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A. LE CANCER DE LA VESSIE : CARACTERISTIQUES
CLINIQUES

I. Structure, fonction et histologie de la vessie

La vessie est un organe musculaire creux servant a stocker 1’urine produite par les deux reins via
les deux uretéres. En bas de la vessie, on trouve 1’urétre, par lequel I’urine va s’écouler a chaque
miction. Cet organe tres extensible est fermé en bas par deux sphincters assurant la continence
urinaire. Lorsque la vessie est pleine, un stimulus est envoyé au cerveau pour communiquer I’envie
d’uriner permettant I’ouverture de deux sphincters et I’évacuation de ’urine. La vessie se situe tout
en bas de I’abdomen, dans le bassin. Chez ’homme, la vessie se situe devant le rectum, avec en
dessous la prostate, une glande qui entoure 1’urétre. Chez la femme, la vessie est devant le vagin et

I’utérus (Figure 1).

Anatomie de I'appareil génital masculin Anatomie de I'appareil génital féminin

Jrompe utérine -

e L Canal déférent

Vessie s
Utérus

Canal déféremt 9-—— — ~— Prostate

\_/ \

Vessie
+ Rectum

Symphyse pubienne
Urétre

- Testicules >l
L\
w D ——"Caol de l'utérus
Vagin Anus

Coupe des organes génitaux internes de 'homme Coupe sagittale du bassin de la femme

Figure 1 : Schéma montrant I’anatomie de 1’appareil uro-génital chez I’Homme et la localisation

de la vessie chez les deux sexes (http://www.urologiefiatte.com).

De l'intérieur de la vessie vers I'extérieur, quatre couches constituent la paroi vésicale (Figure 2) :

» La muqueuse (urothélium ou épithélium transitionnel ou épithélium urothélial...), est

un tissu qui tapisse tout l'intérieur de la vessie, et qui est donc au contact des urines.


http://sante-az.aufeminin.com/w/sante/s579/maladies/vessie.html
http://sante-az.aufeminin.com/w/sante/s564/maladies/prostate.html
http://www.aufeminin.com/
http://www.aufeminin.com/fiche/couple/f9421-le-vagin.html
http://sante-az.aufeminin.com/w/sante/s536/maladies/organes-genitaux-feminins.html
http://www.e-cancer.fr/cancerinfo/ressources-utiles/dictionnaire/t_tissu/

> La sous-muqueuse, appelée aussi chorion, contient des vaisseaux sanguins, des nerfs et

des glandes.

» La musculeuse est une couche de muscle, appelée aussi détrusor, qui permet a la vessie

de se distendre et de se contracter.

» La graisse périvésicale est une couche de graisse qui entoure I'ensemble de la vessie.

La graisse périvésicale

Bladder /
La musculeuse (détrusor)

La sous muqueuse (chorion)

La muqueuse (épithélium)

Figure 2 : Schéma montrant les différentes couches de la paroi vésicale.

I1. Caractéristiques cliniques et anatomopathologiques des tumeurs vésicales

I1.1 Les tumeurs vésicales : Définitions pathologiques et diagnostic

Le cancer de la vessie a comme origine principale (90%) le déréglement de cellules urothéliales

(cellules de la muqueuse), induisant la multiplication excessive de ces cellules et I’apparition de



tumeurs vésicales pouvant étre bénignes ou malignes. Ce cancer se présente sous deux formes
différentes ; les tumeurs d’origine épithéliales qui représentent plus de 90% des cas et les tumeurs
non-¢pithéliales représentant moins de 10% des cas. Les tumeurs d’origine épithéliales regroupent
les tumeurs a cellules transitionnelles, également appelées carcinomes urothéliaux ou para-
malpighiens (environ 75 a 90% de tous les cancers vésicaux), les carcinomes pavimenteux
également appelés carcinomes épidermoides (environ 5%), les adénocarcinomes et plus rarement
les carcinomes non différenciés, les carcinomes mixtes et les cancers de type rare. Les tumeurs
non-épithéliales sont rares et regroupent les tumeurs conjonctives bénignes et les tumeurs malignes
(sarcomes, lymphomes). Les tumeurs secondaires sont a localisation secondaire de cancers du

rectum, de 1’ovaire ou encore de la prostate notamment.

I1.2 Les symptdmes associes aux tumeurs vésicales

Le symptome le plus évocateur et le plus fréquent permettant d’envisager la présence de
I’hématurie vésicale, provient de I'émission de sang dans les urines le plus souvent en fin de
miction (Adrian et al, 1998, Van der Meijden et al, 1998). Peuvent également s'associer a cette
hématurie des signes d'irritation vésicale associés a des douleurs pelviennes évoguant une cystite,
des mictions fréquentes et parfois des sensations de brilures et de douleurs en bas du dos. Dans les
cas de cancer de la vessie plus avancé, avec présence de métastases osseuses, le patient peut

ressentir des douleurs osseuses.

I1.3 Diagnostic des tumeurs vesicales

Une analyse d’urine est réalisée afin de confirmer lors de la suspicion d’une tumeur vésicale, la
présence d’une hématurie, associée a une culture d’urine (ECBU) pour éliminer la possibilité
d’infection urinaire. La cytologie urinaire permet ensuite de déterminer la présence ou I’absence
des cellules malignes, et permet également de repérer les tumeurs de haut grade ; cependant, elle
n’est pas toujours adaptée a la détection des tumeurs de bas grade.

La cystoscopie est également un examen tres efficace pour le diagnostic des tumeurs de la vessie.
Elle consiste a introduire un systéme optique a I’intérieur de la vessie pour repérer et observer des
anomalies cancéreuses : nombre, la localisation, taille et aspect de la/les tumeurs. Au cours de cet
examen le médecin pratique une biopsie du tissu qui sera alors soumise a un examen
anatomopathologique afin de confirmer la malignité de la structure et déterminer le stade et le

grade de la tumeur (Van der Meijden et al, 1998).
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I1.4 Classification clinicopathologique des tumeurs vésicales

La classification clinicopathologique des tumeurs de la vessie prend en compte deux facteurs
histologiques, qui sont le stade tumoral qui décrit le degré d’infiltration de la tumeur dans la paroi
vesicale, et le grade tumoral, qui décrit le degré de différenciation des cellules tumorales. C’est
1’étude histologique des copeaux de résection de la tumeur primitive qui permet la détermination de
ces deux parametres qui eux-mémes guident ensuite le choix de la thérapie. De ces deux facteurs

vont découler différents types de classifications clinicopathologiques.

11.4.1 Le stade tumoral

Le stade tumoral est déterminé par le degré d’infiltration de la tumeur dans la paroi vésicale,
I’extension de la tumeur en dehors de la vessie et I’envahissement éventuel des ganglions ou
d’autres organes a distances ou métastase (Adrian et al, 1998, Van der Meijden et al, 1998).

Il faut noter que 70% a 80% des tumeurs primitives sont des tumeurs superficielles et 20% a 30%
sont des tumeurs invasives. Le stade du cancer de la vessie est un facteur pronostique important ;
en effet, le stade superficiel a un pronostic plus favorable que le stade invasif. De plus, le stade de
la tumeur est etroitement corrélé a la récidive et a la progression de la maladie donc a la survie des

patients.

La classification qui décrit le stade tumoral est la classification « TNM-UICC » de I'American Joint
Committee on Cancer :

* La lettre « T » (Tumeur) suivie d'un chiffre allant de 0 & 4 décrit I’extension de la lésion dans la
paroi de la vessie. Par exemple, les tumeurs classifiées T4 sont les plus invasives et s’étendent aux
organes adjacents.

« La lettre « N » (ganglion ou Node en anglais) suivie d'un chiffre allant de 0 a 3 détermine la taille
et le nombre de ganglions lymphatiques atteints.

* La lettre « M » (Métastase) suivie d'un 0 ou d'un 1 indique si le cancer s'est étendu ou non a des

organes distants ou aux ganglions lymphatiques qui sont loin de la vessie.

La classification TNM 2009 de ’UICC des tumeurs Vvésicales est résumée dans le tableau 1.



Tableau 1 : Classification TNM 2009 des tumeurs vésicales

- Tx.: umeur primitive ne pouvant &lre
classee

- T0 : pas de wmeur primitive
décelable

TuiIM
- pla : fumeur papllaire non imasne
- plis © carciname in situ - burneur
plang

pT1 : tumeur envahissant le chomion

™M

- pT2  tumeur envahissant la
musculeuse

- pT2a: umeur envahissant le
muscle superficiel (moiié inteme)
- pT2b - tumeur envahissant be
muscle prafond (moilié exame)

- pT3 tumewr envahissant e issu
pénivésical

—pT3a - envahissement

MICIOs Copique,

- pT3b : envahissement
macroscopique (masse exravésicale)
- pT4  ervahissement d’un organe
penvesical ou de la parai

- pT4a : prostate, ubénes ou vagin
— pTdb : paroi pelwenne ou parai
abdominale

- Wx > ganglions non évaluables
-ND': pas de métastase ganglionnaine

- Mteinte des ganglions hypogasiiques,

obfurateurs llaques extemes ou
Pré-Sacrés

- N1 :un seul ganglion atteint

- M2 plusieurs ganglions afteinis

- Atteinte des ganglions de l'laque
COMImune
— M3 :un ou plusieurs ganglions

- M la présence de métastases 4
distance ne peut eire evaluee

- M0 ; Pas de métastases a distance
- M1 : Une ou plusieurs métastases &
distance

R

% Les tumeurs superficielles (non invasives)

Les tumeurs superficielles sont des tumeurs qui n’infiltrent pas le muscle de la paroi vésicale. On
distingue :

- Le polype superficiel, ou papillome qui constitue une tumeur papillairs superficielle envahissant
seulement la muqueuse et classeé dans le stade pTa.

- Le carcinome in situ noté CIS ou TIS correspondant a une tumeur superficielle, de haut grade, qui
a une forme plate souvent diffuse et qui envahit seulement la muqueuse.

- Les tumeurs qui montrent I’invasion de la sous-muqueuse et classées dans le stade pT1 (Figure 3).
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Il est important de noter que le groupe des tumeurs superficielles constituent un groupe tres
hétérogene. Les principaux risques évolutifs de ces tumeurs vésicales superficielles sont la récidive

et la progression.

% Les tumeurs infiltrantes (invasives)

Les tumeurs infiltrantes sont des tumeurs qui infiltrent le muscle de la paroi vésicale. Ces
tumeurs vesicales envahissantes, ne présentent que 25 a 30% de toutes les tumeurs vésicales, se
définissent par I’infiltration de la musculeuse de la paroi vésicale et peuvent méme envahir les

structures pelviennes avoisinantes (stade T2 et T3) (Figure 3).

Stade superficiel (non infiltrant) Stade invasif (infiltrant)

La graisse périvésicale |

Lamusculeuse {detrusor) {|

La sous muqueuse (chorion)
La muqueuse (épithélium)

Stade 1 (pta, pt! ou CIS) Stade 2 Stade 3
(pt2) (pt3, ptd)

Figure 3 : Schéma montrant les différentes couches de la paroi de la vessie ainsi que les différents

stades anatomopathologiques selon la classification TNM.



11.4.2 Le grade tumoral

Le grade est déterminé par le degré de la différenciation des cellules cancéreuses et par
I’importance des anomalies cellulaires présentes dans la tumeur. Le degré de différenciation est
estimé par étude de la morphologie et du comportement des cellules cancéreuses par rapport aux

cellules normales.

Deux classifications décrivent le grade tumoral : la classification WHO (World Health
Organization) en 1973 et celle de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et de la société
internationale de pathologistes spécialisés en urologie (ISUP) datant de 2004 (MacLennan et al,
2007).

Suivant la classification WHO (World Health Organization) de 1973, les tumeurs vésicales peuvent
étre classées en 3 grades :

Gl : tumeurs bien différenciées

GII : tumeurs moyennement différenciées

GlII ; tumeurs faiblement différenciées

En 2004, ’OMS et 'ISUP ont publié¢ une nouvelle classification du grade tumoral basée sur des
criteres morphologiques et cytologiques (Sauter and Amin, 2004), distinguant 4 groupes ;
- LMP (Low Malignant Potential), Tumeur urothéliale papillaire de faible potentiel de
malignité
- G1: Carcinome de bas grade (20 a 30 %)
- G2 : Carcinome de moyen grade (50 %)
- G3: Carcinome de haut grade (30 %)

En effet, les tumeurs présentant de cellules cancéreuses bien différenciées avec une morphologie et
un comportement proche de ceux des cellules normales, ont tendance a se développer lentement et
risquent moins de se propager. Elles sont alors classées comme des tumeurs de bas grade.

Les tumeurs contenant des cellules cancéreuses moyennement différenciées, avec une morphologie

et un comportement plus éloignés de ceux des cellules normales, ont tendance a se développer


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0302283806013303

modérément et risquent plus de se propager que les cellules bien différenciées. Elles sont alors

classées comme des tumeurs de grade moyen.

Enfin les tumeurs contenant des cellules cancéreuses peu différenciées ou indifférenciees, avec une
morphologie et un comportement trés loin des cellules normales, ont tendance a se développer plus
rapidement et sont plus susceptibles de se propager. Elles sont alors classées comme des tumeurs
de haut grade (Figure 4).
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A-Tumeur vésicale a bas grade B-Tumeur vésicale a haut grade

Figure 4 : Photos montrant les différents grades des tumeurs vésicales (grandissement x400)
d’apres (Billerey et al, 2001)

A- Carcinome urothélial de bas grade, infiltrant la musculeuse sous forme de lobules. L'anisocaryose
est modérée ; les cellules carcinomateuses ont un noyau hyperchromique, finement nucléolé ; les
mitoses sont peu nombreuses (< 3 / champs au grossissement x400).

