantillons de tissu sain, de NLd
et de tumeur ont été prélevés par le Pr T. Marchal (VetAgroSup). Six animaux ont été

inclus dans I'étude.

Le prélevement de 15mL de sang de chiens sains de race Beagle de I'Institut Claude
Bourgelat, dans le respect des regles de bien-étre animal, pour la validation de
nouveaux réactifs destinés a la recherche par le laboratoire d’Anatomopathologie de
VetAgroSup a été approuvée par le comité d’éthique en expérimentation animale de
VetAgroSup. Cing animaux ont été utilisés : deux pour la phase de mise au point et

trois pour I'analyse.

L’étude prospective inclut des chiennes de races Léonberg, Rhodesian Ridgeback,

Terrier et croisées (Tableau 1V).

2. Digestion enzymatique des tissus et obtention de suspensions
cellulaires de CMT

Les échantillons de NLd, de tissu mammaire sain et de tumeurs des six chiens ont
été dilacérés en fragments de 1mm puis incubés 45 minutes a 37°C dans du RPMI
contenant des enzymes (DNAse | (0.25 U/mL) et Collagénase IV (4.5 mg/mL) (Sigma-
Aldrich)). La suspension obtenue a été filtrée sur filtres de 100um (Corning) et rincée
avec 20mL de RPMIlc. Aprés centrifugation de cing minutes a 1200rpm a RT, le culot

a été re-suspendu dans du SVF contenant 10% de DMSO puis congelé a -80°C.

3. Isolement des lymphocytes circulants

15mL de sang de cing chiens sains ont été immédiatement dilués au demi dans du
PBS, déposé sur 20mLde milieu de séparation de lymphocytes (Eurobio) et centrifugé
30 minutes a 1800rpm a température ambiante (RT).Les cellules mononucléées de
sang périphérique (PBMCs) récoltées a l'interface ont été lavées avec 50mL de PBS.
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Tableau IV : Diagnostics histologiques et caractéristiques biologiques des cas inclus dans
lacohorte prospective.
Caractéristiques biologiques Nombre de cas inclus
dans lacohorte

Diagnostic histologique

Adénocarcinome simple

Carcinome simple

Dﬁ:)
N W

Adénome simple

Grade

NA

Grade |

Grade 11

::T—I’:
Ol WIN

Grade Il1

Observation d’emboles lymphatiques

Oui

n=0
Non n=6

Présence de métastases macroscopiques

Oui n=0

Non n=6

Age moyen en années (£SD) 8,8+3,1

Race

Leonberg

Rhodesian Ridgeback

Yorkshire Terrier

n=1
n=1
Jack Russell Terrier n=2
n=1
n=1

Croisé

Statut reproducteur

Chienne entiere

Chienne stérilisée

ND n=0

Certaines caractéristiques sont non applicables a certaines cohortes (NA) ou indéterminées
(ND).

4. Activation lymphocytaire

Les PBMCs ont été mises en culture dans du RPMic a raison de 5.10° cellules/mL
dans des plaques 96 puits a fond rond, puis pour la moitié des puits de la
concanavaline A (ConA, 5ug/mL, Sigma-Aldrich) a été rajoutée pour provoquer une
activation lymphocytaire alors que pour I'autre moitié (contréle) rien n’a été rajouté.
16h apres le début de l'incubation les cellules ont été récoltées et analysées apres

immunomarquage en cytométrie en flux.
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5. Marquages en cytométrie en flux (FC)

» Marquages des PBMCS

Chez la femme, linfiltration du cancer du sein par des lymphocytes Tregs et
'augmentation dans l'infiltrat du ratio Tregs /lymphocytes T CD8 sont deux facteurs
de mauvais pronostic (75, 131). De plus, le phénotype de ces cellules est également
associé au pronostic : des Tregs fortement suppresseurs, prolifératifs, exprimant plus
fortement les marqueurs d’activation CTLA-4 et CD25 et le récepteur CCR8 sont de
mauvais pronostic dans le cancer du sein de la femme (132) et la présence de
lymphocytes T CD8* épuisés (co-exprimant PD-1 et CTLA-4) est un indicateur
pronostique de réponse positive a I'immunothérapie (133). Pour évaluer le phénotype
des lymphocytes T infiltrant les CMT, seconde partie de notre travail expérimental, et
vérifier s’il est similaire a celui des lymphocytes T infiltrant les cancers du sein, nous
avons d’abord évalué, sur des PBMC de chiens sains activés (n=2) ou non (n=3) la
spécificité de sept Ac reconnaissant des marqueurs d’activation de lymphocytes T,
marqueurs exprimés a la fois par les lymphocytes effecteurs et régulateurs
(Pectonucléotidase CD39, les récepteurs co-stimulateurs OX-40, 4-1BB, GITR, les
ICP CTLA-4 et TIGIT et le récepteur a chimiokines CCR4 ou des marqueurs
d’activation plus spécifiques des Tregs (récepteur a chimiokine CCRS8), fortement
exprimés par les Tregs les tumeurs mammaires de la femme, et exprimés
spécifiguement, au moins au niveau transcriptomique par les Tregs canins (Tableau
V) (93).

Les quatre autres Ac utilisés (anti-CD3, CD4, CD25 et CD194) sont déja vaidés chez
le chien et utilisables en cytométrie de flux (Tableau V). L’Ac anti-CCR4 nous a servi
de contrdle (123), les Ac anti-CD3 et anti-CD4 nous ont permis d’identifier la
population T CD3* CD4", incluant la sous-population Treg d’intérét (comme définis
par la stratégie de gating présentée Figure 7A). L’Ac anti-CD25 nous a permis de
veérifier la surexpression de CD25 par les PBMC actives par la ConA (Figure 7B), et
donc de confirmer l'efficacité de I'activation.

Les PBMCs récoltées ont été lavées en PBS 1X et incubées 15min & 4°C en Zombie
Yellow Fixable Viability Kit (BioLegend, 423103, 1/500 en PBS 1X) pour évaluer la
viabilité cellulaire, puis incubées 30min a 4°C avec des Ac anti-CD3-FITC (BioRad,
CA17.2A12, 1:25), anti-CD4-PE-Cy7 (eBiosciences, YKIX302.9, 1:20), anti-CD25-
eFluor660 (eBiosciences, P4A10, 1:20), anti-hCD39-PerCP-eF710 (eBiosciences,
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Al, 1:25), anti-hCD134-APC-Vio770 (Miltenyi, REA621, 1:50), anti-CTLA-4-PE (BD,
BNI3, 1:20), anti-hTIGIT-PerCP-Cy5.5(BD, A15153G, 1:20), anti-hCD137-BVv421
(BioLegend, 4B4-1, 1:50) et anti-GITR-PE (RnD, 100416, 1:10) puis incubées 20min
a37°Cavec les Ac anti-hCCR8-BB700 (BD,433H, 1:40), et anti-hCCR4-PE (BD, 1G1,
1:10) et enfin fixées en formaldehyde 4% (SigmaAldrich) (Tableau V).

Tableau V : Anticorps évalués par cytométrie en flux sur PBMCs canins.

Anticorps Antigéne Autres noms de Population exprimant
reconnu I'antigéne I’antigéne chez ’lhomme

Anti-CD3 CD3 -

FITC Lymphocytes T

Anti-CD4 CD4 - Lymphocytes T CD4*

PE-Cy7

Anti-CD25 CD25 IL2RA Tregs,

eFluor660 Lymphocytes T activés

Anti-CD39 CD39 Ecto-ATPase 1 Tregs,

PerCP- Lymphocytes T

eF710

Anti- CD134 OX-40 Lymphocytes T activés,

CD134 Lymphocytes B, DCs,

APC- éosinophiles.

Vio770

Anti- CD152 CTLA-4 Tregs,

CTLA-4 Lymphocytes T activés

PE

Anti-TIGIT - TIGIT Tregs,

PerCP- Lymphocytes T activés, NK

Cy5.5

Anti- CD137 4-1BB Lymphocytes T activés, NK

CD137

Bv421

Anti-GITR CD357 GITR Tregs, Lymphocytes T activés

PE

Anti-CCR8 CD198 CCRS8 Tregs intratumoraux,

BB700 Lymphocytes T cutanés
Lymphocytes T helpers de
type 2 (Th2),

Anti-CCR4 CD194 CCR4 Tregs circulants,

PE Lymphocytes T cutanés
Lymphocytes Th2,

» Marquage des suspensions cellulaires de CMT

Il serait intéressant pour la médecine vétérinaire de pouvoir transposer des thérapies
utilisées ou envisagées en médecine, plus particulierement les thérapies inhibitrices
des axes CCL17/CCL22/CCR4 et PD-1/PD-L1, désormais indiquées chez 'lhomme

pour le traitement de certains cancers du sein trés agressifs, au traitement de CMT
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de haut grade, et d’évaluer l'applicabilité chez le chien de nombreuses autres
immunothérapies actuellement a I'étude chez ’lhomme, en particulier celles ciblant les
récepteurs CTLA-4, TIM-3 ou TIGIT. L’éventuelle indication de ces thérapies pour le
chien dépendra entre autres du niveau d’expression de ces molécules sur l'infiltrat
lymphocytaire des CMT.

Prenant en compte la faible disponibilité d’outils validés chez le chien, nous avons pu
étudier trois récepteurs a la surface de lymphocytes T infiltrant les CMT : CCR4, PD-
1 et TIM-3, grace a des réactifs validés chez le chien et utilisables en cytométrie en
flux (123, 134-136).

Ces trois protéines sont surexprimées par les Tregs infiltrant les cancers du sein et
leur présence n’a pas encore été étudiée a la surface des lymphocytes T infiltrant les
CMT. Par ailleurs, ces trois marqueurs représentent des pistes thérapeutiques non
explorées chez le chien.

Dans cette partie de notre travail, nous avons dans un premier temps étudié sur les
suspensions cellulaires de nos trois tissus d’intérét les effectifs relatifs des sous-
populations lymphocytaires T suivantes : T CD4* (CD45* CD3* CD4* CD8"9), Tregs
(CD45* CD3* CD4* CD8"™9 FOXP3*), Teff (CD45* CD3* CD4* CD8" FOXP3"9) et
T CD8" (CD45* CD3* CD4"9 CD8") ainsi que le ratio des FOXP3*/CD8* parmi nos
trois tissus d’intérét. Dans un second temps, nous nous sommes attachés a évaluer

I'expression des marqueurs PD-1, TIM3 et CCR4 sur ces populations.

Les suspensions cellulaires de CMT, LNd, et tissu mammaire, ont été décongelés en
RPMIc préalablement chauffé, lavés en RPMIc puis en PBS, incubés 15 min a 4°C
avec du Zombie NIR Fixable Viability Kit (BioLegend, 423106, 1/4000 dilué en PBS
1X), incubés avec les Ac anti-CD45-AF700 (Novus, YKIX716.13, 1/50), anti-CD4-
SB436 (eBiosciences, clone YKIX302.9, 1/25), anti-CD3-FITC (BioRad, CA17.2A12,
1/25), anti-CD8-SB600 (eBiosciences, clone YCATES5.9 1/25), anti-CD25-PE-Cy7
(eBiosciences, clone P4A10, 1/25), anti-TIM3 (ab47997, Abcam, goat polyclonal
antibody, 1/25), anti-PD-1-AF647 (Novus, clone 4F12, 1/25), incubés 25 min a 37°C
avec I'Ac anti-CCR4-BV786 (BD, 1G1, 1:25) dilués en PBS 1X contenant 2 mmol/L
d’EDTA et 2% de SVF, fixés 20min en solution de fixation/perméabilisation (Foxp3 /
Transcription Factor Staining Buffer Set, Invitrogen) et incubés 35 min & 4°C avec I'Ac
anti-FOXP3-PerCP-eF710 (eBiosciences, clone FIJK16S, 1/25) dilué en tampon de
perméabilisation (Foxp3 / Transcription Factor Staining Buffer Set, Invitrogen)
(Tableau VI). L’Ac anti-TIM3 non couplé a été manuellement couplé au fluorochrome
60



CF538 en utilisant le kit Biotium Mix-n-stain labeling kit (Biotium) avant son évaluation

dans le panel.

Les données ont été acquises sur le cytométre en flux Fortessa-LSRIlI (BD) et

analysées sur le logiciel FlowJo V10.9 (Tree Star).

Tableau VI : Anticorps évalués par cytométrie en flux sur suspensions cellulaires de CMT, LNd
et tissu sain.

Anticorps Antigene Autres noms de Population exprimant

reconnu I’antigéne I’antigéne chez ’lhomme
Anti-CD45 CD45 - Cellules immunes
AF700
Anti-CD3 CD3 -
FITC Lymphocytes T
Anti-CD4 CD4 - Lymphocytes T CD4*
PE-Cy7
Anti-CD8 CD8 - Lymphocytes T CD8*
SB600
Anti-CD25 CD25 IL2RA Tregs,
PE-Cy7 Lymphocytes T activés
Anti- FOXP3 - Tregs
FOXP3
PerCP-
eF710
Anti-TIM3 CD366 TIM3 Lymphocytes T activés,
Anti-PD1 CD279 PD1 Lymphocytes T activés
AF647
Anti-CCR4 CD194 CCR4 Tregs circulants,
BV786 Lymphocytes T cutanés

Lymphocytes Th2,

6. Analyse statistique

Les résultats ont été analysés par un test non paramétrique de rangs Wilcoxon pairé
(comparaisons intra-individuelles) ou un test de Kruskal-Wallis non pairé avec
correction pour comparaisons multiples (comparaison inter-individuelle) sur GraphPad
Prism (V7).

La taille réduite des cohortes limite la significativité des résultats, bien que les outils

statistiqgues adaptés aient éte utilisés.
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Il. Résultats

1. Screening sur PBMCs de chiens sains d’'un panel d’Ac validés chez

’homme

L’activation des PBMC par la culture pendant 16h en présence de ConA induit une
augmentation d’environ 40% de la proportion de T CD4* CD25"9". Ceci nous permet

de confirmer que I'activation a fonctionné (Figure 7B).

Deux anticorps parmi les sept nouveaux anticorps testés, les anti-CCR8 anti-TIGIT,
nous ont donné un signal positif a la surface des lymphocytes canins, alors qu’avec
les cing autres, les anti-CD39, anti-CD134, anti-CD137, anti-CD357 et anti-CD152,
nous n’avons obtenu aucun signal en particulier sur notre population cible Treg
(Figure 8).

Bien que le faible nombre d’échantillons analysés empéche de tirer des conclusions
définitives sur la base d’une analyse statistique, on observe une augmentation de
I'expression de CCR4 et CCR8 par les T CD4* CD25"9" aprés activation et une
expression plus importante de TIGIT par les CD25M9" par rapport au CD25'°" avant et
apres activation (Figure 7C). On notera que I'augmentation de CCR4 et CCRS8 est
spécifique des lymphocytes CD3* CD4* CD25"9", ce qui est cohérent avec une

population composée de lymphocytes T activés et de Tregs.

2. Identification et quantification par FC de l'infiltrat lymphocytaire des
CMT

La proportion de Tregs (CD4* CD25"9h FOXP3*) estassez faible et ne semble pas varier
significativement entre le ganglion, le tissu sain et le tissu tumoral (Figure 9A).

Les T CD4* et les Teff (CD4* CD25'°") semblent enrichis de maniere non significative

dans le ganglion et le tissu tumoral par rapport au tissu sain (Figure 9A).

Les T CD8* semblent enrichis de maniere non significative dans le ganglion par

rapport aux tissus sain et tumoral (Figure 9A).

On observe une tendance non significative a un plus fort ratio FOXP3*/CD8* dans les

tumeurs par rapport au tissu sain et au NLd (Figure 9B).
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Figure 7 : Exemple représentatif d’un screening d’anticorps reconnaissant des marqueurs
d’activation des lymphocytes T sur des PBMC des chiens sains activés ou non. Activation par
culture 16h en RPMlIc (témoin) ou RPMIic + ConA (activé, 5ug/mL). (A). L’expression des
marqueurs d’activation est évaluée sur les lymphocytes T CD4* (CD3* CD4*) définis selon la
stratégie de gating décrite. (B) L’activation induit une expression de CD25 par les lymphocytes
T circulants canins. (C) Les anticorps anti-hCCR4, anti-hCCR8 et anti-hTIGIT reconnaissent un
marqueur de surfaces surexprimé par les CD25"9" aprés activation.
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CCR4 semble surexprimé sur toutes les populations lymphocytaires du tissu tumoral,
en comparaison aux tissus ganglionnaire et sain, mais cette surexpression n’est pas
significative (Figure 9C).

TIM-3 est surexprimé par les lymphocytes T CD8* des trois tissus étudiés en
comparaison aux Teff et aux T CD4". Il semble également fortement exprimé sur les

Tregs du ganglion et du tissu sain mais pas sur ceux du tissu tumoral (Figure 9D).

PD-1 semble surexprimé par les lymphocytes T CD8* des trois tissus (ganglion, tissu
sain et tissu tumoral, Figure 9E).

Proportions des populations Ratio FOXP3/CD8

2]
(=]
I

»
(=)
e
Llvy)
P
L]

w
(=)
-
(=]
I

T }.

CD4+  Treg  Teff CcD8+ . .
Population @ Ganglion < s

% parmi les cellules CD45+

> B8
s
—_—t—
O
o—i—
——
rot—f——ae
°
Ratio FOXP3/CD
2
-+
°
®

o
=

2 A «© B

T!ssu sain ,on e"e «o@

@ Tissu tumoral © s
Echantillon
CCR4 TIM-3 PD-1
100 100 100 0.059

+ . T
& 80 80 .
3] .
(3]

60
°
40 l’ . i I
S 20 } I_ ° 1 {.l ° > 20 -I-
° 5 o 5 {
0 tlpe ole ida _l__i_ il Lil

CcD4 Treg Teff cD8 cD4 Treg Teff cDs8 cD4 Treg Teff cDs8
Population Population Population

% de cellules TIM-3+

% de cellules PD-1+
8 38 8
°
B
— —
K3
@
Y
i
QO—F'—H.

% de
»n
o
b d
=
°
-
aoh—

Figure 9 : CCR4, TIM-3 et PD-1 sont surexprimés par les lymphocytes T CD8* dans les CMT.
Proportions des différentes sous-populations lymphocytaires parmi linfiltrat immunitaire
CD45* (A). Rapport des effectifs de Tregs et T CD8" infiltrants (Tregs/CD8*, B). Expression
parmi les populations lymphocytaires CD4*, Tregs (CD4* CD25"3" FOXP3*), Teff (CD4* CD25"%)
et CD8* de CCR4 (C), TIM3 (D) et PD1 (E).
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[1l. Discussion

Ce projet de recherche avait pour objectif une premiére approche en vue d'une
meilleure caractérisation de l'infiltrat immunitaire des tumeurs mammaires canines,
pour permettre une évaluation de la pertinence des CMT comme modele d’étude des
cancers du sein de la femme et pour évaluer I'applicabilité des traitements novateurs

utilisés en médecine humaine aux traitement des CMT.