B- Carcinome urothélial de haut grade, infiltrant la musculeuse sous forme de lobules. Les cellules
carcinomateuses ont un noyau volumineux, hyperchromique et irrégulier de contours avec un nucléole
proéminent. Les mitoses sont nombreuses (3 sur ces champs au grossissement x400).

1.5 Traitements des tumeurs vésicales

Le choix du traitement va dépendre de la taille et de la localisation de la tumeur dans la vessie, du
stade et du grade de la maladie, de I’age et de 1’état de santé général du patient mais également des
souhaits personnels et de 1état d’esprit du patient (Sylvester et al, 2006 et
Babjuk et al, 2011, Babjuk et al, 2013).



Les principaux traitements sont la résection transurétrale (RTU), la radiothérapie et les traitements
médicamenteux (chimiothérapie et immunothérapie) (Figure 5).

Algorithme thérapeutique pour les tumeurs vésicales

A considérer

A considérer

Figure 5 : Schéma montrant 1’algorithme thérapeutique pour les tumeurs veésicales.

Le premier temps du traitement consiste en la résection transurétrale de la tumeur. Suite a cette résection
[’étude histologique des biopsies permet une classification plus précise de la tumeur qui oriente alors le
traitement selon le stade et le grade de la maladie.

Les tumeurs superficielles de bas grade ou de grade intermédiaire, sont suivies réguliérement par
cystoscopies. En cas de récidive ou de risques de récidive, un traitement par instillations intravésicales est
nécessaire, soit par chimiothérapie (mitomycine C — MMC), soit par immunothérapie (Bacille Calmette
Guérin — BCG).

Les tumeurs superficielles de haut grade ou in situ (CIS), sont traitées par thérapie adjuvante. Lorsque le
traitement est inefficace et la tumeur progresse, la cystectomie de la vessie +/- la chimiothérapie est alors
envisagee.

Concernant les tumeurs invasives, si le bilan métastatique est négatif, on se limite & la cystectomie +/- la
chimiothérapie, mais si le bilan métastatique est positif le traitement consiste en de la chimiothérapie ou a
des soins palliatifs.



11.5.1 La chirurgie : la résection transurothéliale (RTU)

La chirurgie est le principal traitement du cancer de la vessie. Son objectif est de retirer la ou les
tumeurs, afin de limiter la progression de la maladie et de réduire les risques de récidive. Elle est
aussi utilisée pour mieux évaluer la nature des tumeurs (stade et grade) et décider du traitement a

proposer par la suite.

L’étendue de I’opération dépend du degré d’extension de la maladie : lorsque le cancer a un faible
risque de récidive, 1’ablation de la tumeur est suffisante. Lorsque le risque de métastases est élevé,
I’ablation totale de la vessie est nécessaire, ceci peut étre remplacé par une vessie artificielle (néo-

vessie) a partir d’un segment d’intestin, qui est connecté aux uretéres en amont et a [’urétre en aval.

Les récidives de tumeur présentent 10 a 15% des cas avec un risque de progression vers un cancer
infiltrant beaucoup plus dangereux. Si la tumeur sétend dans les couches profondes de la paroi
vésicale, le risque de dissémination des cellules tumorales dans I'organisme par l'intermédiaire de la
lymphe et/ou du sang augmente. Les tumeurs de la vessie infiltrant le muscle ne bénéficient
jusqu’ici d’aucun traitement ciblé et seule la chirurgie associée a une radiothérapie ou /et a une

chimiothérapie est utilisée (Scarpato et al, 2015).

11.5.2 La chimiothérapie intravésicale

La chimiothérapie est le traitement de référence des tumeurs vésicales qui ont métastasé. Elle peut
étre néoadjuvante ou adjuvante (Van der Meijden et al, 1998, Wallerand et al, 2009).

On utilise souvent le protocole « MVAC » qui associe quatre médicaments : le méthotrexate, la
vinblastine, I’adriamycine et le cisplatine (Porten et al, 2015), mais d’autres combinaisons peuvent
étre utilisées comme la bithérapie gemcitabine-cisplatine ou le VAC (vinblastine, adriamycine,
cisplatine).

La chimiothérapie peut aussi étre envisagée pour traiter des tumeurs infiltrantes non métastatiques,
lorsque la cystectomie est contre-indiquée ou lorsque le patient refuse I’opération. Dans ce cas, la

chimiothérapie est associée a la radiothérapie. On parle de radio-chimiothérapie concomitante.

10


http://www.e-sante.fr/reponses-vos-questions-posees-dans-forum-sur-grippe-a-suite/actualite/923

11.5.3 La radiothérapie

La radiothérapie utilise des radiations a haute énergie pour détruire les cellules cancereuses. Elle est
utilisée seule lorsque la chimiothérapie et la cystectomie sont contre-indiquées ou lorsque le patient
refuse la cystectomie. Elle peut étre aussi effectuée en méme temps qu'une chimiothérapie. On
parle de radiochimiothérapie concomitante. Dans ce cas elle est envisagée pour traiter des tumeurs
infiltrantes non métastatiques, avec une cystectomie contre-indiquée ou un patient qui refuse
I’opération. La radiothérapie seule peut également étre utilisée dans un but palliatif (Petrovich et al,
2001 et Byun et al, 2015).

I1.5.4 L’immunothérapie intravésicale au BCG

La résection transurétrale des tumeurs superficielles est souvent suivie d’une immunothérapie
intravésicale par le BCG (Bacille-Calmette-Guérin). En effet, le bacille de Calmette-Guérin
« BCG »est un vaccin vivant atténué de la bactérie « Mycobacterium bovis », il est utilisé
habituellement pour la vaccination contre la tuberculose.

Depuis 1976, ce vaccin est utilisé dans le traitement des tumeurs superficielles de la vessie, & haut
risque de récidive et de progression (haut grade et carcinome in situ) (Morales et al, 1976). En effet,
il a été montré que ce vaccin diminue la récurrence des tumeurs, 1’évolution de la maladie et la
mortalité reliée au cancer superficiel de la vessie.

Ce vaccin stimule le systtme immunitaire, en favorisant une inflammation aigué locale, suivie
d’une infiltration par des macrophages et des leucocytes de 1’urothélium et du chorion de la
muqueuse veésicale (Chopin et al, 2001, Neuzillet et al, 2012 et Redelman-Sidi et al, 2014) (Figure
6).

I1.6 Evolution, récidive et progression : Aspects pronostiques

Apres traitement du cancer de la vessie, les risques de récidive ou de progression vers un stade
et/ou grade plus agressif sont trés importants. La récidive est par définition la réapparition de la
maladie aprées un traitement. Le cancer de la vessie est caractérisé par I’importance des fréquences
de récidive (dans 50 a 70 % des cas de tumeur superficielles de la vessie) (Holmang et al, 1999), ce
qui nécessite le suivi clinique des malades a long terme, voir méme a vie. La progression consiste

en 1’évolution du stade et/ou du grade de la tumeur vers un stade et/ou grade plus agressif par
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rapport a la tumeur primitive. Dans le cancer en général, le stade et le grade sont fortement associés

aux risques de progression.

En effet, les tumeurs superficielles peuvent progresser vers un stade superficiel plus évolué et plus
grave, voir vers un stade invasif (20% des cas) (Holméng et al, 1999), alors que les tumeurs
invasives peuvent progresser vers un stade invasif plus agressif, permettant le développement de

métastases induisant le déces du patient.
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Figure 6 : Représentation schématique des mécanismes d’action du BCG d’aprés
(Neuzillet et al, 2012).

L’instillation endovésicale de BCG induit :

Une phase d’adhésion —internalisation : c’est ’adhésion du BCG au mucus vésical puis a ['urothélium.
Une phase de présentation antigénique : le BCG active les cellules de 'immunité innée, il est phagocyté
par des cellules présentatrices d’antigene (Macrophages et cellules dendritiques...).

Une phase cytotoxique : activation des Thelper au contact des cellules présentatrices d antigene, induisant
la production de cytokines (IL2, IL6, IFN-y, TNF-a, TNF-8, GM-CSF et IL8), qui entrainent [’amplification,
la migration et [’activation de cellules cytotoxiques (CD8, lymphocyte NK, LAK, BAK, T gamma-delta et
macrophages).
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Cependant, les tumeurs de faible grade auront tendance a récidiver alors que celles de haut grade
risquent plus de progresser. Plusieurs facteurs de risque de récidive et de progression ont été
identifiés, incluant le grade cytologique, la taille tumorale et I’existence de carcinomes in situ
(CIS). Ainsi le groupe des tumeurs superficielles « pTa » présente un risque le plus élevé de

récidive et de progression vers un stade plus agressif (Martinache et al, 2008).

Les tumeurs de stade pTa sont des tumeurs papillaires qui se limitent a 'urothélium, le groupe pTa
de bas grade (pTa GI-GII) récidive dans environ 55 a 59% des cas avec un faible risque de

progression d’environ 5 a 9% (Herr et al, 1990).

Les tumeurs de stade pT1 sont des tumeurs papillaires qui envahissent la sous-muqueuse, le groupe
pT1l de haut grade (pT1 GIIl) récidive dans environ (48 % des cas) et possede un profil
particulierement plus agressif et progresse vers un stade infiltrant dans 40 a 60% des cas (Kurth et
al, 1992).

Les tumeurs de stade CIS sont des tumeurs planes qui se limitent a 1’urothélium, elles se
caractérisent par des dysplasies de haut grade (Utz al, 1970), ce qui leur confere un fort potentiel
invasif (Althausen et al, 1976 et Kiemeney et al, 1994). Le pourcentage de progression de CIS varie
entre 36% et 83% (Figure 7).

Le suivi des patients est donc essentiel pour dépister au plus tdét une éventuelle rechute, afin

d’éviter la progression de la maladie vers un stade et/ou un grade plus agressif et intraitable.
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Tumeurs

vésicales
Tumeurs épithéliales Tumeurs non-
(>90%) épithéliales (10%)
Carcinomes Adénocarcinomes Carcinomes
épidermoides (5%) (1%) transitionnelles (>90%)
Superficielles non- musculo-invasives
musculo-invasives (20 a 30%)
(70 & 80%)
A J \l‘ ‘l’
Pta (50%) Pt1 (25%) CIS (1-5%)
Gl G1/G2 G2 G3
Taux de 59% 55% 49% 48% 54%
récidives (%)
Taux d
- 5% 9% 17,4% 41,6%  36383%

progression (%)

Figure 7 : Répartition des différents types des tumeurs vésicales d’aprés (Kurth et al, 1992).

B- CARACTERISTIQUES EPIDEMIOLOGIQUES ET FACTEURS
DE RISQUE DES TUMEURS VESICALES

Le cancer de la vessie est le neuvieme cancer en importance a 1’échelle mondiale (Mahdavifar et al,
2016), representant une incidence mondiale de 10.1% chez ’homme et de 2.5% chez la femme,

cette incidence varie en fonction de la localisation géographique et des différents pays du monde

14



(Ploeg et al, 2009) (Figure 8). Ce cancer occupe la deuxiéme place sur I’ensemble des cancers uro-
génitaux, apres le cancer de la prostate. En 2012, 429.800 nouveaux cas ont été diagnostiqués dans
le monde avec 165.100 morts et un sex-ratio de 3/1 (Torre et al, 2015).

Durant ces derniéres années, son incidence été plus élevée dans les pays développés et certains pays
de I’Afrique, avec une augmentation du taux de mortalité dans les pays de I’ Afrique du Nord et les
pays du Moyen Orient (Malats et al, 2015, Mahdavifar et al, 2016).

D’apres le Registre des Cancers du Nord de la Tunisie (1999-2003), le cancer de la vessie occupe

en Tunisie la premiére place des cancers urologiques chez ’homme et la deuxiéme place sur
I’ensemble des tumeurs malignes chez ’homme avec une incidence de 11.6% chez ’homme et de
1.3% chez les femmes. L’age moyen au moment du diagnostic est de 65.9 ans, sans différence
significative entre les deux sexes. Ce cancer touche 10 fois plus les hommes que les femmes, avec
un sex-ratio de 1/10, ce rapport est entrain de diminuer avec I’augmentation du tabagisme féminin.

En France, ce cancer représente environ 4.8% des cas de cancers chez I’homme et 1,9% chez la
femme. L’4ge moyen au diagnostic est de 70 ans. C’est le deuxiéme cancer urologique par sa
fréquence, apres celui de la prostate. Il est responsable de 3% des déces par cancer, avec une

augmentation de son incidence d’environ 1% par an (Ferlay et al, 2010).

|.Le tabagisme

Le principal facteur de risque du cancer de la vessie est le tabagisme qui est responsable de 50 a
65% des cas diagnostiqués (Kuper et al, 2002, Zeegers et al, 2004 et Volanis et al, 2010). Les
carcinogénes qui se trouvent dans la fumée du tabac (les amines aromatiques-alpha-naphthylamine
et béta-naphthylamine; certaines N-nitrosamines cycliques; l'arsenic...) sont aussi présents dans
I'urine des fumeurs (Zeegers et al, 2004). Ces substances chimiques causent des dommages aux
cellules qui tapissent l'intérieur de la vessie (les cellules urothéliales). Cette exposition augmente le
risque de ’accumulation d’altérations génétiques causant la transformation maligne et la carcinogenese.
Ce risque est lié au nombre de cigarettes fumées par jour, au nombre d’années pendant lesquelles
une personne a fumé et a I’age auquel une personne a commencé a fumer. En effet, les ex-fumeurs
risquent deux fois plus que les personnes qui n'ont jamais fumé de développer un cancer de la
vessie. En plus, ’arrét de la consommation du tabac réduit le risque de la récidive de la maladie

(Aveyard et al, 2002).
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Figure 8 : Incidence mondiale du cancer de la vessie chez les deux sexes d’aprés (Ploeg et al, 2009).