La premiére partie de ce travail avait pour but d’évaluer sur du sang de chiens la
réactivité et la spécificité d’anticorps habituellement utilisés chez 'homme en
recherche biomédicale, afin de déterminer si ces outils pourraient étre utilisés en

médecine vétérinaire.

Ce screening nous a permis d’identifier deux candidats potentiels utilisables chez le
chien, reconnaissant les récepteurs CCR8 et TIGIT. Nous avons également pu vérifier
a cette occasion l'intérét de I’Ac anti-CCR4 déja utilisé chez le chien.

L’absence d’expression de CCR4 par les Tregs circulants non activés chez le chien
est une différence majeure avec ’lhomme (75). Maeda et al ont démontré que CCR4
est surexprimé par les lymphocytes T CD4* et plus spécifiquement par les Tregs
circulants chez les chiens présentant des tumeurs (100, 123), et CCR4 est surexprimé
par les Tregs circulants de chiens sains au niveau transcriptomique (93). On
s’attendrait donca une surexpression de CCR4 par les Tregs circulants non activés
gue nous n’observons pas ici. L’Ac utilisé a été validé par cytométrie de flux sur des
Tregs circulants de chiens présentant des tumeurs : peut-étre sa sensibilité au CCR4
canin est-elle moindre que sa sensibilité au CCR4 humain, ce qui pourrait nous
empécher de détecter une surexpression surles Tregs de chiens sains. Un autrefacteur
explicatif est le fort signal observé dans le canal PE sans addition de I'anticorps : on
constate que le signal PE est déja d’'une intensité d’environ 10° ou 10*dans le puits
témoin (limite basse de la fenétre de positivité beaucoup plus haute dansle canal PE
gue dans les autres canaux), ce qui peut étre lié a une fuite d’un autre signal dans ce
canal (le signal PE- Cy7, par exemple). Nous n’avons pas réussi a éliminer ce bruit

de fond et n’avons donc pas pu étudier un éventuel signal PE de faible intensité.
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On sait gue CCR8 est actuellement un des marqueurs protéigues les plus spécifiques
des Tregs intratumoraux (140), et de nombreux projets ont démontré chez la souris le
bénéfice sur la survie globale de la déplétion des Tregs intratumoraux par le ciblagede
CCR8. La spécificité de I'expression de CCR8 par les Tregs intratumoraux chez le
chien a été démontrée au niveau transcriptomique par Wu et al (93). Nos résultats
suggerent que le clone 433H est le premier Ac testé en cytométrie de flux présentant
une possible spécificité pour le CCR8 canin. Pour définitivement valider ces résultats,
il sera nécessaire de tester ’Ac sur une lignée cellulaire transfectée avec le géne
CCRS8 canin. Cette validation représente une étape cruciale pour le développement
d’'une immunothérapie anti-CCR8 chez le chien, d’intérét notamment pour les tumeurs

de haut grade dont le traitement actuel n’est pas associé a un trés bon pronostic.

Enfin, nous avons identifié sur les suspensions de PBMC un dernier Ac présentant
une possible spécificité croisée chez le chien : I'anti-TIGIT. TIGIT est une protéine de
surface exprimée par les lymphocytes T et NK, induisant un signal inhibiteur. Le
ciblage de TIGIT en addition a d’autres immunothérapies dans un essai clinique de
phase Il a permis une survie sans progression et une survie globale plus longues chez
des patients atteints de cancer du poumon non a petites cellules exprimant PD-L1. La
caractérisation de I'expression de TIGIT par les lymphocytes T infiltrant les CMT sera
nécessaire a I'évaluation de l'intérét de traitements anti-TIGIT pour les chiennes
présentant des CMT. Nous observons une possible spécificité croisée du clone
A15153G anti-TIGIT chez le chien, suggérant que cet outil pourrait étre utilisé pour
caractériser l'infiltrat immunitaire des CMT. Comme pour I'anti-CCR8, la validation
définitive de cet outil demandera son évaluation sur une lignée transfectéeavec le

géne TIGIT canin.

Les autres anticorps testés ne semblent pas présenter une spécificité croisée pour
les antigenes canins. Nous ne pouvons exclure que I'absence de marquage observée
sur les PBMCs activés soit liee a 'absence d’expression des antigenes canins par les
PBMCs activés. Une évaluation sur lignée transfectée avec les génes canins
permettrait de déterminer si 'absence de signal est due a un manque de spécificité

des Ac ou a une absence d’expression des marqueurs par les PBMCs activés canins.
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Dans la suite de cette étude, les Ac testés ci-dessus n’étant pas définitivement validés
chez le chien, et la sensibilité de ces Ac vis-a-vis des Ag canins pouvant étre plus
faible et représenter un biais dans I'analyse du niveau d’expression des marqueurs,
nous avons choisi d'utiliser des Ac anti-CCR4, anti-TIM3 et anti-PD-1 dont la

spécificité chez le chien en cytométrie en flux avait déja été prouvée (123, 134-136).

Les résultats obtenus dans cette partie de notre étude sont cohérents avec la
surexpression de CCR4 par les Tregs intratumoraux observée dans les cancers de la
prostate canins (97) ainsi qu’avec le réle démontré de CCR4 dans le recrutement des
lymphocytes dans le tissu tumoral du cancer du sein (75) et I'expression de CCR4par

les T CD8" mémoires centraux (137) chez 'humain.

De méme, l'expression de TIM-3 et PD-1 par les lymphocytes T CD8* dans
'environnement tumoral est cohérente avec les données existantes chez la femme.
Dans les tumeurs du sein agressives, PD-1 est surexprimé par les lymphocytes T CD4*
et T CD8" (138) et I'expression de TIM-3 par les lymphocytes T CD8* de
'environnement tumoral correle avec le grade (139). Cependant, I'absence de
différence significative d’expression de PD-1 et TIM-3 entre les infiltrats
lymphocytaires du tissu sain et du tissu tumoral est surprenante. Elle est peut-étre
due a la taille réduite de la cohorte prospective étudiée, ou a la nature des échantillons
de tissu sain : ici un tissu adjacent, non macroscopiquement envahi, mais prélevé sur
des chiennes atteintes de tumeurs mammaires (par opposition a des chiennes
atteintes de pathologies non tumorales ou saines). La forte expression de PD-1 et
TIM-3 par l'infiltrat immunitaire du tissu sain pourrait donc également étre liée a une
modification de linfiltrat immunitaire du tissu mammaire en général, méme du tissu

sain, chez les chiennes atteintes de tumeurs mammaires.

Un autre résultat surprenant est la relativement faible expression de PD-1 par les Tregs
et T CD4* de I'environnement tumoral chez le chien. Chez 'humain, le niveau
d’expression de PD-1 est trés élevé sur toutes les populations T dans I'environnement
tumoral (résultats non publiés internes a I'équipe). Il pourrait ici s’agir d’une différence
entre ’humain et la chienne, mais nous ne pouvons exclure une plus faible sensibilité
de I'’Ac utilisé a I'antigéne PD-1 canin ou un probléeme de taille réduite de la cohorte
étudiée.

Ici, on peut aussi s’interroger sur la significativité de nos résultats. En effet, méme une

différence telle que la différence d’expression de PD-1 par les lymphocytes Teff et
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CD8* du tissu sain (Figure 9E), qui est visuellement marquée, se révele non
significative (p-value de 0,059) apres analyse statistique utilisant le test de Kruskal-
Wallis (un test de rang non paramétrique du fait de la petite taille de I'échantillon et
non pairé car tous les tissus ne sont pas systématiquement exploitables pour
'ensemble des cas, avec correction pour comparaisons multiples). Pour confirmer les
tendances observées, une étude sur une cohorte plus large ou plus homogéne sera

donc nécessaire.

Nous n’avons pas pu ici comparer le niveau d’expression de PD-1 sur les différentes
populations T circulants ou infiltrant le tissu mammaire d’individus sains (par
opposition au tissu mammaire sain d’individus présentant par ailleurs des CMT), mais
avons observé un niveau d’expression de PD- 1 et de CCR4 plus élevé sur les
lymphocytes T CD8" de tous les tissus chez les chiennes porteuses de CMT, ce qui
suggere que le ciblage de CCR4 ou de PD-1 pourrait réactiver I'immunité anti-
tumorale médiée par les T CD8* mais pourrait aussi avoir des effets secondaires liés
a la réactivation de ces lymphocytes CD8* présents dans les tissus sains. En effet, si
le bénéfice pronostique d’une thérapie anti-PD-1 caninisée pour les chiens atteints de
mélanomes oraux a été démontré par Igase et al (121) et celui d’'une thérapie anti-
CCRA4 chez les chiens atteints de tumeurs de la vessie et de la prostate par Maeda et
al (100, 123), l'applicabilité de cette thérapie au traitement des CMT dépendra
notamment de I'importance des effets indésirables liés au ciblagedes différentes
populations lymphocytaires infiltrant le parenchyme mammaire sain. Deux de ces
études incluant des femelles il semblerait que ces thérapies n’aient pas d’effets
indésirables spécifiques au parenchyme mammaire. Ceci confirme l'intérét que
pourraient présenter les immunothérapies anti-PD1 et anti-CCR4 pour le traitement de
CMT de haut grade.