1. L exposition professionnelle

Le deuxiéme facteur de risque du cancer de la vessie concerne 1’exposition professionnelle
réguliere et prolongée a certaines substances chimiques, comme par exemple celles utilisées par
I’industrie du pétrole, du plastique et des colorants, les produits de la combustion du gaz naturel,
goudron et huile de houille, les produits utilisés dans la fabrication de polyéthylénes et
d’acryliques, des produits liés a la fabrication et au développement des pellicules photographiques,

sels de cadmium, dérivés chlorés présents dans I’eau des piscines, etc (Malats et al, 2015).
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On a constaté que I’exposition aux amines aromatiques, en particulier la béta-naphthylamine, la
benzidine, le 4-aminobiphényle et la 4-o-toluidine (Ward et al, 1991, Ward et al, 1996), aux
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et au gaz d’échappement des moteurs diesel font

le plus souvent augmenter ce risque (Ward et al, 1996, Pira et al, 2010 et Carredn et al, 2013).

I11. Les facteurs infectieux : Irritation et inflammation chronique de la vessie

L'irritation chronique de la vessie accroit le risque de cancer de la vessie. Elle peut étre causée par
une inflammation ou un traumatisme de la vessie. L'inflammation peut étre provoquée par une
infection chronique des voies urinaires ou des calculs vésicaux. Elle peut aussi étre causée par une
schistosomiase (bilharziose), une infection engendrée par un ver parasite (Schistosoma
haematobium) qui apparait habituellement dans les pays du Moyen Orient et en Afrique (Nesi et al,
2015). Cette infection est a I’origine de 75% des tumeurs vésicales de type épidermoide (Kantor et
al, 1988). L’Egypte est le pays le plus épidémique de ce parasite, en effet, la majorité des tumeurs
vésicales sont de nature épidermoide et sont dues a cette infection parasitaire, ce qui explique le
taux d’incidence de tumeur vésicale en Egypte (37% chez ’homme) qui est parmi les plus élevés
dans le monde (Felix et al, 2008).

Egalement, le traumatisme peut étre causé par une sonde a demeure en place depuis longtemps ou

des calculs vésicaux.

IV. Autres facteurs

IV.1 Arsenic

Selon le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) (groupe 1), I’arsenic sous sa
forme inorganique est classé depuis 1980 cancérogene pour I’homme . Le caractére cancérogene de
I’arsenic est di a la formation d’espéces réactives de 1’oxygeéne qui favorisent la mutagénése, a des
modifications des processus de réparation et de méthylation de I’ADN, a des modifications de la
prolifération cellulaire (Schuhmacher-Wolz, 2009). Il augmente le risque du cancer de la vessie
chez les personnes qui y sont exposées au travail. L'eau potable qui contient de fortes

concentrations d'arsenic accroit également le risque de cancer de la vessie (Meliker et al, 2007).
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Le mécanisme d’induction des tumeurs vésicales par 1’arsenic n’est pas connu, cependant des
¢tudes ont montré que I’arsenic inhibe indirectement les groupes sulthydryles des enzymes et
interfére avec certains metabolismes cellulaires tels que la cytotoxicité et génotoxicité et

I’inhibition des enzymes a I’aide des antioxydants (Anetor et al, 2007).

IV.2 La prédisposition génétique

Aucune étude n’a permis de prouver que le cancer de la vessie peut étre causé par un facteur
héréditaire de déterminisme monogénique. Cependant plusieurs études ont montré que le cancer de
la vessie est une maladie multifactorielle due a I’interaction entre des facteurs génétiques et des
facteurs environnementaux. Ainsi certains génes sont associés a 1’augmentation du risque de
cancer de la vessie.

Pour chacun entre nous, I’expression des enzymes de certains métabolismes tels que le
métabolisme des xénobiotiques, la réparation de I’ADN, le métabolisme du folate...) est tres
variable en fonction de facteurs environnementaux, physiopathologiques et notamment génétiques
(polymorphisme génétique). Ainsi, des études ont montré une association entre le polymorphisme
affectant les genes codant les enzymes du métabolisme xénobiotique et la survenue du cancer de la
vessie, en effet, la délétion du géne de métabolisme des xénobiotiques « GSTML1 et/ou GSTT1 » est
décrite chez les malades atteints du cancer de la vessie dans plusieurs populations (Rouissi et al,
2011a, Savic-Radojevic et al, 2013, Chirila et al, 2015).

Aussi bien, N-acetyltransferase-2 « NAT-2 » est une enzyme impliquée dans le métabolisme
xénobiotique, elle existe sous deux formes : la forme "rapide", qui métabolise rapidement les
molécules carcinogeénes, et la forme "lente" dont I'action moins rapide conduit a une persistance des
molécules carcinogénes dans l'organisme. Une baisse de I’activité enzymatique de (NAT-2) a été
corrélée a une augmentation de risque de cancer de la vessie (Risch et al, 1995, Zhu et al, 2015, et
An et al, 2015). Ainsi, dans la population tunisienne les malades porteurs de génotype acétylateurs
lents « NAT2*5/*7 » ont sept fois plus de risque de cancer de la vessie que les acétylateurs rapides
(Rouissi et al, 2009).

Des études sur le polymorphisme génétique du métabolisme de géne de réparation de 1’ADN, ont
montré aussi que le polymorphisme du gene de réparation XPC est associé avec la survenue du
cancer de la vessie (Dai et al, 2014). Ainsi, dans la population tunisienne, les malades porteurs le

génotype homozygote de XPC ont deux fois plus de risque d’avoir le cancer de la vessie que les
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non-porteurs. (Rouissi et al 2011b). Egalement, le génotype homozygote du géne XRCC7 présente
deux fois le risque de la survenue du cancer de la vessie et les malades porteurs de deux génotypes
homozygotes de XPC et XRCC7 ont quatre fois plus de risque d’atteinte par la maladie (Zhi et al,
2012).

C-LES VOIES DE CARCINOGENESE DE CANCER DE LA
VESSIE

L’étude des altérations somatiques présentes au niveau des tumeurs vésicales permet de
comprendre les différents processus du développement et de progression tumorale, ce qui peut
avoir des retombées thérapeutiques et/ou pronostiques. Ainsi dans la littérature, plusieurs modeles
ont décrit les voies de carcinogenese vésicale, ces modeles se basant principalement sur les
altérations des genes FGFR3 et P53.

FGFR3 est le principal proto-oncogene impliqué dans la carcinogenese urothéliale. Il code pour le
récepteur des facteurs de croissance fibroblastique. En 2006, FGFR3 est reconnu comme un
oncogene impliqué dans le cancer de vessie. Il s’agit d’une mutation précoce de la carcinogenése
vésicale, trés fortement associée aux tumeurs papillaires Ta (74 % des cas) alors qu’elle est absente
dans le CIS et présente beaucoup plus rarement aux stades T1 (21 %) et T2 a T4 (16 %). Elle a été

observée dans 70 % des tumeurs de bas grade et 30 % des tumeurs de haut grade.

Concernant le gene P53, c’est un géne suppresseur de tumeur impliqué dans de nombreuses voies
de carcinogeneses dont 1’urothéliale. Entre autre, il code pour une protéine jouant un rdle majeur
dans la réparation des altérations de ’ADN, I’induction de 1’apoptose et I’inhibition du cycle
cellulaire. Ce gene est souvent altéré dans le groupe des tumeurs invasives, (50% des cas) (Soussi
et al 2001), mais également dans les CIS, (50% des cas) et dans les des tumeurs T1G3 (58% des
cas). A l’inverse, cette mutation est absente ou présente avec une fréquence trés faible dans les
tumeurs superficielles a bas grade (Hernandez et al, 2005). Ainsi le cancer de la vessie a stade
avancé et/ou métastatique est caractérisé par des mutations des génes p53 et Rbl (la mutation du
géne Rb1 est responsable du rétinoblastome) (Acikbas et al, 2002, Ouerhani et al, 2009a, Neuzillet,
et al, 2012).
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Figure 9 : Schéma représentant les voies la carcinogenése urothéliale.

Deux voies de progression dans les carcinomes de la vessie sont décrites, ['une passant par les tumeurs Ta
et 'autre par les carcinomes in situ (C1S) avec deux évolutions différentes ;

La voie des tumeurs Ta : ces sont des tumeurs mutées dans FGFR3, qui récidivent fréquemment mais
progressent trés rarement vers des tumeurs plus agressives T1 puis T2-T4. La tumeur Ta est caractérisée
par une fréquence élevée de mutations de FGFR3.

La voie des tumeurs CIS : ces sont des tumeurs non mutées dans FGFR3 mais mutées dans P53, qui
progressent fréquemment vers des tumeurs T1 puis vers des tumeurs T2-T4. Les CIS et les tumeurs T2-T4
sont caractérisées par une fréquence élevée de mutations de P53.

Un autre proto-oncogene impliqué dans la carcinogenese urothéliale est le géne PIK3C qui code
pour la sous-unité alpha de la phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase. Des travaux ont
montré que 1’inhibition de la voie PI3K réduit la capacité invasive des lignées cellulaires de la
vessie (Wu et al, 2004). La voie PI3K/Akt pourrait donc étre impliquée a la fois dans la
tumorigenése et la progression tumorale vésicale. En effet, les facteurs de croissance comme
EGEFR, voir FGFR3 ont la possibilité d’activer la voie Akt, qui est impliquée dans la carcinogenése
urothéliale ; ainsi une dérégulation de la voie de signalisation PI3K/Akt pourrait jouer un réle dans
la carcinogenése des tumeurs vésicales (Qian et al, 2009).
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Le gene PTEN est un géne suppresseur de tumeur également impliqué dans la carcinogenese
urothéliale. 1l code pour une phosphatase membranaire dont le substrat est le phosphatidylinositol-
3-phosphate (PI3P). L’inactivation de PTEN augmente la concentration de PI3P ce qui entraine
I’inhibition de P27, elle-méme inhibitrice du cycle cellulaire et dont 1’expression est parfois altérée.
En effet PTEN est mutée dans 14 a 23 % des tumeurs de la vessie (Wallerand et al, 2008).

Ces différentes altérations genétiques impliquées dans la carcinogenese urothéliale ont permis
d’évaluer I’expression de ces protéines impliquées dans différentes voies de signalisation afin
d’identifier des biomarqueurs utilisables pour le pronostic et la recherche des nouvelles thérapies de

cancer de la vessie.

D-LES BIOMARQUEURS TUMORAUX DANS LE CANCER DE
LA VESSIE

I. Définition des biomarqueurs tumoraux

Un biomarqueur tumoral, est une substance biologique présente naturellement dans le corps
humain. Le changement de sa quantité suite a un déreéglement peut signifier la présence d’un
cancer, ces marqueurs sont présents dans les urines, la salive, le sérum ou le plasma, et dans les
tissus tumoraux. Ils peuvent aider les cliniciens a mieux diagnostiquer la maladie et & mieux cibler

des voies de signalisations associées au cancer permettant une meilleure prise en charge du patient.

I1. Les biomarqueurs tumoraux dans le cancer de la vessie
Des marqueurs solubles secrétés dans les urines peuvent servir de biomarqueurs de pronostic dans
le cancer de la vessie ; ils permettent une détection précoce des cancers, une meilleure réponse aux

traitements ainsi qu’une meilleure prévention de la récidivité de la maladie.

Ainsi, des études ont montré que I’augmentation de I’expression de la survivine est associée a
I’augmentation de potentiel de malignité de cancer de la vessie et a la récidive de la maladie, son
expression dans le cancer de la vessie est considérée comme un marqueur prédictif de la récidive
chez les malades a stade superficiel (Karam et al, 2007 et Shariat et al, 2007). D’autres études plus

récentes ont montré que I’ARNm de survivine est beaucoup plus exprimé dans les urines des
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tumeurs vésicales agressives que des tumeurs non agressives (76.1% vs 10%) et que cet ARNm

n’est pas détecté chez des sujets sains (Eissa et al, 2012).

Derniérement, les chercheurs ont réussi a détecter des microRNA, dans le sérum et dans les urines
des malades atteints du cancer de la vessie. Le mir-125b s’est révélé étre 10.42 fois moins élevé
chez les malades que les sujets sains et le mir-126 est 2.70 fois plus élevé chez les malades que les

sujets sains (Snowdon et al, 2013).

Ecke et al en 2005, ont montré qu’il existe quatre marqueurs biologiques dans le cancer de la vessie
qui sont principalement, 1’antigéne tissulaire polypeptidique (TPA), le Récepteur des protéines
tyrosine-kinase erbB-2 (proto-oncogéne Neu) (Her-2/neu), le récepteur d’urokinase (uPAR) et la
mutation de TP53. Ces quatre marqueurs existent dans le sérum et dans les urines des malades
atteints du cancer de la vessie, les taux sériques de TPA et Her-2/neu sont plus élevés chez les
malades que les sujets sains (P= 0.001), la mutation TP53 est plus fréquente chez les malades a
stade invasif que chez les malades a stade superficiel (P= 0.001) (Ecke et al, 2005). Egalement, des
études plus récentes ont montré I’augmentation du taux de (Her-2/neu) soluble dans les urines des
malades a stade superficiel par rapport aux sujets sains d’ou son interét dans le pronostic de la
maladie (Arikan et al, 2015).

Récemment des méta-analyses sur la population asiatique ont démontré que la surexpression de
TP53 est associée a la récidive du cancer de la vessie chez les malades a stade superficiel aprés un
traitement au BCG (Zhou et al, 2015). Certaines études suggérent un rdle pro-tumoral de deux
molécules clés de la voie d’apoptose : Bax et bcl-2. Ces deux molécules sont impliquées dans
I’agressivité du cancer vésical. Ainsi, il a ét¢ montré que I’augmentation de I’expression de Bax est
associee a la récidive apres BCG thérapie, Bax et bcl-2 semblent étre des bons marqueurs prédictifs

dans la récidive du cancer de la vessie aprés traitement (Ajili et al, 2012).

Les travaux récents ont montré que plusieurs marqueurs tumoraux, l'antigéne carcino-embryonnaire
(ACE), lI'antigéne tumoral (CA 15-3, CA 19-9, CA 125...), l'antigéne prostatique spécifique (PSA),
et HER-2/neu participent directement a différentes interactions entre les cellules tumorales et leur
microenvironnement : stroma tumoral, matrice extracellulaire, vascularisation (angiogenése),

cellules du systeme immunitaire infiltrant les tumeurs (Pichon, 2004).
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E-LA REPONSE IMMUNITAIRE ANTI-TUMORALE

I. Le concept d’immunosurveillance anti-tumorale

Le concept d’immuno-surveillance (immuno-editing) a été émis pour la premiere fois par Paul
Ehrlich dés 1900 et il fut officiellement défini en 1967 par Macfarlane Burnet et Lewis Thomas
(Burnet et al, 1970). Cette théorie stipule que le systéme immunitaire (SI) reconnait et élimine en
permanence les cellules tumorales au cours de la vie de I’individu avant qu’elles ne deviennent
cliniqguement détectables.

Selon le concept de I’immuno-editing ou d’édition immunologique, il existe trois phases décrivant

I’interaction entre le (SI) et la tumeur qui sont les suivantes (Figure 10) :

» La phase d’élimination : Le (SI) détecte, reconnait et élimine les cellules tumorales ; il s’agit
de la phase antitumorale de I’immunosurveillance. Cette phase de surveillance immunitaire est
maintenue par I’immunité innée et adaptative (Mittal et al, 2014).

En effet, des études ont montré 1’implication des cellules de I’immunité innée comme les NK et les
macrophages dans 1’élimination des tumeurs. Les NK sont efficaces pour lyser des cellules
tumorales n’exprimant plus les molécules du CMH de classe |. La découverte de récepteurs
« inhibiteurs » de type lectine dont I’interaction avec les molécules du CMH de classe I délivre un
signal inhibiteur aux cellules NK, permet de mieux expliquer pourquoi, en I’absence de molécules
du CMH de classe | sur les cellules tumorales, les cellules NK ont une cytotoxicité augmentée pour
leur cible tumorale. Des récepteurs « activateurs » de la cytotoxicité comme NKG2D dont les
ligands (H60, Rae, MICA...) sont exprimés par la cellule tumorale entrainent un rejet de ces

tumeurs par un mécanisme dépendant des cellules NK (Gasser et al, 2005).

Les macrophages (MO) sont efficaces dans 1’¢limination des tumeurs par phagocytose. En effet les
cellules tumorales expriment la molécule CD47 qui induit un signal « don’t eat me » lorsqu ‘elle se
fixe sur le récepteur inhibiteur (SIRPa) exprimeé par les macrophages. L utilisation d’un Ac anti-
CDA47 permet le blocage de cette molécule et conduit les MO a I’élimination des tumeurs par
phagocytose (Willingham et al, 2012).
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De nombreux travaux ont montré la capacité cytotoxique des lymphocytes T CD8+, apres
reconnaissance d’un complexe CMH-I-peptide a la surface de la cellule tumorale. Cette
cytotoxicite peut résulter de la libération de granules préformés contenant de nombreuses enzymes
et cytotoxines dont la perforine et les granzymes. L’interaction de molécules membranaires
exprimées a la surface du lymphocyte T CD8 (Fas-Ligand, TRAIL) avec leurs ligands (Fas, TRAIL
Ligand) sur la cellule tumorale peut aussi déclencher 1’apoptose de cette derniére. Le role des
lymphocytes T CD4+ est plus complexe et indirect dans le rejet des tumeurs. Ainsi, il a été montré
que les lymphocytes T CD4+ producteurs de cytokines Thl (IL-2, IFNy) jouent un réle essentiel
dans I’induction et la persistance des lymphocytes T CD8+ anti-tumoraux. Dans certains cas, a
I’inverse, un role pro-tumoral a été assigné a des lymphocytes T CD4+ de type T régulateurs ou
avec une polarisation cytokinique particuliere (Th2, Thl7...). D’autres effecteurs cellulaires
(lymphocytes Ty, polynucléaires éosinophiles, polynucléaires neutrophiles) peuvent jouer un réle

anti-tumoral.

= La phase d’équilibre : Le (SI) contrdle la croissance de la tumeur mais sans 1’¢liminer
totalement. Elle correspond a la phase de dormance tumorale, les cellules tumorales deviennent
dormantes et restent dans cet état parfois des décennies, sans se manifester cliniquement et sans
métastaser. Cette phase d’équilibre est maintenue par I’immunité adaptative selon les travaux de
(Koebel et al, 2007).

Sur un modéle murin de sarcome induit par ’injection d’un puissant carcinogéne la tumeur est
installée mais son développement est bloqué par le systtme immunitaire. En cas de déficit
immunitaire, induit par exemple par une déplétion des lymphocytes CD4 ou CDS8, ou apres
I’administration d’anticorps bloquant I'IFN-y ou I’'IL-12 (deux cytokines impliquées dans
I’immunité adaptative) la tumeur se développe. Cependant la déplétion des animaux en cellules NK

(effecteurs de I'immunité innée) n’a aucun effet (Koebel et al, 2007).
D’autres études, montrent que la dormance tumorale est le résultat d’une balance entre I’effet anti-

tumoral de I’'lL-12 qui favorise I’élimination des tumeurs et 1’effet pro-tumoral de I’IL-23 qui

assure le maintien des tumeurs (Teng et al, 2007).
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En effet, il existe un équilibre prolongé entre la réponse immune adaptative et les populations de
cellules tumorales dormantes ; la perte de I’immunogénicité des cellules tumorales ou la survenue
d’un déficit immunitaire chez 1’hote, faisant basculer cet équilibre en faveur de la croissance

tumorale.

» La phase d’échappement : La tumeur échappe a la surveillance du Sl suite a I’échec de ce
dernier a lyser ou contréler les cellules transformées. Ceci va permettre la croissance tumorale et
I’installation d’un cancer cliniquement détectable. Plusieurs mécanismes interviennent dans
I’échappement tumoral dont certains sont associés aux cellules tumorales elles-mémes et d’autres

sont liés a un dysfonctionnement immunitaire.

En effet, la reconnaissance des cellules tumorales par les cellules du SI comme les lymphocytes T
(LT) peut étre altérée suite a un défaut dans la présentation antigénique par les molécules CMH | a
la surface des cellules cancéreuses (Teng et al, 2015). De plus, les cellules tumorales sont
caractérisées par une instabilité génétique. Ainsi, des mutations peuvent engendrer la perte totale de
I’expression de CMHI et/ou des variations au niveau des antigénes tumoraux. Les cellules
tumorales peuvent résister a 1’apoptose et a la lyse par les cellules du Sl (Schreiber et al, 2011) :

En altérant les récepteurs de mort Fas et DR4/DRS par des mutations ce qui induit I’inactivation

de la voie de I’apoptose,

Ou par I’expression des molécules anti-apoptotiques Bcl-XL et FLIP,

Ou par la résistance a la cytotoxicité induite par la voie granzyme B ou perforine, ceci par

I’expression d’un inhibiteur de la voie granzyme B ou par la perte de la capacité a lier la

perforine.

Les cellules tumorales peuvent aussi bloquer directement la fonction cytotoxique des LT et induire
leur apoptose grace aux ligands inhibiteurs a la surface des cellules tumorales PD-L1 (programmed
death ligand 1) qui vont se fixer sur leurs récepteurs membranaires des LT (De Aquino et al, 2015).
Enfin, les tumeurs secretent des molécules comme le (TGF-B, VEGF, IL-10...) qui vont induire un
microenvironnement tumoral immunosuppresseur favorisant ainsi leur échappement a 1’immuno-

surveillance (Yang et al, 2015).
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Figure 10 : Schéma représentant les trois phases d’immuno-editing (3E) d’aprés (Bose et al,

2015).
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Ce concept d’immuno-surveillance a conduit au développement d’une nouvelle approche
thérapeutique, 1I’immunothérapie des cancers (BCG dans les cancers de la vessie, IL-2 dans les
tumeurs du rein et les mélanomes, anti-PD1 et PDL1 dans le cancer de poumons...) qui a démontré
son efficacité et son intérét thérapeutique (Muenst el al, 2016).

L’immunothérapie repose sur les différents effecteurs de la réponse immunitaire.

I1. Les effecteurs de la réponse anti-tumorale

Le développement d’une réponse immunitaire en réaction a une agression tumorale induit
I’activation de deux systemes de défense : une réponse non-spécifique ou innée qui constitue la

premiéere ligne de défense suivie d’une réponse spécifique ou adaptative.
II.1 L’immunité innée

L’immunité innée, constitue la premicre ligne de défense contre les infections et le controle de la
croissance des cellules cancéreuses. Ceci est orchestré par des cellules cytotoxiques telles que les
lymphocytes Natural killer (NK ou NKT), les cellules phagocytaires telles que (les macrophages
(MO) et les cellules dendritiques (DC)...), et les lymphocytes T (NKT), ou par voie humorale (les
IgG et le complément) (Figure 11). Les précurseurs de cellules dendritigues comme toutes les
cellules de I’immunité innée reconnaissent les PAMPs « Pathogen Associated Molecular Patterns »
a la surface des cellules tumorales via les récepteurs PRR « Pattern Recognition Receptors », ces
derniers induisent la sécrétion des facteurs pro-inflammatoires par les cellules dendritiques comme
I’interféron-o. (IFN-a) qui active les cellules de I’immunité innée. L’internalisation de I’antigéne
par les DC immatures permet la maturation de ces derniéres qui activent a leur tour, les effecteurs

de 'immunité adaptative.

I1.2 Les effecteurs de ’immunité adaptative

L’immunité adaptative, constitue la deuxieme ligne de défense, elle est dépendante de la
reconnaissance de molécules spécifiques produites par la tumeur, par les cellules immunitaires B et
T. Les lymphocytes B produisent des anticorps ; ils sont responsables de la réponse a médiation
humorale. Les lymphocytes T sont responsables de la réponse a médiation cellulaire. Ils sont de
trois types : les lymphocytes T auxiliaires (helper Th), les T régulateurs (Treg) et les lymphocytes T
cytotoxiques (Tc).
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Figure 11 : Les différents effecteurs de I’immunité innée et de I’immunité adaptative d’apres
(Gandbhi et al, 2010).

Les cytokines de ['immunité innée induisent la différenciation des cellules de I'immunité adaptative ; en
rouge les cytokines inflammatoires de 'immunité innée induisant la différenciation en cellules T effectrices
(Thl, Th2 et Th17), en vert les cytokines anti-inflammatoires induisant la différenciation des T régulatrices
(Treg et Trl).
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11.2.1 Les lymphocytes B (LB)

Les lymphocytes B représentent les cellules immunitaires a médiation humorale, ils sont actives
suite a la fixation d’un antigéne (Ag), ils se différencient en plasmocytes qui produisent des
anticorps (Acs) dirigés contre ces Ags. Il existe différents mécanismes impliquant les anticorps

spécifiques des antigénes tumoraux dans la mort des cellules tumorales.

D’une part, par un mécanisme principal appelé cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des
anticorps ou ADCC (antibody dependant cell cytotoxicity). En effet, la fixation des Acs
spécifiques sur les cellules tumorales entraine 1’activation cellules immunitaires comme les
macrophages, et les cellules NK, par la fixation de la région Fc des ACs a des récepteurs
spécifiques a la surface de ces cellules. Ce complexe ainsi formé permet la lyse et 1’élimination
des cellules tumorales.

D’autre part, les Acs spécifiques des antigénes tumoraux peuvent servir a 1’élimination directe des
cellules tumorales par la voie classique du complément et donc la lyse des cellules (Okroj et al,
2013).

11.2.2 Les lymphocytes T (LT)

Les lymphocytes T sont les principaux effecteurs de la réponse immunitaire adaptative. ls sont

divisés en deux sous populations principales, les LT CD4+ et les LT CD8+.

11.2.2.1 Les cellules T CD4+

Les antigénes extracellulaires sont présentés par les molécules du CMH de classe Il, qui sont
exprimées par les cellules immunitaires présentatrices d’antigene (les cellules dendritiques, les
macrophages et les cellules B); les cellules de I’'immunité innée, notamment les cellules
dendritiques internalisent I’agent pathogéne et le présentent par I’intermédiaire du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ de type II (CMH-II), aux récepteurs T (TCR) présents a la surface des
lymphocytes T CD4+. Ce dernier marqueur joue le r6le de cellule accessoire ayant une affinité pour
la molécule de CMH-II.

La reconnaissance et la forte affinitt TCR/CMH-II-peptide associée a I’interaction CD28/B7
induisent 1’activation des cellules T CD4+ naifs, ce qui permet leur multiplication par sélection

clonale et leur différenciation en LT CD4+ effecteurs.
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Les lymphocytes T CD4 activés présentent une hétérogénéité fonctionnelle avec différents profils
de sécretion cytokinique. De plus, des facteurs de transcription propres a chaque type cellulaire sont
indispensables a la différenciation et aux fonctions de chaque type de cellules effectrices (Tableau
2).