Un argument fréquemment avancé contre I'application en médecine vétérinaire de
traitements disponibles en médecine humaine est la prise en charge des frais de
traitement par les propriétaires. Cependant, considérant I'évolution du colt des
traitements, le poids beaucoup plus faible des animaux (souvent des chiennes de
petites races) et le colt d’autres traitements tels que la chimiothérapie, un traitement

des chiennes présentant des tumeurs mammaires de haut grade pourrait étre propose.

Le facteur limitant a ce jour n’est sans doute pas tant le colt d’administration de tels
traitement, que le cout de développement d’Ac sous format caninisé, pour éviter la

réponse immunitaire visant les immunoglobulines d’autres espéces qui dégraderait le
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traitement. Igase et al ont déja procédé au développement d’outils caninisés et a leur
évaluation chez le chien, avec des résultats tres prometteurs. On peut donc supposer
gue ces réactifs sont disponibles (ou du moins que leur production est réalisable en
laboratoire sous des délais raisonnables) et qu’ils pourraient étre évalués dans des
essais cliniques pour le traitement de tumeurs mammaires de haut grade chez la

chienne.

Enfin, nos résultats présentent certains biais : le transport et la prise en charge
technique des échantillons ayant été réalisés sur plusieurs heures et les suspensions
cellulaires issues de la dissociation tumorale ayant été congelées a -80°C puis
déplacées sur un autre site pour la suite de la prise en charge, la conservation des
échantillons de la cohorte prospective n’a pas été optimale et pourrait étre a 'origine
d’'une activation artéfactuelle des cellules. De plus, du fait du faible nombre
d’échantillons analysés (n=6), nous n’avons pu tirer de conclusions significatives. La
réalisation d’'une nouvelle étude, avec centralisation de tous les réactifs et toutes les
manipulations sur un méme site, étendue sur une durée plus longue, incluant un plus
grand nombre de cas et comparant avec des cas pris en charge pour mammectomie
sans développement de CMT serait nécessaire pour confirmer les résultats obtenus

ici et nous affranchirdes éventuels biais.
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PARTIE 3

CARACTERISATION PAR IMMUNOHISTOCHIMIE
DES POPULATIONS IMMUNITAIRES INFILTRANT
LES TUMEURS MAMMAIRES SIMPLES
BENIGNES ET MALIGNES DE LA CHIENNE

Comme mentionné plus haut, il est trés important, dans l'optique d’évaluer la
pertinence du modéle canin, de valider d’abord les outils immunologiques utilisables
dans ce modele. Cette seconde partie de mon travail a donc eu pour objectif d’évaluer
lapplicabilité des méthodes d’analyses automatisées aux marquages
immunohistochimiques réalisés sur des tumeurs mammaires canines simples bénignes et
malignes.

Pour cela, nous avons caractérisé linfiltrat immunitaire macrophagique, lymphocytaire T, T
cytotoxique, Treg et B, sur la base de 'expression des marqueurs IBA-1, CD3, CD8, FOXP3 et
CD20 respectivement, et évalué la pertinence du procédé d’analyse semi-automatisé utilisé en
recherche biomédicale en comparant les résultats obtenus par ce procédé avec les données de la

littérature.

Par ailleurs, le développement de multiples foyers tumoraux dans des mamelles
différentes est fréquent chez la chienne et le développement simultané de foyers
tumoraux dans plusieurs cadrans mammaires a recemment été décrit comme assez
fréquent chez la femme. Nous avons émis I'hypothése que le développement a
distance dans une autre mamelle d’'une tumeur mammaire maligne influencait la
composition de linfiltrat immunitaire de tumeurs mammaires bénignes présentes
dans une premiere mamelle. En effet, la surveillance immunitaire lors du
développement d’'une tumeur maligne induit une immunité systémique spécifique de
cette tumeur. Il parait alors probable que la composition des populations immunitaires
présentes dans le sang ainsi que la nature des cellules recrutées sur un second site
tumoral soient influencées et modifiées par la présence de cette premiere tumeur.

Ceci n’est pas anodin, car cette influence est plutét de nature tolérogene vis-a-vis du
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développement tumoral, et pourrait donc réduire le contréle de 'immunosurveillance

sur le site bénin, favorisant ainsi une progression vers la malignité.

Enfin, chez la femme, l'organisation de linfiltrat immunitaire en larges structures,
contenant des zones riches en lymphocytes B et deszones riches en lymphocytes T,
et irriguées par des HEVs correspond a des TLS. Ces structures ont longtemps été
considérées comme de bon pronostic dans divers types de tumeurs (103-105). Des
avanceées récentes ont cependant permis de déterminer qu’un enrichissement du TLS
en plasmocytes et lymphocytes B prolifératifs est associée a un bon pronostic, alors
qu’un enrichissement des TLS en Tregs est associé a un mauvais pronostic. (141).
Chez la chienne, la caractérisation de structures lymphoides tertiaires dans des
carcinomes mammaires simples a été rapportée pour la premiere fois par Giambrone
et al en 2022 (101), alors que nous avions déja bien avancé notre travail de these. Nous
avons dans le cadre de ce travail identifié des structures similaires a des TLS et avons

caractérisé l'infiltrat les composant.

|. Matériel et methodes
1. Echantillons biologiques

Pour évaluer si linfiltrat immunitaire des tumeurs bénignes varie significativement
selon que la tumeur bénigne se développe en présence de tumeurs malignes ou
seule, nous avons sélectionné une cohorte de chiennes présentant des tumeurs
mammaires bénignes isolées (Cohorte B) et une cohorte de chiennes présentant
plusieurs tumeurs, dont au moins une tumeur bénigne et une tumeur maligne(Cohorte
BM). Par la suite, les tumeurs bénignes de la cohorte BM seront désignéespar le
terme « Bénin (BM) » et les tumeurs malignes de la cohorte BM par le terme

« Malin (BM) ». Nous avons par ailleurs construit une cohorte constituée de chiennes
présentant des lIésions mammaires de nature non néoplasique, cohorte désignée par
le terme S.

Cette étude, rétrospective, a inclus au total 26 chiennes. La cohorte BM est composée
de dix chiennes ayant présenté au moins un adénome simple et un adénocarcinome
simple ou un carcinome simple (Tableau VII). La cohorte B est composée de huit
chiennes ayant développé seulement des adénomes simples (Tableau VII). La cohorte S

est composée de huit chiennes ayant présenté des Iésions non tumorales (Tableau VII).
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Les diagnostics histologiques ont été confirmeés par le Pr. T Marchal (VetAgro Sup).
Les échantillons biologiques sont constitués des blocs de tissus fixés dans le formol
puis inclus en paraffine (FFPE) disponibles dans la collection du Laboratoire

d’Histopathologie de VetAgro Sup.

Les cohortes sont composées de chiennes de différentes races (Tableau VII). L’age
des animaux inclus dans ces cohortes n’est pas significativement différent, bien que

les animaux présentant des tumeurs malignes soient Iégérement plus agés.

2. Marquages IHC sur coupes FFPE

Dix coupes sériées de chacun des blocs FFPE sélectionnés inclus dans chaque
cohorte ont été déparaffinées et réhydratées apres incubations successives dans des
bains de Ottix Plus (trois fois 10 min, Diapath), Ottix Shaper (10 min, Diapath) et
Ethanol pur (10 min, VWR), puis ont subi un démasquage antigénique pendant 40
min a 95°C en solution Dako targetretrieval (Dako, pH9) ou Citrate buffer (Diapath,
pH6) en fonction de la nature de l'anticorps primaire utilisé. Les péroxidases
endogenes ont été bloquées par incubation 10 min dans 200uL par lame I'H202 10
Volumes diluée en eau déminéralisée (Savetis, 1/3). Le signal aspécifique observé
dans les expériences préliminaires a été éliminé par incubation pendant 15 min avec
un kit bloguant les sites avidines et biotine (Avidin/biotin blocking kit (Abcam). Les
lames ont ensuite été incubées pendant 30 min a température ambiante avec 200uL
d’Ac anti-CD3 (BioRad, CD3-12, 1/100), anti-CD20 (ThermoFisher, L26, 1/300), anti-
FOXP3 (eBioscience, FIK16S, 1/100), anti-CD8: (Abcam, CAL66, 1/250), anti-IBA-
1 (Abcam, EPR16589, 1/8000), anti-cytokératine (CK) (Agilent, AE1AE3, 1/50), anti-
Ki67 (Dako, MIB-1, 1/25) et anti- Lsélectine/PNAd/Meca-79 (BD, MECA-79, 1/100)
dilués dans une solution d’Antibody diluent (Zyto MedSystems), puis aprés ringcage
avec une solution de tampon PBS, incubées une heure dans 200uL de UltraTek Anti-
Polyvalent (ScyTek, ABNOO8 ready-to-use), rincées dans deux bains de PBS,
incubées 30 min avec 200uLde UltraTek HRP (ScyTek, ABLO08, ready to use),
rincées en deux bains de 10 min de PBS, incubées 30 min en 200uL de DAB
Chromogen (ScyTek, ACB003, ready-to-use) puis révélées deux a cing minutes dans
200pL par lame de Vector® NovaRED® substrate kit (Vector Labs), lavées a I'eau
courante et contre colorées avec de I'hémalun. Les lames ont ensuite éte

déshydratées par un passage de cing secondes dans de I'alcool pur, 30 secondes en
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Ottix Shaper, trois fois cing minutes en Ottix Plus, séchées puis montées avec une
lamelle.
Tableau VII : Diagnostics histologiques et caractéristiques biologiques des cas inclus dans

la cohorte rétrospective.