On distingue, les lymphocytes T CD4+ effecteurs auxiliaires (« T helpers » ou Th) et les

lymphocytes T CD4+ a activité régulatrice (Treg) (Figure 11).

a. Les lymphocytes Thl

Les cellules de type Thl se caractérisent par la sécrétion de [Iinterféron-y (IFN-y), de
I’interleukine-2 (IL-2) et de « Tumour Necrosis Factor-a » (TNF-a) qui sont impliqués dans
I’activation, le développement et la persistance d’une réponse des lymphocytes T cytotoxiques.
L’activation des cellules Thl dépend de I'expression et de la régulation des facteurs de
transcription spécifiques T-bet et STAT4 (Espinosa et al, 2012 et Ivanova et al, 2015). L’IFN-y
produit en grande quantité par les cellules Thl active les macrophages et participe a la génération
de lymphocytes T cytotoxiques (CTL) conduisant a une réponse immunitaire a médiation cellulaire.
Dans le cas de cancer, I’IFN-y secrété empéche 1’angiogenese et induit la reconnaissance des
cellules tumorales par les LT cytotoxiques (CTL). Ainsi, les cellules Thl activées permettent la
prolifération des cellules LT CD8+ spécifiques de I’Ag tumoral et la mise en place d’une réponse

immunitaire anti-tumorale.

b. Les lymphocytes Th2

Les cellules de type Th2 sont, quant a elles, caractérisées par la sécrétion d’1L-4, d’IL-5 et IL-13 et
sont impliquées dans le développement d’une réponse humorale. L’activation des cellules Th2
dépend de I'expression et de la régulation des facteurs de transcription spécifiques GATA-3 et
STATG6 (Tableau 2) (Ouyang et al, 2000 et Ivanova et al, 2015). A I’inverse de cellules Thl, les
cytokines produites par les cellules Th2 aident a 1’activation des lymphocytes B, conduisant a la
production d’anticorps.

Dans le cas de cancer, I’IL-4 inhibe I’angiogenése en agissant sur les cellules endothéliales du

stroma tumoral (Volpert et al, 1998).
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c. Les lymphocytes Th17

Les lymphocytes Thl7 jouent un r6le important dans la réponse immune protectrice lors
d’infections bactériennes et fongiques ainsi que dans les maladies auto-immune et le cancer. Les
cellules de type Th17 se caractérisent principalement par la production d’IL-17A, d’IL-17F, de
TNF-0, d’IL-6, d’IL-21 et d’IL-22 qui semblent impliquées dans de nombreuses pathologies auto-
immunes et dans la réponse anti-tumorale. L’activation de Th17 dépend de l'expression et de la
régulation des facteurs de transcription spécifiques RORyt et STAT3 (Tableau 2) (Hirahara et al,
2010 et Ivanova et al, 2015).

En effet, ils jouent un role dans la réponse immunitaire anti-tumorale par I’induction d’une réaction
auto-immune, notamment un réle pro-tumorale en favorisant le développement tumoral (Zou et al,
2010).

d. Les lymphocytes régulateurs

Les T régulateurs sont nécessaires au maintien de la tolérance immunitaire en régulant les
lymphocytes T effecteurs par leur action immunosuppressive, ils participent donc au maintien de
I'noméostasie. Ils diminuent les réponses immunitaires anti-tumorales, favorisant ainsi le

développement des cancers (Roychoudhuri et al, 2015).

En plus des T régulateurs naturels (nTreg) de phénotype CD4+CD25+FoxP3+, générés dans le
thymus contre les antigénes du soi (Haribhai et al, 2007), des cellules T régulatrices peuvent étre
induites en périphérie a partir de T CD4 naifs. On distingue les (iTreg) ou Treg induits qui sont
caractérisés par l'expression des molécules CD4 et CD25 et du facteur de transcription Foxp3
(lvanova et al, 2015), ainsi que par la sécrétion de TGF-p (Josefowicz et al, 2009) mais aussi d’IL-
35.

Comme les iTreg, les cellules régulatrices typel (Trl) sont également des cellules T régulatrices,
issues de la différenciation des lymphocytes T CD4 naifs. Elles expriment CD4, CD25 mais pas
FoxP3. Elles sont activées suite a la sécrétion de différentes cytokines produites par les cellules

dendritiques et les macrophages mais également par d’autres cellules immunitaires (Carbo et al,
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2014 et Ivanova et al, 2015). Elles sont caractérisées par la sécrétion de I’'IL-10, cytokine

immunorégulatrice majeure (Tableau 2).

e. Les lymphocytes T helper folliculaires (Thf)

Les cellules Thf, LT CD4 folliculaires « helper », jouent un rdle primordial dans 1I’'immunité
humorale. Ils expriment le récepteur de chimiokine CXCR5 et migrent vers les follicules B des
organes lymphoides secondaires, ou ils soutiennent la différenciation et la maturation des
lymphocytes B via la sécrétion d’IL-4 et d’IL-21 (Ma et al, 2012). lls contribuent ainsi a la
formation des centres germinatifs et a la production d’anticorps de haute affinité. L’activation des
Thf dépend de I'expression et de la régulation d’un facteur de transcriptions spécifique bcl-6
(lvanova et al, 2015).

f. Autres profils des lymphocytes TCD4+

Les cellules T helper type 9 (Th9) jouent un réle dans I’immunité anti-tumorale en stimulant les

lymphocytes LT CD8+ (Lu et al, 2012). Elles se caractérisent par la production d’IL-9 qui joue un

réle probable dans la tumorogenése (Knoops et al, 2004)

Les cellules T helper type 22 (Th22) se caractérisent par la production d’IL-22 et du TNF-a, elles
expriment des protéines impliquées dans le remodelage tissulaire, et des chimiokines impliquées

dans I’angiogenése et la fibrose (Eyerich et al, 2009, Trifari et al, 2009).

11.2.2.2 Les cellules T CD8+

Les T CD8+ ou LT cytotoxique (CTL), représentent les effecteurs principaux de I'immunité
adaptative a médiation cellulaire. Les antigénes intracellulaires sont présentés par le complexe
majeur d’histocompatibilité de type I (CMH-I) qui est exprimé par I'ensemble des cellules nucléees
de I'organisme mais également par les cellules cancéreuses.

Le CMH-I associé a un peptide antigénique va étre reconnu par les récepteurs T (TCR) présents a
la surface des lymphocytes T CD8+.

La reconnaissance et la forte affinitt TCR/CMH-I-peptide et I’interaction CD28/B7 induisent
I’activation des cellules T CD8+ naifs, leur amplification selon un mode de sélection clonale et leur
différenciation en Tc conduisant a la lyse spécifique (TCR/CMH-I-peptide dépendant) des cellules

cibles, y compris les cellules tumorales.
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La cytotoxicité des CTL peut passer principalement par deux mécanismes : la voie intrinséque (la

voie perforine/Granzyme) ou la voie extrinseque (la voie Fas/FasL).

Tableau 2 : Les différents profils des lymphocytes TCD4+

Cytokines Marqueurs et Facteurs Induites sous .
Cellules Ny .. s Fonctions
secrétées de Transcription I’action
IL-12. 1L-18 Favorise la  réponse
Thl IFN-y, TNF-a | T-bet/STAT1/STAT4 IF}\I- ’ immunitaire a médiation
v cellulaire
IL-4 IL-5. IL- Favorise la  réponse
Th2 6, IL-1,3 GATA-3/STAT6 IL-4, IL-2 immunitaire a médiation
, humorale
Défense  contre les
Thi7 | IL-17,1L-22 | RORYUSTAT3 TGF'B’ZI,O,L'G’ L= | pathogenes,  cancer
auto-immunité
Thf IL-21 Bcl-6/CXCR5 IL-6, IL-21 La différenciation de LB
Favorise la  réponse
Tho IL-9 PU.1 TGF-B immunitaire anti-
tumorale
Intervient lors d’une
Th22 IL-22 AhR IL-6, TNF-a . .
réaction inflammatoire
Hormones
CD4 CD25 . -
nTreg TGF-B Foxp3/STATS colrtlcoster0|‘des et Maintien de la tolérance
es oestrogenes , , .
_ CD4 CD25 ?t de_ _ I’homéostasie
iTreg TGF-B, IL-35 Foxp3/STATS TGF-B, IL-2 Immunitaire
Tr-1 IL-10 CD4 CD25 IL-10

11.3 Le microenvironnement tumoral : Infiltration immunitaire

Malgré les progres réalises dans la compréhension des mécanismes immunitaires, le role de
I’infiltration des cellules immunitaires dans le microenvironnement tumoral reste encore obscur.
Cependant, il est connu depuis plusieurs années que la composition de I’infiltrat immunitaire d’une
tumeur peut avoir un impact sur son développement et représente un puissant marqueur
pronostique. La présence des cellules immunitaires, plus particulierement de lymphocytes infiltrant
la tumeur (TIL) a été décrite dans la plupart des tumeurs solides, elle est considérée comme un
indicateur d'une réponse active ou immunosuppressive de I'héte contre la tumeur. Ceci pourrait étre

un facteur de bon ou de mauvais pronostic
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Chez des malades atteints du cancer du poumon non-a petite cellules, les cellules NK intra-
tumorales acquéraient un phénotype anergique dans les stades les plus avancés, en perdant leur
capacité sécrétrice d’IFN-y et leur capacité cytotoxique, et également leur valeur pronostique
(Platonova et al, 2011). Des études récentes menees chez des patients atteints de cancer du poumon
a petite cellules ont démontré que les patients qui conservent une infiltration intra-tumorale de
lymphocytes T (TILs) au stade IHIA (N2) de leur tumeur apres résection compléte ont une

probabilité de survie bien supérieure aux autres (Freng et al, 2016).

Les lymphocytes T CD8+ comptent parmi les cellules les plus souvent associées & un pronostic
favorable. De nombreuses études démontrent notamment que la présence de lymphocytes T CD8+
associes a la tumeur sont de bon pronostic dans de nombreux types de cancers solides, en effet,
I’augmentation de ’infiltration intra-tumorale de lymphocytes T CD8+ est associée a une meilleur
survie chez les malades atteints d’un cancer de la vessie a stade invasif (Sharma et al, 2007, Faraj et

al, 2015), ainsi que chez les malades atteints d’un cancer du sein (Mahmoud et al, 2012).

Notamment, la présence de cellules NK et de lymphocytes T CD8+ est trés largement considerée
comme de bon pronostic dans le cancer colorectal (Sconocchia et al, 2014).

Cependant, I’implication des sous-populations de lymphocytes T CD4+ est plus controversée. Les
résultats concernant la valeur pronostic des cellules Th2, Thl7 et Tregs sont souvent
contradictoires, certains travaux rapportent que 1’infiltration intra-tumorale de Tregs est associée a
un mauvais pronostic dans le cancer et induit un effet immunosuppressif sur 1’environnement
tumoral de I’estomac (Yoshii et al, 2012) et dans les mélanomes (Jacquelot et al, 2016), ainsi une

faible densité de cellules Tregs dans la tumeur est associée a une survie plus longue.

Cependant, d’autres études menées chez des patients atteints de lymphomes folliculaires montrent
qu’une forte densité de cellules Tregs dans la tumeur est associée a une longue survie (Carreras et
al, 2009).

Récemment, il a été montré que la faible expression de Foxp3 dans les cellules cancereuses
gastriques favorise la progression tumorale alors que I’infiltration tumorale par des cellules Tregs
exprimant Foxp3 était associée au bas grade et stade, la diminution de la taille tumorale et la

diminution de la récidivité de la maladie (Suh et al, 2015).
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La controverse concerne également les cellules Th17, et de fagon générale I’inflammation au sein
du microenvironnement tumoral. La libération de cytokines pro-inflammatoires telle qu’IL-17
active le systéme immunitaire et permet le recrutement et I”infiltration des cellules anti-tumorales a
un stade précoce du cancer de la vessie (Baharlou et al, 2015). A I’inverse, ce contexte
inflammatoire au sein de la tumeur peut favoriser la progression tumorale et 1’apparition de

métastases dans différents types du cancer (Martinez et al, 2008).

Concernant la sous population Th2, son développement est contrdlé par le facteur de transcription
GATA-3. Des ¢études menées chez des patientes atteintes du cancer du sein montrent qu’une forte
expression de GATA-3 dans la tumeur est associée a une survie plus longue, ainsi sa faible
expression est associée a I’augmentation de la taille tumorale et a la négativité des récepteurs
d’cestrogene et de progestérone (Yoon et al, 2010). GATA-3 est donc associé au bon pronostic du
cancer du sein, il joue également un role dans la suppression des métastases pulmonaires
(Dydensborg et al, 2009). Les résultats des études concernant la valeur pronostic de cellules Th2
sont contradictoires, en effet, des études ont montre que les interleukines IL-4, IL-5 ou IL-13 ne
présentent pas une valeur pronostique (Tosolini et al, 2011).

La différenciation de la sous population Thf est contrdlée par le facteur de transcription bcl-6, son
expression est trés élevée dans divers types du cancer, notamment dans le cancer du sein (Wu et al,
2014), son réle dans le microenvironnement tumoral est aussi controversé. Wu et al, ont montré que
I’expression de bel-6 est associé au stade et au grade avancé et a ’apparition des métastases donc a
la progression tumorale du cancer du sein, ainsi qu’a une mauvaise survie (Wu et al, 2014).
Cependant des études sur le méme type de cancer sont contradictoires, en effet, Pinto et al, ont

montré que I’expression de bel-6 diminue dans le cancer métastasique du sein (Pinto et al, 2009).