Caractéristiques biologiques|  Cohorte BM  Cohorte B Cohorte S

Diagnostic histologique
Adénocarcinome simple n=6 n=0 n=0
Carcinome simple n=4 n=0 n=0
Adénome simple n=10 n=8 n=0
Hyperplasie n=0 n=0 n=7
Kyste n=0 n=0 n=1

Grade
Grade | n=3 NA NA
Grade Il n=3
Grade Il n=4

Observation d’emboles lymphatiques
Oui n=0 n=0 NA
Non n=10 n=8

Présence de métastases macroscopiques
Oui n=1 NA NA
Non n=9

Age moyen en années (xSD) 10,7£2,7 9,435 8,1+2,9

Race
Leonberg n=1 n=0 n=0
Caniche n=2 n=1 n=0
Jack Russell Terrier n=1 n=0 n=0
Fox Terrier n=1 n=3 n=1
Berger Allemand n=1 n=0 n=0
Pinscher n=1 n=0 n=0
Chihuahua n=0 n=1 n=0
Yorkshire Terrier n=0 n=1 n=0
Shi Tzu n=0 n=1 n=1
Cane Corso n=0 n=0 n=1
Lhassa Apso n=0 n=0 n=2
Bouledogue Francais n=0 n=0 n=1
Boxer n=0 n=0 n=1
Croises n=3 n=1 n=0
ND n=0 n=0 n=1

Statut reproducteur
Chienne entiére n=2 n=6 n=4
Chienne stérilisee n=2 n=1 n=0
ND n=6 n=1 n=4

Certaines caractéristiques sont non applicables a certaines cohortes (NA) ou indéterminées (ND).
Les chiennes ne présentant des tumeurs mammaires malignes et bénignes forment la cohorte BM,
les chiennes ne présentant que des tumeurs bénignes forment la cohorte B et les chiennes ne
présentantpas de tumeurs forment la cohorte S.
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3. Quantification des marquages IHC

Les lames marquées ont été scannées au grossissement x20 sur un scanner
Panoramic (3D Histec, Figure 10A - F). Les zones d’intérét ont été définies sur le
logiciel HALO (Indica lab). Un algorithme « Forest Analysis » a été entrainé sur les
lames marquées avec 'anticorps anti-CK pour définir la segmentation tissulaire en
parenchyme (présence de structures épithéliales glandulaires organisées en lobules,
marquées positivement par I'anti-CK) et en stroma (tissu conjonctif entourantles
lobules de parenchyme). Cette segmentation a été transposée sur toutes les lames
sériées du méme bloc grace a l'outil de synchronisation du logiciel Halo et corrigée
manuellement. Un second algorithme « Forest Analysis » a ensuite été entrainé sur
chaque lame pour détecter les artéfacts. Un troisieme algorithme Area

« Indica Labs algorithm » (marquage IBA-1) ou « Forest Analysis » (autres
marqueurs) a été entrainé a détecter les noyaux cellulaires et le marquage IHC

(description du processus dans la Figure 10G - L).

Pour les lames présentant des structures lymphoides tertiaires, ces structures ont été
identifiées par confirmation visuelle sur les lames CD20 et CD3 de deux zones
adjacentes infiltrées par des vaisseaux. Pour I'analyse de la composition de linfiltrat
constituant les TLS, nous avons sélectionné aléatoirement parmi les cas présentant
des TLS quatre cas de la cohorte « Malin (BM) », deux cas de la cohorte « Bénin (BM)
», deux cas de la cohorte B et un cas de la cohorte S. Les zones ont été délimitées
manuellement (Zone TLS), ainsi que des zones de stroma sain (Zone Stroma) sur les

lames CD20 et transposées sur les lames CD8, FOXP3 et Ki67.

4. Analyse statistique

Les résultats ont été analysés par un test non paramétrique de rangs Wilcoxon pairés
sur le logiciel R (comparaisons intra-individuelles) ou un test de Kruskal-Wallis non
pairé avec correction pour comparaisons multiples (comparaison inter-individuelle) sur
GraphPad Prism (V7). La taille réduite des cohortes limite la significativité des

résultats, bien que les outils statistigues adaptés aient été utilisés.
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Figure 10 : Exemples de marquages IHC et procédure d’analyse d’une lame avec le logiciel
Halo. Des coupes d’adénocarcinome mammaire canin ont été marquées pour détecter le
parenchyme (CK+, A), la présence de lymphocytes T totaux (CD3*, Panneau B), T CD8* (C),
Tregs (FOXP3*, D), Lymphocytes B (CD20*, E) et macrophages et cellules dendritiques (IBA- 17,
F). Les zones de la lame marquée avec I'anti-CK (G) correspondant a du tissu mammaire
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sain ou tumoral qui ont été délimitées manuellement (H), le tissu stromal et le tissu épithélial
ont été identifiés par un algorithme entrainé sur les lames marquées avec un anticorps anti-
cytokératine (I, tissu épithélial en rouge, tissu stromal en vert, fond en jaune). Les artefacts ont
ensuite été exclus (J, zone rouge). Enfin, un algorithme a été appliqué aux lames marquées pour la
détection des noyaux et du marquage. Une confirmation visuelle de la correspondance entre la lame
marquée (K) et le phénotype détecté par I'algorithme (L, phénotype négatif [noyau bleu et
cytoplasme blanc] ou positif [noyau bleu et cytoplasme marron]) a été réalisée.

Il. Résultats

1. Applicabilité de l'analyse automatique aux marquages IHC en

recherche vétérinaire

Nous avons ici voulu vérifier que I'analyse automatisée de marquages IHC anti-IBA1,
anti-CD20, anti-CD3, anti-CD8 et anti-FOXP3 (Figure 10B - F) sur coupes de CMT
produit des résultats cohérents avec les données précédemment obtenues dans la

littérature par analyse non automatisée.

Nous observons pour la cohorte BM (bénin et malin) une tendance non significative a
un enrichissement d’environ 20% du parenchyme et du stroma en cellules IBA-1*

(macrophages et DCs) par rapport aux cohortes B et S (Figure 11A).

Nous observons également une tendance non significative a un enrichissement en
lymphocytes B dans le parenchyme tumoral (8,6% dans le parenchyme tumoral de la
cohorte « Malin (BM) » contre 2,5% dans le parenchyme de la cohorte S) et le stroma
des lésions malignes (26,0% dans le stroma tumoral de la cohorte « Malin (BM) »

contre 2,9% dans le stroma de la cohorte S) (Figure 11B).

Le stroma des cohortes « Bénin (BM) » et « Malin (BM) » semble enrichi de maniere
non significative en lymphocytes T CD3* en comparaison de la cohorte S (7,3% de
cellules CD3" dans le stroma « Malin (BM) » ; 3,9% dans le stroma de la cohorte S)
(Figure 11C), alors que [linfiltrat CD3* semble diminuer dans le parenchyme
mammaire de ces cohortes (1,9% des cellules CD3* dans le parenchyme « Malin (BM)

» contre 5,9% dans le stroma de la cohorte S).

Les lymphocytes T CD3* incluent a la fois des lymphocytes T CD8* et des Tregs. On
n’observe aucune variation de linfiltrat CD8* dans le parenchyme en fonction des
cohortes (2,9% de cellules CD8* dans le parenchyme des cohortes S et « malin (BM)

», 2,3% dans le parenchyme de la cohorte B, 3,2% dans le parenchyme de la
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cohorte « Bénin (BM) ») (Figure 11D) et une augmentation non significative de celui-
ci dans le stroma de la cohorte « Malin (BM) » (2,1% dans le stroma de la cohorte S ;
3,3% dans le stroma de la cohorte B ; 2,7% dans le stroma de la cohorte « Bénin (BM)

» ; 4,0% dans le stroma de la cohorte « Malin (BM) »).

L’infiltrat FOXP3* évolue de maniére similaire a linfiltrat T global CD3*, toujours de
maniéere non significative (1,9% dans le parenchyme de la cohorte S contre 0,66% de
FOXP3* dans le parenchyme de la cohorte « Malin (BM) » ; 2,2% dans le stroma de
la cohorte S contre 3,4% de FOXP3* dans le stroma de la cohorte « Malin (BM) »)
(Figure 11E).
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Figure 11 : Comparaison de linfiltrat immunitaire du stroma et du parenchyme des tissu
sain, tumeurs bénignes et tumeurs malignes des cohortes S, B et BM. Pourcentage de la
surface IBA-1* parmi la surface totale (A) et pourcentage parmi les cellules totales des cellules
CD20* (B), CD3* (C), CD8* (D) et FOXP3* (E), et du ratio des infiltrats FOXP3* et CD8* (F) dans le
parenchyme et le stroma de tissu mammaire des chiennes des cohortes S (Sain), B (Bénin) et
BM (« Bénin (BM) » et « Malin(BM) »). Les traits horizontaux représentent la moyenne des
valeurs pour chaque population. Les astérisques (*) marquent une différence significative
(p<0,05) par test de Kruskal-Wallis non pairé.
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Le ratio FOXP3"/ CD8" n’est pas univoque : s’il semble augmenté dans le stroma de
la cohorte « Malin (BM) » (ratio de 3,1 dans le stroma de la cohorte « Malin (BM) »,
contre 2,7 dans le stroma de la cohorte S) (Figure 11F), il est plus faible dans le
parenchyme de la cohorte « Malin (BM) » que dans le parenchyme de la cohorte S (1,1
et 1,8 respectivement) et beaucoup plus faible dans le parenchyme et le stroma de la
cohorte B (0,6 dans le parenchyme et 0,8 dans le stroma) que dans le parenchyme

et le stroma de la cohorte S (1,8 dans le parenchyme et 2,7 dans le stroma).