On peut dire qu’une infiltration tumorale avec des taux élevés d’effecteurs immunitaires
(lymphocytes CD8+, lymphocytes CD4+, cellules Thl, cellules NK), associée a des taux faibles de
cellules immunosuppressives donne un meilleur pronostic du cancer (Figure 12) (Fridman et al,
2012).
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Figure 12 : Méta-analyse de I’impact de différentes populations lymphocytaires T sur le pronostic
de différents cancers rapporté dans les publications d’aprés (Fridman et al, 2012).
‘Good’ signifie que la population lymphocytaire est associée au bon pronostic, ‘None ’signifie qu’il n’existe

pas de valeur pronostic, ‘Poor’ signifie que la population lymphocytaire est associée au mauvais pronostic.

I11. Mécanismes de cytotoxicité des cellules immunitaires

Une fois les lymphocytes T et les cellules NK activés, ils vont pouvoir lyser spécifiquement leurs
cellules cibles par différentes voies effectrices. Au cours de cette phase effectrice, les cellules
cytotoxiques peuvent induire I’apoptose selon deux voies : la voie intrinséque et la voie extrinséque
de I’apoptose (Figure 13) (Lavrik et al, 2005, Wong et al, 2011 et Favaloro et al, 2012).

I11.1 La voie intrinséque

Lorsque les lymphocytes T et les cellules NK cytotoxiques reconnaissent une cellule cible, ces

cellules effectrices libérent par exocytose le contenu de leurs granules cytotoxiques. Ces derniers
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contiennent une molécule appelée perforine formant par polymérisation des pores a la surface des
cellules cibles, par lesquels pénétrent des sérines estérases appelées granzymes libérées par les
granules. Les granzymes clivent certaines protéines cellulaires activant des nucléases et des
enzymes induisant 1’apoptose. L’action de Perforine/ Granzymes permet d’éliminer les cellules

infectées par virus ou les cellules cibles transformées (pré-cancéreuses).

La voie apoptotique induite par Perforine/ Granzymes est la voie intrinséque également nommeée
voie mitochondriale de I'apoptose qui est généralement induite par un signal interne a la cellule
conduisant a I’activation de la procaspase-9.

11 est en effet établi que 1’activation de la voie mitochondriale est initiée par le clivage des protéines
de la famille Bcl-2. La famille Bcl-2 comprend des protéines pro-apoptotiques, telles que Bax, Bak,
Bid, Bad et Bcl-Xs, et des protéines anti-apoptotiques, comme Bcl-2 et Bcl-XI. Suite a un stimulus
apoptotique, une protéine pro-apoptotique est capable de s’ancrer dans la membrane externe
mitochondriale, ce qui induit la formation de pores et permet la libération du cytochrome C et des
protéines activatrices des caspases, de la mitochondrie vers le cytoplasme. La libération du
cytochrome C mitochondrial résulte en une activation d’Apaf-1
(Apoptotic Protease Activating Factor-1) qui s’associe a la procaspase-9 pour former un complexe
nommé apoptosome. Une fois la caspase 9 active, s’ensuit 1’activation de la cascade des caspases,

ou les caspases effectrices 3, 6 et 7 sont activées et induisent I’apoptose de cellule cible ((Favaloro

et al, 2012) (Figure 13).

I11.2 La voie extrinseque

111.2.1 La voie des récepteurs a domaine de mort

Cette voie est déclenchée par un signal extérieur de la cellule et nécessite I’intervention des
récepteurs de mort (DR ; Death Receptor) (Figure 13). Les récepteurs a domaine de mort
appartiennent a la superfamille des TNF-R. Ces récepteurs possedent tous quatre domaines riches
en cystéine dans leur partie extracellulaire et un domaine de mort DD (Death Domain) dans leur
partie intracellulaire qui permet le recrutement d’autres effecteurs posseédant des domaines de mort
homotypiques, ceci permet de déclencher des cascades de signalisation variées. On dénombre chez
I'nomme au moins huit récepteurs de mort : le récepteur au TNF (TNF-R1, TNF-R2), le récepteur
CD95 (Fas), le récepteur DR3, le récepteur TRAILR-1 (ou DR4), le récepteur TRAILR-2 (ou
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DR5), le récepteur DR6, le récepteur a l'ectodysplasin A (ou EDA-R) et le récepteur a ’'NGF
(Nerve Growth Factor) (Wajant et al, 2003). Ces récepteurs de mort peuvent étre divisés en deux
groupes. Les recepteurs du premier groupe (CD95, TRAILR-1, TRAILR-2) forment dans leur
partie cytosolique un complexe multiprotéique nomme DISC (Death Inducing Signaling Complex).
Les récepteurs du second groupe (TNFR-1, DR3, DR6, EDAR) forment un complexe
multiprotéiqgue nommé Traddosome « TRADD » (TNF Receptor Associated Death Domain)
(Figure 13).

L’activation des récepteurs de mort tels que Fas (DR2), TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DR5) par la
fixation de ligands déclenche une succession d’événements moléculaires tels que 1’oligomérisation
des récepteurs transmembranaires induisant le recrutement de protéines adaptatrices
cytoplasmiques FADD (Fas-Associated Death Domain) et/ou TRADD qui a leur tour vont recruter
les procaspases initiatrices 8 et 10. Le complexe multiprotéique formé, contenant le ligand, le
récepteur de mort, les protéines adaptatrices et les procaspases initiatrices porte le nom de DISC, et
induit I’activation autocatalytique des caspases initiatrices 8 et 10 et des caspases effectrices, parmi

lesquelles la caspase 3 induisant 1’apoptose de la cellule cible (Figure 13).

111.2.1.1 La voie TNF/TNF-R

Le facteur de nécrose tumorale TNF (Tumor Necrosis Factor) est une cytokine inflammatoire
produit par les macrophages, les monocytes et les lymphocytes T activés durant un processus
inflammatoire. Il est responsable de différentes signalisations impliquées dans la nécrose ou
I’apoptose, dans la résistance aux infections par les virus ainsi que dans des processus de

carcinogenese.

Le TNF-a est d’une part synthétisé sous la forme d’une protéine transmembranaire de type II
assemblée en homotrimére et d’autre part sous une forme soluble résultant du clivage de sa forme
membranaire par une métalloprotéase appelée TACE (TNF Alpha Converting Enzyme). Ce TNF
possede deux récepteurs membranaires distincts : le récepteur de type | (TNF-R1) et le récepteur de
type Il (TNF-R2). La liaison de TNF-a avec son récepteur TNF-R1, exprimé constitutivement dans
la plupart des cellules, entraine le recrutement de protéines adaptatrices nommées TRADD et
FADD qui vont a leur tour recruter d’autres protéines comme les procaspases 8, 10 et 3 qui

participent aux différentes voies d’apoptose (Idriss et al, 2000). Cette liaison TNF-a avec son
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récepteur TNF-R1 peut aussi induire I’apoptose par la voie JNK et la voie NF-kB, via le
recrutement des protéines TRAF et RIP (Micheau et al, 2003, Lavrik et al, 2005) (Figure 13).

Le récepteur de type Il (TNF-R2) est un récepteur exprime de fagon inductible sur des cellules
immunitaires spécifiques (CD8+, CD4+...), sa liaison avec son ligand TNF-a induit alors un signal
de survie cellulaire ce qui aboutit a 1’homéostasie cellulaire dans les conditions normales

(Faustman et al, 2013).

111.2.1.2 La voie Fas / FasL
a.Structure de Fas et FasL

Le récepteur Fas est une glycoprotéine transmembranaire de 50 kDa de type | (la partie N terminale
est extracellulaire). Chez 1’homme, le géne qui code pour le récepteur Fas est localisé sur le

chromosome 10 (10q24.1). Il est composé de 9 exons et s’étend sur 26Kb.

La proteine Fas comprend 317 acides aminés avec une masse moléculaire est de 45KDa. La partie
extracellulaire est constituée de trois domaines extracellulaires riches en cystéines (CRD1, CRD2 et
CRD3), le domaine PLAD (Preligand Assembly Domain) qui est localisé au niveau du CRD1 et qui
permet la trimérisation des récepteurs en repos, ainsi que la liaison au ligand Fas et la transduction
de signal apoptotique. La partie intracellulaire est composée d’un domaine de mort ou (DD)
(Schneider et al, 1997a) (Figure 14.a).

La protéine FasL appartient a la famille du TNF (Tumor Necrosis Factor) /NGF (Nerve Growth
Factor). Chez ’homme, le géne qui code pour la protéine FasL est localisé sur le chromosome 1
(1g23). 11 est composé de 4 exons et s’étend sur 8Kb (Takahashi et al, 1994).

La protéine FasL (CD95L/CD178) est une protéine transmembranaire de 40 kDa de type Il (la
partie C terminale est extracellulaire). Cette protéine est composée de 281 acides aminés dont 80
sont intra-cytoplasmiques ce qui distingue FasL des autres de la famille du TNF (Suda et al, 1993).
Cette séquence intra-cytoplasmiques est tres conservée entre les especes ; elle est constituée de
deux domaines particuliers ; CKI (Casein Kinase 1) et PRD (Prominant Proline Rich Domain)
ayant probablement des interactions avec les protéines régulatrices. FasL présente 3 sites de N-
glycosylation sur les asparagines en position 184, 250, et 260. La glycosylation semble étre

indispensable pour I’expression de la protéine (Orlinick et al, 1999) (Figure 14.b)
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Figure 13 : Schéma montrant les deux voies d’apoptose : la voie intrinseque (la voie mitochondriale) et

la voie extrinséque (Les voies de signalisation apoptotique des récepteurs a domaine de mort) d’apres

La voie

(Lavrik et al, 2005).

intrinséque consiste en [’activation de la voie mitochondriale et la voie extrinséque cOnsiste en

I’engagement de récepteurs de mort (Fas, TNFRI, DR4, DR5...) exprimés a la surface de la cellule cible.
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Figure 14 : Structure de Fas et FasL et leurs différents domaines.

a. Structure de récepteur Fas: CRD : (domaine riche en cystéines), TM (domaine transmembranaire),
région PLAD (preligand assembly domain), DD (Death domaine) b.  Structure de ligand FasL : région
PRD (domaine riche en proline), région CKI (Casein Kinasel.).

b. Expression des protéines Fas et FasL

La protéine Fas est exprimée de facon ubiquitaire, mais dans certaines conditions telles que
I’activation des lymphocytes T ou dans les lymphocytes T infectés par des virus tels que le virus de
la leucémie humaine (HTLV-1), le virus de I’immunodéficience humaine (HIV-1) ou le virus
d’Epstein- Barr (EBV) son taux d’expression peut étre augmenté (Debatin et al, 1994). D’autres
facteurs peuvent également induire ou augmenter 1’expression de Fas a la surface cellulaire, comme
I’IFN-y et les cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a et I’'IL-1B. De plus, son expression
peut augmenter au cours de la différenciation cellulaire, en effet, les progéniteurs hématopoiétiques
immatures humains possédant le marqueur cellulaire CD34, expriment tres faiblement Fas, cette
expression de Fas est augmentée graduellement au cours de la différenciation cellulaire (Liang,
2010).
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Contrairement a son récepteur, FasL posséde une distribution tissulaire trés limitée. La protéine
FasL est exprimée de fagon constitutive au niveau de 1’ceil, du cerveau, du plasma sanguin et des
cellules de sertoli (au niveau des testicules) ; ces sites sont dits « immunoprivilégiés » car les
cellules immunitaires sont éliminées lorsqu’elles les infiltrent, empéchant ainsi de provoquer une
réponse immunitaire inflammatoire qui peut conduire a une perte de fonction (Griffith et al, 1995).
L’expression de FasL est induite a la surface des lymphocytes T activés et les cellules NK activeées,
et participe a 1’élimination des cellules infectées ou transformées, par un processus appelé¢ AICD
(Activation Induced Cell Death). L’ AICD consiste a 1’induction de la mort des cellules T activées
pour donner la fin & leur réponse contre les pathogeénes.

Enfin, FasL peut étre exprimé sous forme soluble (sFasL) apreés le clivage par des métallo-protéases
matricielles (Matrix Metalloprotease ; MMP-3 et MMP-7) ou par la protéase ADAM10 (A
Disintegrin And Metalloprotease 10). La forme soluble est une protéine homotrimérique, qui va se
fixer sur le récepteur Fas. Son role suite a cette fixation est encore mal connu (Schulte et al, 2007,
Garcia et al, 2013) (Figure 15).

D’aprés certaines études, FasL. membranaire tue les cellules cibles Fas positives plus efficacement
par rapport a la forme soluble. Il semble que la forme soluble « sFasL » lorsqu’elle est produite
puisse inhiber I’activité cytotoxique de FasL membranaire et diminuer le signal apoptotique
(Tanaka et al, 1998, Schneider et al, 1998).

D’autres études ont montré que les souris dépourvues de FasL soluble (sFasL KO) ont des
lymphocytes T normaux, capables de tuer les cellules cibles, alors que les souris (mFasL KO)
dépourvues de FasL membranaire ont des lymphocytes T incapables de tuer les cellules cibles.
Ainsi, ces résultats ont montré que mFasL est essentiel pour I’activité cytotoxique et qu’un exces de

sFasL (en I’absence de mFasL) favorise I’auto-immunité et la tumorigenése (O’Reilly et al, 2009).
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Figure 15 : Clivage de FasL par des métalloprotéases ou par la protéase d’apres (Garcia et al, 2013).

Les métalloprotéases (MMP-3 et MMP-7) ou la protéase (ADAM-10) clivent la forme membranaire de FasL
« mFasL » (40-42 kDa) libérant dans le domaine extracellulaire une forme soluble « sFasL » (26-29kDa).

c. Les voies de signalisation d’apoptose par Fas/FasL

Le processus d’apoptose induit par fixation de FasL sur le récepteur Fas aboutit a I’activation des
caspases, une famille de protéases a cystéine aspartate-spécifique, d’ou I’appellation « cysteine-
aspartic protease ». Cette activation peut étre atteinte par deux voies de signalisation apoptotiques
distinctes mais convergentes, la voie extrinseque et la voie intrinseque. En effet, I’induction de
I’apoptose par la voie Fas/FasL s’effectue en plusieurs étapes successives. Selon les travaux
d’Algeciras-schimmich et al 2002, la phase de déclenchement du signal Fas peut étre subdivisée en
cing étapes distinctes ; dans un premier temps, la pré-association de Fas indépendamment de FasL
permet sa stimulation qui conduit a la formation rapide de micro-agrégats du récepteur Fas. Dans
un second temps, la protéine adaptatrice FADD, est recrutée via I’interaction entre le DD (Domaine

de mort) de Fas et DD homologue au niveau de FADD au niveau de C-terminal.
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Un second domaine appelé DE (domaine effecteur de mort ; Death Effector) situé au niveau N-
terminal de FADD interagissent avec deux DED de procaspases initiatrices -8 et 10 ce qui permet
le recrutement de ces procaspases initiatrices, et la formation du DISC (Death Inducing Signaling
Complex) selon un processus faisant intervenir les filaments d’actine et I’activation de la caspases-

8 mais avec peu d’efficacité pour pouvoir induire 1’apoptose.

Cependant, cette activation permet la formation de regroupements membranaires de Fas qui vont
amplifier le signal apoptotique. Le complexe Fas/FasL sera alors internalisé gréace a la formation de

vésicules d’endocytose par un processus encore incompris (Algeciras-schimmich et al, 2002)

(Figure 16).
Presssociation Formation de Formation du Formation d’amas
microagrégats DISC membranaires du Internalisation
récepteur du DISC
CD95L
o)) U
—
FADD
poonne pro-CASP-10

Figure 16 : Les evénements membranaires proximaux de la voie de signalisation Fas.

d. Fas/FasL et cancer

L’expression de FasL a été observée dans différents types de cancers, comme des carcinomes
colorectaux (O’Connell et al, 1996), hépatocellulaires (Strand et al, 1996), du sein (O’Connell et al,
1999), ou de la vessie (Chopin et al, 2003). Le rble de cette expression est controversé. Certaines
¢tudes ont montré que 1’expression de FasL pourrait induire le recrutement des polynucléaires et

une réponse anti tumorale (Maher et al, 2002).
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D’autres études montrent, que FasL aide les cellules tumorales a échapper a la surveillance du
systéeme immunitaire et ceci par différents mécanismes. En effet, ’expression de FasL par des
cellules tumorales comme des lymphomes, des mélanomes, des carcinomes hépatocellulaires,
gastriques ou pulmonaires, serait capable d’induire 1’apoptose des lymphocytes infiltrant la tumeur
exprimant Fas. De plus, I’expression de FasL ne serait pas restreinte aux lymphocytes mais peut
aussi s’observer sur certains tissus ou organes dits « immunopriviligiés » leur permettant d’induire

I’apoptose des cellules inflammatoires exprimant Fas.

Le r6le de FasL dans la réponse anti-tumorale est complexe. Les études in vitro ont montré que,
d’une part, I’expression de FasL sur les lymphocytes T et les cellules NK peut induire 1’apoptose
des cellules tumorales qui expriment Fas (Krammer, 2000) et d’autre part, I’expression de FasL par
les cellules tumorales est considérée comme un des mécanismes d’échappement tumoral du
systeme immunitaire (Igney and Krammer, 2005).

Des travaux ont montré que la survie des souris déficientes en FasL et porteuses de tumeur
pulmonaire, est significativement diminuée par rapport aux souris contréles. Ce résultat démontre
le r6le de FasL dans le contr6le des réponses anti tumorales in vivo (Peyvandi et al, 2012). Plus
récemment, cette méme équipe a montré que I’environnement immunosuppressif produit par le
ciblage de FasL est corrélé avec la diminution de survie des souris porteuses de tumeur d’ou le role
de FasL dans la modulation des cellules immunosuppressives (Peyvandi et al, 2015).

Cependant, il est décrit que la forme soluble de FasL (sFasL) posséde une fonction opposée que
FasL membranaire (mFasL). Des nouvelles études ont montré que la forme soluble de FasL. nommé
« cl-CD95L » détectée en trés grande quantité dans le sérum des malades atteints du cancer du sein
triples négatifs par rapport a un cancer non triple négatif, est également impliquée dans 1’apparition

des métastases et elle favorise la migration cellulaire (Malleter et al, 2013).

111.2.1.3 La voie TRAIL/TRAIL-Rs
a. Structure de TRAIL/TRAIL-Rs

TRAIL est une protéine transmembranaire de type Il. La molécule TRAIL (Apo2L/Tumor Necrosis
Factor-Related Apoptosis Inducing Ligand) appartient également a la famille du TNF (Tumor

Necrosis Factor) INGF (Nerve Growth Factor). Pour 'homme, le géne qui code pour la protéine
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TRAIL est localisé sur le chromosome 3 en position (3926). Il est composé de 5 exons et s’étend
sur 18Kb (Figure 17). La protéine TRAIL est composée de 281 acides amines (Figure 17).

Cinq récepteurs capables de lier TRAIL ont été identifiés (Figure 18). Deux d’entre eux, DR4 et
DRS5 sont capables d’induire 1’apoptose tandis que les trois autres, Decoy Receptor (DcR1, DcR2)
et I’ostéoprotégérine (OPG), agissent comme récepteurs antagonistes, ils sont incapables d’induire
un signal apoptotique et sont qualifiés de “récepteurs leurres” (Chaudhary et al, 1997, Ashkenazi et
al, 1999) (Figure 18).
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Trimerized

TRAIL
Hexamerie
Trimerized compilex

TRAIL-R
vy

Figure 17 : TRAIL et ses différents domaines d’aprés (Stuckey et al, 2013).

Au niveau génomique ; Le géne qui code pour TRAIL est composé de 5 exons situé sur le bras long du
chromosome 3 (3926). Au niveau transcriptionnel; I’ARNm est transcrit selon deux variants ; un ARNm
codant pour la forme membranaire (nTRAIL) et un ARNm codant pour la forme soluble (STRAIL). Au
niveau protéique ; la protéine est composée de (281 aa) avec une région TM (domaine transmembranaire),
une région RBD (receptor binding domain).

Un domaine riche en cystéine (Cys230) est essentiel pour fixer l'ion de Zinc a l'interface trimérique.

Trois molécules de sSTRAIL s’associent pour former un homotrimere, ce complexe se fixe sur trois molécules
de TRAIL-R pour former un complexe hexamerique
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Figure 18 : Les différents récepteurs de TRAIL chez I’Homme d’aprés (Lemke et al, 2014).
Les récepteurs agonistes TRAIL-R1 et TRAIL-R2 contiennent un domaine de mort intracellulaire capable
d'engager une signalisation apoptotique, contrairement aux récepteurs antagonistes TRAIL-R3, TRAIL-R4

et OPG (ostéoprotégérine).

b. Expression des protéines TRAIL/TRAIL-Rs

L’expression du TRAIL est induite a la surface des lymphocytes T activés, des cellules NK et des
macrophages. Sous sa forme homotrimérique, TRAIL présente une activité optimale qui lui confére
une activite anti-tumorale.

Le récepteur TRAIL est exprimé de facon ubiquitaire, donc la plupart des tissus et des cellules
présentent une cible pour ce ligand (Spierings et al, 2004).

TRAIL peut étre exprimé sous forme membranaire (MTRAIL) ou soluble (STRAIL) aprés le
clivage de la partie extracellulaire par des protéases a cystéine. Cette forme soluble est

fonctionnelle.

c. La voie de signalisation d’apoptose par TRAIL/TRAIL-Rs

La liaison de TRAIL sur les récepteurs de mort TRAIL-R1 et TRAIL-R2 induit un signal de mort
tres similaire a celui observé dans la voie Fas/FasL. Cette liaison induit la multimérisation des

récepteurs et des ligands ce qui aboutit au recrutement de la protéine adaptatrice FADD et des
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procaspases initiatrices 8 et 10 ce qui permet la formation du complexe initiateur de 1’apoptose, ou

DISC (Death-Inducing Signaling Complex), ce qui induisant un signal apoptotique.

A Tlinverse, la liaison de TRAIL sur les récepteurs TRAIL-R3 et TRAIL-R4 ne permet pas
d’induire un signal apoptotique puisqu’ils ne présentent pas de DD fonctionnel. Ils sont ainsi
qualifiés de récepteurs leurres, ou récepteurs antagonistes de TRAIL (Figure 18). TRAIL-R3 inhibe
la formation du DISC en séquestrant le ligand TRAIL au sein de radeaux lipidiques membranaires
(effet de titration du ligand). Alors que, TRAIL-R4 agit en s'associant avec TRAIL-R2 au sein du
DISC et en excluant TRAIL-R1 de ce complexe. Puisqu’il ne posseéde pas de domaine de mort
fonctionnel, la quantité de caspases initiatrices recrutées dans le DISC est trop faible pour induire
I'activation de ces derniéres. Ceci induit un signal de prolifération et de survie cellulaire (Merino et

al, 2006 , Stuckey et al, 2013). En effet, des études ont montré que TRAIL peut induire un signal

non-apoptotique qui inclut I’activation de la voie NF-kB, PKB/Akt et MAPKSs. Il arrive que
TRAIL-R1 et TRAIL-R2 puissent activer la protéine kinase B (PKB)/Akt et MAPK comme le c-
Jun NH2-terminal kinase (JNK). Les travaux de Secchiero et al, ont montré que TRAIL peut
activer la voie PI3K/Akt et la voie ERK dans les cellules endothéliales, induisant la
phosphorylation de serine/thréonine kinase Akt de maniére dépendante de I’activation PI3K
(Secchiero et al, 2003). D’autres études ont expliqué que la résistance au traitement par la molécule
TRAIL est due a I’activation de certaines voies anti-apoptotiques via TRAIL. En effet, ces études
ont montré que I’expression de p-Akt et de la protéine mTOR augmente deux heures aprés un
traitement avec la molécule TRAIL. De plus, TRAIL peut activer également les voies MEK/ERK et

NF-«B dans les cellules de cancer de I’ovaire (Xu et al, 2010).

d. Roles physiologiques de la signalisation de la voie TRAIL/TRAIL-Rs

Des études d’invalidation génétique (KO TRAIL ou mDRS5) chez la souris ont permis de
montrer que TRAIL ne joue pas un role dans des conditions normales, non pathologiques. En
effet ces souris survivent aprés une invalidation génétique (modeles knockout TRAIL-/- ou
mDR5-/-).

La protéine TRAIL joue son rdle d’inducteur d’apoptose suite a 1’activation de cellules
immunitaires et/ou lors d’un déséquilibre du systéme immunitaire, ce qui induit la production
de TRAIL en réponse a des cytokines pro-inflammatoires de type interféron, en particulier
I'IFN-y.
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TRAIL posséde également un rdle en tant que régulateur de I'immunité par son réle dans le
déclenchement de l'apoptose de certaines populations leucocytaires, modulant a la baisse la
réponse immunitaire, en effet les cellules NK éliminent les cellules dendritiques immatures via
TRAIL (Hayakawa et al, 2004, Takeda et al, 2005).

e. TRAIL/TRAIL-Rs et cancer

Contrairement aux autres membres de la famille du TNF, TRAIL est connue pour étre capable
d'induire l'apoptose des cellules tumorales sans affecter les cellules saines d’ou son intérét dans
I’utilisation thérapeutique comme une arme anticancéreuse (Ashkenazi et al, 1999). Que ce soit in
Vitro ou in vivo, plusieurs études ont montré que 1’absence de la protéine TRAIL favorise la
croissance tumorale et la progression de la tumeur, elle joue ainsi un role anti-tumoral et anti-
métastatique. Ce role a été montré sur plusieurs modéles murins ainsi que lors d’études chez des
patients atteints de différents types de cancer. Des nouvelles études, ont montré que TRAIL induit
I’apoptose des cellules tumorales de prostate et il ne présente pas des effets cytotoxiques sur les
cellules saines (Ma et al, 2015). Plusieurs essais cliniques in vitro et in vivo ont montré ’efficacité
de TRAIL dans le traitement des différents types de cancer. L'anticorps monoclonal humain
agoniste du TRAIL-R2 a été développé (TRAIL-R2 mADb), il est un tres bon candidat comme
traitement potentiel pour une grande variété de cancers, en interagissant spécifiquement avec le
récepteur TRAIL-R2, induisant l'apoptose et exercant un effet anti-tumoral sur divers types de

tumeurs, seul ou combiné a la chimiothérapie (Mori et al, 2004).

La forme soluble de TRAIL «sTRAIL » joue également un réle anti-tumoral, il a été montré
I’existence de TRAIL soluble dans les urines des malades atteints du cancer de la vessie et ceci
apreés un certain temps de traitement au BCG. Ainsi les bons répondeurs au BCG ont un taux plus
élevé de « STRAIL » que les mauvais répondeurs. De plus, on observe une augmentation de
I’expression de TRAIL soluble au niveau des neutrophiles présents dans les urines des patients
apres traitement au BCG.