2. Impact du développement simultané sur le méme animal de plusieurs

foyers tumoraux dont au moins un bénin et un malin

L’infiltrat IBA-1* est significativement plus important dans le parenchyme (74,9%
contre 46,8%) et dans le stroma (73,5% contre 46,2%) des tumeurs bénignes de la
cohorte BM que dans le parenchyme et le stroma des tumeurs bénignes isolées de la

cohorte B.

De méme l'infiltrat en lymphocytes CD20* semble Iégerement augmenté de facon non
significative dans le parenchyme (4,5% contre 2,2%) et le stroma (13,5% contre 7,4%)
de la cohorte « Bénin (BM) » en comparaison de la cohorte B.

La faible puissance statistique et la forte variabilité dans notre étude ne nous permet
pas d’identifier de tendance dans la variation de l'infiltrat T total (CD3*) (Figure 11C),
T CD8" (Figure 11D) et Tregs (FOXP3™) (Figure 11E).

On constate une augmentation non significative du ratio FOXP3*/ CD8* dans le stroma
des tumeurs de la cohorte « Bénin (BM) » (0,6 dans le parenchyme, 6,8 dans le
stroma) en comparaison de la cohorte B (0,2 dans le parenchyme, 0,3 dans le

stroma).

Nous pouvons donc conclure que l'infiltrat immunitaire d’'une tumeur bénigne qui se
développe simultanément a une tumeur maligne est significativement plus riche en
macrophages, et semble présenter un enrichissement non significatif en lymphocytes
B et un plus fort ratio FOXP3*/ CD8".
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3. ldentification et caractérisation dans le stroma de structures
lymphoides tertiaires chez les chiennes présentant des tumeurs

mammaires

Nous avons pu caractériser I'organisation spatiale de linfiltrat immunitaire de ces

tumeurs et en particulier identifier des formations lymphoides tertiaires.

Lors de I'analyse de nos différents marquages, nous avons remarqué que la plupart
des zones parenchymateuses malignes étaient entourées de zones stromales trés

riches en infiltrat immunitaire.

Dans cet infiltrat, nous observons des zones distinctes enrichies respectivement en
lymphocytes B CD20* (Figure 12A, ovale jaune) et en lymphocytes T CD3"* (Figure
12B, ovale vert). Ces lymphocytes T sont principalement des T CD8"* (Figure 12C)
alors que les lymphocytes Treg sont absents ou rares (Figure 12D). Le marquage de
la L-selectine (CD62L/PNAdJ/MECA-79) nous permet d’identifier des HEVs infiltrant
ces structures (Figure 12E) et donc d’affirmer la nature de ces amas lymphoides en
tant que tissu lymphoide tertiaire. Cependant, nous n’observons pas la formation au

sein des zones B de centres germinatifs.

Ces structures similaires aux TLS sont significativement plus frégquentes dans le
stroma de la cohorte « Malin (BM) » que dans le stroma de la cohorte S (Figure 13A)
et non-significativement plus fréquentes que dans le stroma associé a du parenchyme

bénin des cohorte B et « Bénin (BM) ».

Par ailleurs I'analyse de la composition cellulaire de ces TLS nous montre qu’ils sont
significativement enrichis en lymphocytes T CD8* par comparaison au stroma
environnant (Figure 13B), mais pas en Tregs (Figure 13C) et que les cellules
présentes ne proliferent pas plus que les cellules du stroma environnant, ce qui

confirme I'absence de centre germinatif (Figure 13D).

Du fait de la taille réduite de nos cohortes et du faible nombre de cas présentant des
TLS analysés pour chaque cohorte, nous n’avons pas comparé la composition des

TLS dans chaque cohorte.
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Figure 12 : Observation de structures similaires a des TLS dans le stroma mammaire des
chiennes présentant des CMT. Structures lymphoides comprenant deux zones mutuellement
exclusives enrichies en lymphocytes B (A, ovale jaune) et T (B, ovale vert) respectivement,
riches en lymphocytes T CD8* (C) mais pas en Tregs (D) et contenant des structures vasculaires
présentant des similarités histologiques avec les veinules post capillaires (HEVs) exprimant le
marqueur MECA79 (E, pointes de fléches rouges).
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A Comptage des clusters lymphoides dans le stroma
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Figure 13 : Les TLS sont corrélés a la malignité, enrichis en lymphocytes T CD8*, mais pas en
Tregs (FOXP3*) ou en cellules en prolifération (Ki6é7*). Quantification visuelle du nombre de
TLS observés dans chaque cohorte (A). Proportions de cellules CD8* (B), FOXP3* (C) et KI67* (D)
dans les TLS ou le stroma mammaire de chiennes présentant des TLS (tumeurs malignes de la
cohorte BM en rouge sombre, tumeurs bénignes de la cohorte BM en orange sombre, tumeurs
bénignes de la cohorte B en jaune et glande mammaire saine en noir). Les astérisques (** et
**¥*) indiquent une différence significative (p-value < 0,01 et p-value < 0,0005 respectivement)
détectée par un test de Kruskal-Wallis non pairé.
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[1l.Discussion

La seconde partie de ce travail visait a évaluer I'applicabilité a la recherche vétérinaire
des méthodes d’analyses et des réactifs immuno-histochimiques utilisées dans le

cadre de la recherche biomédicale humaine.

Les techniques actuellement utilisées en recherche humaines se basent notamment
sur les techniques de mlIF, i. e. des marquages similaires a ceux utilisés en IHC, mais
réalisés successivement et révélés par des Ac secondaires couplés a divers
fluorochromes. La mise en place de telles techniques est trés longue, et nous avons
préféré opter pour I'analyse sur des lames sériées pour lesquelles nous avons

appliqué le processus d’analyse automatisé utilisé en routine au laboratoire.

Les publications vétérinaires se basant sur une analyse automatique sont assez rares,
notamment pour I'’étude du tissu mammaire, et peu font état des difficultés rencontrées.
Ici, 'analyse automatique a été laborieuse, du fait de plusieurs facteurs. Premierement,
les marquages IHC ont été réalisés manuellement, ce qui a contribué a la dégradation
du stroma (Figure 14A), générant des biais non négligeables avec une partie du
stroma non analysable et la dégradation particulierement importante du stroma péri-
tumoral. Sur la base des analyses préliminaires nous avons jugé cette dégradation
trop importante pour poursuivre notre analyse du stroma selon une segmentation
intra- ou péri-tumorale, ce qui nous aurait permis d’évaluer si notre cohorte présentait
des similarités avec d’autres études réalisées précédemment et d’analyser plus
finement nos résultats. Deuxiemement, le tissu mammaire présente quelques
spécificités générant des artéfacts. L’hétérogénéité des carcinomes mammaires étant
importante, nous n’avons pas réussi a générer un algorithme unique permettant
'analyse de toutes les lames. Nous avons donc da procéder a I'entrainement, pour
chaque lame, d’'un algorithme de segmentation parenchyme- stroma, d’un algorithme
diagnostiquant les artéfacts et d’un algorithme de segmentation cellulaire et de
détection du marquage. Ceci n’a fait que reporter, a I'étape du développement des
algorithmes, le biais et I'hétérogénéité dépendants des manipulateurs-trices,
reprochés aux analyses visuelles habituellement réalisées en histologie vétérinaire.
La présence de sécrétion lactée fortement éosinophile (Figure 14B), associée aux
variations histologiques a I'échelle microscopique entre deux lames sériées, a généré
de nombreux faux positifs qui ont nécessité I'entrainement d’un algorithme détectant

les artéfacts sur chaque lame. Les macrophages infiltrant les tissus tumoraux
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présentent une coloration brun doré due a une accumulation intracytoplasmique de
pigments (Figure 14C). Les similarités phénotypiques entre le marquage réel (Figure
14D) et ces artéfacts a empéché leur inclusion dans lalgorithme détectant les
artéfacts. Nous avons da identifier la couleur de ce marquage artéfactuel (Iégerement
distincte de celle du marquage d’intérét) comme un second marquage, qui a été exclu
du phénotype des cellules positives. Pour les quelques lames pour lesquelles
'algorithme ne permettait pas de différencier de ces deux marquages, les zones
enrichies en marquage artéfactuel ont été exclues manuellement, ce qui a généré un

autre biais.

Finalement, I'analyse et I'annotation des lames étant trés chronophage, elle a été
réalisée par moi-méme, qui ne suis pas anatomopathologiste de formation, d’aprés les
observations du Pr T Marchal (VetAgroSup). Outre le biais important d’erreur que cette
méthode a généré, il m’a été impossible de procéder a cette analyse en double
aveugle. Considérant que le seuil de positivité a été déterminé manuellement apres

confirmation visuelle, ce biais est a prendre en compte.

Enfin, 'hétérogénéité phénotypique des cellules tumorales (Figure 14E) et non-
tumorales (Figure 14F) (taille du cytoplasme, densité de la chromatine, densité du
marquage nucléaire, etc) a empéché I'entrainement d’'un algorithme commun au

stroma et a I'épithélium.

En conclusion, nous estimons que les spécificités du tissu mammaire canin ont généré
de nombreux artefacts limitant I'application de la procédure standard d’analyse
automatisée sur lame entiere. Ces mémes limitations nous ont empéché de réaliser
les analyses de localisation (stroma intra- et péri-tumoral) et de distance (distance
moyenne entre différents types cellulaires aprés synchronisation et fusion des lames)
gue nous avions initialement prévues. On peut supposer qu’une sélection moins large
de cas plus similaires entre eux a inclure dans la cohorte (un seul type de carcinome
simple : canalaire ou tubulaire seulement, par exemple) pourrait permettre une
meilleure applicabilité de cette procédure. Ici, nous avons exploré l'intégralité des
échantillons disponibles dans la bibliothéque du service d’anatomopathologie de
VetAgroSup. La construction d’'une cohorte plus homogéne exigerait donc d’avoir
acces a une banque de cas plus large, ou de se focaliser sur des cas de carcinomes

simples pour la partie applicabilité de I'analyse automatique.
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Figure 14 : Exemples d’artefacts devant étre pris en compte lors du développement d’un outil
d’analyse automatisé commun aux différents blocs et tissus composant notre cohorte. (A)
Effilochement du stroma (pointes de fleche rouge). (B) Présence dans les acini de sécrétion
lactée éosinophile. (C) Signal positif dans le cytoplasme des macrophages infiltrants (pointes
de fléches noires), d’une couleur similaire et d’une intensité parfois similaire au marquage réel
(D, marquage anti-CD8, pointe de fléche verte). (E) Faible intensité de la coloration a
I’Hémalun des noyaux de cellules tumorales liée a la décondensation de leur chromatine
(pointes de fleches blanches, marquage anti-CD3), différant fortement de I'intensité de la
coloration des noyaux des cellules stromales (F, pointes de fleches bleues, marquage anti-
CD3).
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Malgré ces biais, les résultats que nous obtenons sont globalement cohérents avec les
données de la littérature : I'enrichissement progressif en macrophages, bien que non
significatif, du parenchyme et du stroma avec la malignité (infiltrat plus important dans
les tumeurs de la cohorte « Malin (BM) » que dans les tumeurs de la cohorte B. Ceci
est cohérent avec le mauvais pronostic associé a l'infiltration stromale ou intra-
tumorale des CMT par les macrophages (83). Pour confirmer nos observations et
démontrer plus précisément la similarité de linfiltrat immunitaire des CMT et du
cancer du sein, il serait intéressant d’approfondir notre travail par un marquage IHC
permettant la différenciation des macrophages et des DCs (CD64 pour les

macrophages, XCR1 et CD1c pour les cDCL1 et cDC2 respectivement, par exemple).

L’augmentation de l'infiltrat lymphocytaire B dans les tumeurs de la cohorte « Malin
(BM) » en comparaison des tumeurs des cohortes B et S est également cohérente
avec la corrélation démontrée de l'infiltration par les lymphocytes B avec la malignité
des CMT(142). Ceci représente une différence majeure avec les cancers du sein de
’homme, dans lesquels linfiltration du parenchyme par les lymphocytes B et
I'organisation de ces lymphocytes en TLS dans le stroma sont de bon pronostic (74,
143). On sait que le lait est riche en immunoglobulines sécrétées par les plasmocytes
infiltrant la glande mammaire. Les lactations de pseudo-gestation étant assez
fréquentes chez la chienne, notamment la chienne non stérilisée, et étant un facteur
de risque pour le développement de tumeurs mammaires (28), on constate qu’'une
infiltration par les lymphocytes B et la transformation tumorale du parenchyme
mammaire pourraient étre indirectement corrélées (sans lien de causalité) chez la
chienne. La différence majeure d’occurrence des lactations de pseudo-gestation entre
la chienne (25% chez les Dachshungs et les Boxers (28) par exemple) et la femme
(six pseudo-gestations pour 22 000 gestations, avec 56 gestations pour 1 000 femmes
en moyenne, soit 1,5 pseudo-gestations pour 10 000 femmes environ) pourrait étre a
I'origine de la composition variable de linfiltrat immunitaire du tissu mammaire entre
les deuxespeéeces. Cette distinction majeure est a garder en téte lorsde I'évaluation de

la pertinence du modéle canin.

La légére diminution de la proportion de linfiltrat T CD3* dans le parenchyme des
cohortes « Bénin (BM) » et « Malin (BM) » par rapport a la cohorte S est inattendue.
Nous ne savons pas dans quelle mesure elle est interprétable : elle n’est pas
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significative, et la confirmation de ce résultat sur une plus large cohorte serait

nécessaire pour conclure que linfiltrat CD3* varie.

L’absence de variation significative de l'infiltrat CD8* dans les différentes cohortes
n’est pas surprenante. Il est connu que les infiltrats FOXP3* et CD8" ne sont pas des
outils optimaux pour évaluer le pronostic. L’'impact sur le pronostic de ces deux
populations étant lié, l'outil généralement utilisé est le ratio FOXP3*/CD8*. On
constate une légere augmentation du ratio FOXP3*/CD8* dans le stroma des tumeurs
de la cohorte « Malin (BM) » par rapport au stroma de la cohorte B. Il est curieux que
linfiltrat FOXP3* et le ratio FOXP3*/CD8* soient plus importants dans le tissu sain,
parenchyme et stroma de la cohorte S, que dans le parenchyme ou le stroma des
tumeurs bénignes, mais soient moins €élevés que dans le stroma des tumeurs
bénignes de la cohorte « Bénin (BM) ». |l n’est pas exclu que cette observation soit
liée a la composition de notre cohorte rétrospective. En effet, les échantillons FFPE
de tissus mammaires sains disponibles sont assez rares, et nous avons di inclure
dans notre cohorte saine des échantillons non cancéreux, mais atteints d’autres
pathologies inflammatoires (hyperplasie, kyste) dont I'infiltrat immunitaire pourrait étre

biaisé vers une inflammation chronique.

Dans I'ensemble, les tendances de l'infiltrat en lymphocytes T sont trés faibles, et non
exploitables sur une cohorte de taille aussi réduite. L’enrichissement du stroma et du
parenchyme en macrophages et cellules CD20* est plus marqué et nous parait plus
fiable. Nos résultats, quoique non significatifs, sont cohérents avec un réle de
marqueur pronostique de l'infiltrat en macrophages et en lymphocytes B des tumeurs
mammaires canines. Ceci semble montrer un réle trés différent des lymphocytes B
dans la surveillance immunitaire du développement tumoral chez la chienne et chez la
femme. Ceci suggére qu’une analyse plus précise du phénotype des lymphocytes B
(production d’immunoglobulines, sécrétion de cytokines telles que [I'IL-10, etc)
infiltrant les tumeurs mammaires malignes canines et une comparaison effective avec
l'infiltrat des tumeurs humaines sont nécessaires pour valider le modele canin comme
modéle du cancer du sein. Ici, il nous semble évident que l'infiltrat en lymphocyte B
observé dans le stroma est lié a la présence de structures TLS. Considérant que ces
structures sont également significativement associées a la malignité, il est possible

gu’elles jouent un réle différent dans les tumeurs mammaires canines et humaines.
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Nous avons également pu démontrer que l'infiltrat immunitaire des tumeurs
bénignes variait significativement selon que les chiennes développaient
simultanément ou non des tumeurs malignes a distance. Notamment, l'infiltrat en
macrophages du parenchyme et du stroma des tumeurs bénignes de la cohorte BM
est significativement plus important que celui des tumeurs bénignes seules (cohorte
B). Sil'on ne s’intéresse qu’au stroma, la quantité de lymphocytes B, de lymphocytes
T et de Tregs semble plus importante, de maniere non significative, dans les Iésions
de la cohorte « Bénin (BM » que dans celles de la cohorte B. Ceci semble soutenir
I'hypothése selon laquelle la réponse immunitaire en cas de développement tumoral
malin altere le systéme immunitaire en général, et notamment la surveillance
immunitaire vis-a-vis d’autres développements tumoraux simultanés, méme bénins,

vers une réponse plus favorableau développement tumoral.

Nous admettons que ces résultats ne sont pas de nature a modifier la prise en charge
thérapeutique des chiennes, qui présentent des tumeurs mammaires malignes, qui
continueront a étre traitées par exérese totale de la chaine mammaire. Cependant,
nos résultats suggérent que le systeme immunitaire est altéré a distance des tumeurs
malignes. Nous pouvons supposer que cette altération de 'immunité joue un réle dans
le risque accru de développement tumoral chez des animaux ayant déjaprésenté des
tumeurspar le passé (bien que I'effet de I'exposition a divers facteurs derisque soit
impossible a exclure). Dans ce sens, I'exérése des deux chaines mammaires ou une
recommandation de traitement par chirurgie et chimiothérapie pourraient étre
proposée plus fréquemment pour les chiennes présentant de multiples foyers
tumoraux. La comparaison des cellules immunitaires circulantes chez les chiennes
présentant des tumeurs bénignes ou des tumeurs bénignes associées a des tumeurs
malignes permettrait de confirmer nos résultats. Bien sdr, un autre résultat d’intérét
serait la caractérisation des infiltrats de tumeurs mammaires malignes se développant
seules. Une altération de linfiltrat immunitaire due au développement multifocal de
tumeurs malignes et bénignespourrait avoir un impact sur le pronostic et étre prise en

compte dans les thérapies proposées.

Enfin, un dernier résultat novateur de notre étude est I'étude de la fréquence des TLS
selon la malignité. On notera qu’a l'initiation de notre étude, les TLS n’avaient jamais
été caracterisés chez le chien. En 2022, Giambrone et al ont identifié ces structures

comme des structures lymphoides concentriques présentant une zone B (enrichie en
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CD20* et produisant des 1gG) entourée d’'une zone T, et vascularisée par des HEVs
(101). Notre étude reproduit cette répartition en zones B et T, vascularisées par des
HEVs, et démontre la corrélation de ces structures avec la malignité. Nous
démontrons également I’enrichissement de ces structures en lymphocytes T

CD8", etnonen Tregs.

On notera que les structures TLS observées dans deux cas de la cohorte S étaient
de taille extrémement réduite comparée aux structures TLS des autres cohortes.
Nous avons considéré que ces structures étaient anecdotiques, et que I'étude de leur

composition n’apporterait pas d’'information significative.

Nous n’avons pas non plus étudié la composition des TLS séparément dans chaque
cohorte. Pourtant, une tendance a I'appauvrissement des TLS en Tregs semble
présente dans la cohorte « Malin (BM) » spécifiquement. Une réanalyse de la nature
de l'infiltrat dans les zones TLS pour I'ensemble des cas présentant des TLS dans
chaque cohorte présenterait un net intérét (par opposition aux 9 cas sélectionnés
ici).

Nous complétons ici les informations apportées par Giambrone et al en identifiant ces
TLS pour la premiere fois dans le stroma de tumeurs mammaires canins bénignes, et
démontrant de maniere formelle que la proportion de TLS augmente
significativementdans les tumeurs malignes comparée aux tumeurs bénignes
(Figure 13A).

Nos résultats sont ambigus : la corrélation a la malignité pourrait révéler un mauvais
pronostic de ces structures, mais leur enrichissement en lymphocytes T CD8* pourrait
étre de bon pronostic. Préciser I'association de ces structures au pronostic nous
semble un enjeu majeur pour la validation du modeéle canin. Si la présence de TLS
est une similarité entre chiennes et femmes développant des tumeurs mammaires, le
pronostic associé a ces structures est chez la femme dépendant de la composition de
ces TLS. L’absence de centres germinatifs dans les TLS dans notre cohorte nous
laisse penser qu’il s’agit ici de TLS primaires, avec un moindre impact pronostiqueet
une capacité moindre des lymphocytes B a produire des anticorps et un moindre
impact pronostic (144), ce qui est cohérent avec une plus faible participation des
lymphocytes B a 'immunité anti-tumorale. Chez les femmes présentant des cancers
du sein, les TLS détectés peuvent présenter des centres germinatifs (TLS

secondaires) qui sont associés a un bon pronostic (145).
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L’approfondissement de ce travail avec une étude plus précise du pronostic des TLS
serait extrémement intéressant mais la petite taille de notre cohorte ne nous permet
pas de réaliser ce travail. Pour pouvoir apporter ces réponses, les propriétaires des
animaux inclus dans nos cohortes n’ayant pas donné leur consentement a l'utilisation
de leurs données personnelles pour une telle étude, la constitution d’'une nouvelle
cohorte sera nécessaire. Il serait pertinent d’'y inclure des chiennes présentant
uniguement des tumeurs mammaires malignes, pour évaluer si le développement
simultané de tumeurs bénignes impacte la réponse immunitaire aux tumeurs
malignes (en comparaison a notre cohorte « Malin (BM) ») et pour avoir un regard
d’ensemble sur le monitoring immunitaire des tumeurs malignes. Nous ne pouvons
exclure que les tumeurs malignes isolées induisent une réponse immunitaire

différente des points de vue de la composition et de I'organisation spatiale.

Ceci nous laisse supposer que ces structures jouent chez la chienne un role
d’éducation des T CD8" a la réponse anti-tumorale, mais ne sont pas a l'origine d’'une
réponse immunitaire exactement similaire a celle observée chez I'humain. Pour
démontrer de maniere formelle cette hypothése, une étude spécifique du lien entre
composition en lymphocytes T CD8*, FOXP3*, B et plasmocytes de ces structures et

le pronostic associé serait nécessaire.

Nos résultats suggeéerent pour linstant que les tumeurs mammaires canines et
humaines présentent des similarités importantes, tant au niveau de la nature et du
phénotype que de l'organisation spatiale de l'infiltrat immunitaire, et apportent des
premiers éléments de réponse sur la pertinence des approches immuno-

thérapeutiques chez les chiennes présentant des tumeurs mammaires.

Notre étude semble également confirmer un role différent des lymphocytes B dans la
surveillance immunitaire des tumeurs mammaires canines et humaines, avec une
organisation en TLS enrichis en lymphocytes T CD8+ mais ne présentant pas de centres
germinatifs, etdonc possiblementmoins aptes a la réponse immunitaire anti-tumorale chez

le chien.

L’exploration plus approfondie du phénotype des lymphocytes T, de la composition
des TLS et de 'association des différents infiltrats avec le pronostic semble cependant
nécessaire pour pouvoir conclure sur la pertinence du modéle canin et transposer des
immunothérapies actuellement envisagées en méedecine humaine vers la médecine
vétérinaire.
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CONCLUSION

Ce projet de recherche avait pour objectif de faire une premiére évaluation de I'applicabilité
de protocoles d'immunothérapies utilisés en médecine humaine au traitement des carcinomes
mammaires simples de haut grade de la chienne, en identifiant et comparant linfiltrat
immunitaire présent chez la chienne par rapport & celui décrit dans les cancers du sein de la
femme.

Notre travail a permis de valider, au moins partiellement, I'utilisation chez le chien d’anticorps
permettant d’identifier en cytométrie en flux, les récepteurs CCR4 (marqueur des
lymphocytes Treg et Th2), CCR8 (marqueur des lymphocytes Treg), TIGIT (point de contrdle
inhibiteur de la réponse immuitaire) et TIM3 (point de contréle inhibiteur de la réponse

immunitaire).

La surexpression, bien que non significative a I'échelle de la taille des populations que nous
avons testées, de PD-1 et de CCR4 par les lymphocytes T CD8* de I'environnement tumoral
des CMT analysés suggére que les immunothérapies anti-PD-1 et anti-CCR4, déja testées en
essais cliniques chez des chiens atteints d’autres types de cancers, pourraient également

présenter un intérét pour le traitement des CMT de haut grade.

L’étude rétrospective menée sur des coupes de tissu mammaire de chienne (saine, porteuse
de tumeur bénigne seule ou de tumeur bénigne et maligne) a permis d’observer que
l'organisation spatiale de linfiltrat immunitaire des CMT semble assez similaire a celle de
l'infiltrat du cancer du sein de la femme. On observe en particulier des TLS primaires enrichis
en lymphocytes T CD8*. Cependant, le rble des lymphocytes B, trés nombreux dans le stroma
et le parenchyme des territoires a plus forte malignité de la chienne, semble dans le cadre de

la surveillance immunitaire des CMT différent de ce qui est observé chez la femme.

Nous avons aussi mis en évidence l'impact significatif du développement simultané de
tumeurs bénignes et malignes sur la composition de linfiltrat immunitaire des tumeurs
bénignes, et donc établi une preuve de concept de I'importance de la prise en compte des
développements tumoraux simultanés dans les études ultérieures. Enfin, notre étude n’a pas
permis une application optimale des techniques d’analyses automatisées actuellement
utilisées en recherche humaine, application qui demandera probablement une attention
particuliere, un temps relativement long et une prise en compte des spécificités du tissu

mammaire canin et la constitution de cohortes trés homogeénes.

Nous pouvons donc conclure gque I'utilisation d’immunothérapies pour traiter des CMT de haut
grade semble pertinente, mais que ['utilisation des CMT comme modéle du cancer du sein

devra prendre en compte certaines spécificités du modele canin.
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ANNEXES

Annexe | : Classification histologique de Goldschmidt et al

Néoplasies épithéliales malignes

Carcinome in situ

Carcinome simple

Tubulaire

Tubulopapillaire

Cystique papillaire

Cribriforme

Carcinome micropapillaire invasif

Carcinome solide

Comédocarcinome

Carcinome anaplastique

Carcinome développé dans un adénome complexe ou une tumeur mixte

Carcinome complexe

Carcinome et myoépithéliome malin

Carcinome mixte

Carcinome canalaire

Carcinome papillaire intracanalaire

Néoplasies épithéliales malignes —sous-types spéciaux

Carcinome a cellules squameuses

Carcinome adénosquameux

Carcinome mucineux

Carcinome riche en lipides

Carcinome a cellules en fuseaux

Myoépithéliome malin

Carcinome a cellules squameuses — variante a cellules en fuseaux

Carcinome — variante a cellules en fuseaux

Carcinome inflammatoire

Néoplasies mésenchymateuses malignes - Sarcomes ‘

Ostéosarcome

Chondrosarcome

Fibrosarcome

Hémangiosarcome

Autres

Tumeur mammaire mixte maline - Carcinosarcome ‘
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Néoplasies bénignes

Adénome simple

Adénome papillaire intracanalaire — papillome canalaire

Adénome canalaire — adénome basaloide

Adénome avec différenciation squameuse

Fibroadénome

Myoépithéliome

Adénome complexe - Adénomyoépithéliome

Tumeur bénigne mixte

Hyperplasies - Dysplasies ‘

Ectasie canalaire

Hyperplasie lobulaire — Adénose

Hyperplasie

Avec activité sécrétoire

Avec fibrose interlobulaire

Avec atypies

Epithéliose

Papillomatose

Transformation fibroadénomateuse

Gynécomastie

Néoplasies du téton ‘

Adénome

Carcinome

Carcinome avec infiltration épidermique

Hyperplasies — Dysplasies du téton ‘

Mélanose cutanée
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