Ces études suggerent que TRAIL peut jouer un réle dans I’immunité anti-tumorale induit par la
BCG thérapie (Ludwig et al, 2004). De méme, 1’analyse de plus de 300 tumeurs des malades
atteints du cancer du sein a révélé une corrélation entre la dérégulation de TRAIL et la survenue de

métastases au niveau cérébral (Bos et al, 2009).
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Les propriétés anti-métastatiques de TRAIL ont été montrées dans des modeles des souris, dans
lesquels 1’ablation génétique d’un seul alléle du géne mDRS est suffisante pour enclencher une
lymphomagenese expérimentale. De plus, 1’ablation génétique de deux alléles du géne mDRS
augmente significativement la survenue de métastases de lymphomes et de carcinomes de la peau
(Finnberg et al, 2008, Grosse-Wilde et al, 2008).

Nous avons vu que I’interaction de molécules membranaires exprimées a la surface du lymphocyte
T (Fas-Ligand, TRAIL) avec leurs récepteurs (Fas, DR4/DR5) sur la cellule tumorale déclenche
I’apoptose. Ces cytokines (FasL, TRAIL...) sont utilisées comme molécules effectrices par les
lymphocytes cytotoxiques afin d’induire I’apoptose des cellules cibles. Cependant, il arrive que les
cellules tumorales échappent au systéme immunitaire, résistant a 1’attaque immunologique par
différents mécanismes. Parmi ces mécanismes on note 1’augmentation de 1’expression de molécules
anti-apoptotiques (Bcl-2, c-flip, Akt...), ce phénomeéne est di a certaines dérégulations au niveau
des mécanismes de voies de résistance a I’apoptose. Parmi ces voies figure la voie
PI3K/Akt/mTOR.

F-MECANISME DE RESISTANCE A L’APOPTOSE (VOIE
PI3K/AKT)

I. La voie de signalisation PI3K/AKkt

La voie phosphatidylinositol-3-kinase PI3K/Akt est une voie de transduction du signal
intracellulaire jouant un role dans 1’homéostasie cellulaire et ceci par la régulation de 1’apoptose, la
croissance, la prolifération, la survie cellulaire et ’angiogenése. Les protéines de cette voie sont des
proto-oncogenes et des anti-oncogénes. Elle est activée par deux maniéeres différentes : 1’activation
exogeéne par liaison des facteurs de croissance a des récepteurs kinases, 1’activation endogene suite
a la deletion et/ou la surexpression des protéines de cette voie (Coutte et al, 2012). En effet, la
dérégulation de cette voie est fréquemment observée dans les processus tumoraux, d’ou son

importance dans la recherche des thérapies anti-tumorales.
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1.1 Structure de la kinase Akt

Akt est une sérine/thréonine kinase, de 59 kDa, qui appartient a une famille de trois membres chez
les mammiferes : Aktl/PKBa (protéine kinase Ba), Akt2/PKBp (protéine kinase Bp) et Akt3/PKBy
(protéine kinase By), chacune codée par un géne différent. Chaque isoforme d’ Akt posséde (Figure
19) :

- un domaine PH (pleckstrin-homology) en N-terminal leur permettant de se lier aux
phosphoinositides PIP2 et PIP3, avec une haute affinité et d’étre recrutée a la membrane plasmique
lorsque PI3K est activée (Franke et al, 1994).

- un domaine catalytique central sérine/thréonine Kinase.

- un domaine HM (Hydrophobic Motif) en C-terminal, correspondant a une courte région

régulatrice.
Thr (P) Ser (P)
1 |
™ PH Domaine catalytique TEEEE
9 régulateur
1 106 147 308 473 480

Figure 19 : Structure de la protéine kinase Akt d’aprés (Fischer et al, 1998).

Le domaine amino-terminal d'Akt (aa 1-147) contient le domaine PH (aa 1-106) et une région riche en
acides aminés acides (79-147). Ce domaine est impliqué dans la liaison aux phospholipides membranaires,
dans des interactions « protéine-protéine » et dans la formation de complexes multimériques.

1.2 Expression de la kinase Akt

L’expression de chaque isoforme est variable selon les tissus. Aktl s’exprime dans la plupart des
tissus et favorise la croissance cellulaire, en bloquant I’apoptose. Akt2 s’exprime en plus forte
concentration dans le tissu adipeux et dans les tissus sensibles a I’insuline comme les cellules
adipeuses, le foie et le muscle (Altomare et al, 1998). Cette isoforme est nécessaire pour le
transport du glucose (Garofalo et al, 2003). Akt3 semble étre principalement exprimée dans le

cerveau, le poumon et les testicules (Yang et al, 2004).
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1.3 La voie de signalisation PI3K/Akt

La voie PI3K/Akt possede deux sous voies d’activation, une voie directe qui permet la liaison de la
tyrosine kinase (RTK) a la sous unité régulatrice P85 et une voie indirecte passant par

I’intermédiaire de Ras via sa liaison a la sous unité catalytique P110 (Figure 20).

La voie directe peut étre activée par la fixation de ligands spécifiques, comme certains facteurs de
croissance (PDGF, EGF, IGF1) ou des interleukines (IL-2, IL-3, IL-4, IL-6...) sur des récepteurs a
activité tyrosine kinase (RTK). Cette liaison du ligand sur le récepteur induit la dimérisation et la
stabilisation du récepteur RTK. Cette dimérisation entraine la trans-phophorylation des résidus
tyrosine kinase du domaine tyrosine kinase signifiant 1’activation du récepteur, puis, en cascade,
I’activation des effecteurs en aval, dont la PI3K. La PI3K phosphoryle le PIP2 en PIP3 conduisant a
I’activation d’Akt et a la stimulation de la prolifération et de la survie cellulaire. La phosphatase
PTEN (Phosphatase and Tensin homologue) s’oppose a I’action de la PI3K en déphosphorylant
PIP3 en PIP2, désactivant ainsi I'Akt.

PIP3 transduit un signal intracellulaire en se fixant directement sur un domaine PH (pleckstrin
homology) de différentes protéines. Deux kinases contenant le domaine PH ; PDK et Akt sont
recrutées vers la membrane cytoplasmique via PIP3, ainsi, PDK1 active Akt par sa phosphorylation
sur la thréonine 308. 1l semble aussi que PDK2 active Akt par sa phosphorylation sur la serine 473,
cette activation peut étre menée aussi par d’autres kinases jouant la méme fonction que PDK2
(Dong et al, 2005).

Mammalian TOR (mTOR) est une protéine kinase qui existe en deux complexes distincts : le
premier complexe est mMTORC1 comprenant mTOR, GBL, et raptor et le deuxiéme complexe
MTORC2 contenant mTOR, GPL, et rictor. Le complexe qui contient le raptor (nNTORC1) est
sensible a la rapamycine et régule la croissance cellulaire, par la phosphorylation de S6K1. Le
complexe qui contient le rictor (NTORC2) ne semble pas sensible a la rapamycine, et sa fonction
cellulaire est encore discutée. Des études ont montré que (mTORC2) fonctionne comme PDK2
dans plusieurs des cellules non-cancéreuses et cancéreuses, chez la drosophile et les lignées
humaines le mTORCL1 et les protéines qui sont associées sont nécessaires pour la phosphorylation
de Akt Ser473. In vitro, mTORC2 phosphoryle directement Akt Ser473 et facilite la
phosphorylation de Akt thr308 par PDK1 (Sarbassov et al, 2005).
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L'activation compleéte d'Akt nécessite la phosphorylation d’Akt sur la Thr 308 et la Ser 473 par
deux kinases différentes (PDK1 et PDK2). La forme active d'Akt phosphoryle différents substrats

et permet la croissance et la survie cellulaire par différents mécanismes.

Akt activée inhibe la famille des protéines Bcl-2 pro-apoptotique (BAD et BAX...), phosphoryle la
protéine FoxO (forkhead box O transcription factors), et GSK3 (glycogen synthase kinase 3) et
régule négativement le facteur de transcription NF-kB ce qui augmente I’expression des signaux

anti-apoptotiques.

La phosphorylation de la protéine TSC2 (Tuberous sclerosis complex-2) par Akt activée entraine sa
combinaison avec la protéine TSC1 (Tuberous sclerosis complex-1) formant ainsi Rheb (Ras
homologue enriched in brain). Ceci permet I’activation de Rheb, qui stimule le complexe mTORC1
qui phosphoryle a son tour S6K1 (p70S6 kinase) et 4EBP1 (eukaryotic initiation factor 4E binding

protein 1), induisant I’augmentation de la synthese des protéines (Sarris et al, 2012) (Figure 20).

1.4 Réles physiologique de la signalisation de la voie PI3K/Akt

La kinase Akt joue plusieurs roles dans les diverses voies de signalisation en relation avec le
métabolisme, I’angiogenese, la transduction du signal cellulaire impliquée dans la division
cellulaire. Elle joue également un r6le majeur dans l'inhibition de l'apoptose en réponse a des
facteurs de croissance.

L’interaction directe entre PIP et le domaine PH d’Akt permet la relocalisation d’Akt du
cytoplasme vers la face interne de la membrane plasmique ou se trouvent les PIP3 générés par la
PI3K. Cette relocalisation permet a Akt d’interagir avec les kinases qui la phosphorylent et

I’activent, notamment PDK1 et PDK2.

En effet, il y a quatre sites de phosphorylation sur Akt : S124, T308, T405 et T473, les sites T308 et
T473 sont phosphorylés en réponse aux stimuli alors que les deux autres sites de phosphorylation
S124 et T405 sont constitutivement phosphorylés, donc seules les phosphorylations sur les sites
T308 et S473 sont capables de modifier ’activité d’ Akt.
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Figure 20 : La voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR d’aprés (Sarris et al, 2012).

1.5 PI3K/Akt et cancer

La voie PI3K/AKt est une voie de signalisation intracellulaire impliquée dans la régulation de la
croissance cellulaire, prolifération cellulaire, et 1’angiogenése d’ou son intérét dans I’étude de

I’oncogeneése et la compréhension de plusieurs mécanismes de dérégulation cellulaire.
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En effet, la plupart de ces protéines sont codées par des genes suppresseurs de tumeurs ou des
proto-oncogenes, dont la mutation peut favoriser le développement d’un processus tumoral.

Parmi ces protéines, la phosphatase PTEN, la protéine mTOR, (mammalian target of rapamycin), la
protéine Akt, la protéine PI3K... (Figure 21).

La recherche des éventuelles mutations au niveau génomique ou de certaines dérégulations au
niveau protéique a été 1’objet de plusieurs études. En effet, il a été montré dans plusieurs types de
cancer, une surexpression de Ras, une perte de fonction de PTEN, ou encore une mutation de PI3K
ou d’Akt ou une activation de récepteurs a tyrosine-kinase RTK (notamment PDGFR, IGFR, et
HER 1-4), qui deviennent autonomes par rapport a leurs facteurs de croissance (Dreyer et al, 2009).
Cependant, aucune mutation de la protéine mTOR n’a été décrite a ce jour, ce qui en fait une cible
thérapeutique particulierement intéressante, son inhibition par la rapamycine et ses différents

analogues a donné des résultats prometteurs dans différents types de tumeurs.

p-Akt, 42 %
p-Akt, 23 %-50 % PI3K, 18 %26 %
PTEN, 24 % Poumon __ Sein | PTEN, 15 %41 %
Ras, 30 % HER2, 30 %36 %
EGFR, 32%-60 % =
— TSCUTSC2
T™E | |GF-11GF-1R
TSC1TSC2 - VHL
&

p-Akt, 38 % 7 \\
PTEN, 31 % ., p-Akt, 46 %
TGF/TGFp, Reln . PI3K, 20 %-32 %

60 %-100 % colon | PTEN. 35%
VHL, 30 %-50 % Ras, 50 %
IGF-11GF-IR, EGFR, 70 %

39 %-69 %

Figure 21 : Les altérations de la voie PI3K/Akt/mTOR dans différents types de cancer

d’apres (Soria et al, 2013) ; (TNE : Tumeur neuro-endocrine).

D’autres travaux basés sur I’utilisation des inhibiteurs de mTOR en association avec d’autres
inhibiteurs comme EGFR, ont montré une synergie des inhibiteurs de mTOR et des inhibiteurs
(REGF/HER2) lorsqu’ils sont combinés dans des essais précliniques, ainsi que des essais cliniques
sur des tumeurs solides (Patnaik et al, 2007).
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Des études in vitro et in vivo ont montré que I’inhibition de la voie mTOR par la rapamycine inhibe
aussi la voie Akt via mTOR-2 dans le cancer leucemique, en effet les patients traités par des
inhibiteurs de mTOR ont une diminution de la phosphorylation d’Akt Ser473, ces mémes résultats

sont observés sur des lignées cellulaires leucémiques (Zeng et al, 2007).

D’autres travaux expérimentaux suggerent qu’Akt pourrait étre impliquée dans la faible efficacité
de la chimiothérapie chez les patients maintenant un tabagisme actif lors du traitement du cancer
bronchique non a petites cellules. Il semble que la nicotine et certains produits contenus dans le
tabac (NNK) induisent I’activation de la voie de signalisation Akt, d’ou une augmentation de la
prolifération des cellules tumorales du poumon (Tsuturani et al, 2005).

De nombreuses études pharmacologiques ont validé le potentiel thérapeutique de la voie
PISK/Akt/mTOR dans le traitement de plusieurs types de cancer. L’utilisation des inhibiteurs de
kinase qui ciblent les protéines PI3K, Akt, mTOR, et PDK-1 (3-phosphoinositide-dependent
protein kinase-1) a été 1’objet des plusieurs essais cliniques, notamment, 1’essai clinique avec
l'inhibiteur de PI3K, LY294002,dans les gliomes malins. 11 s’agit d’un traitement
radiosensibilisateur, I’inhibition de PI3-kinase rehaussant la sensibilité des tumeurs a la

radiothérapie (Nakamura et al, 2005).

D’autre part, plusieurs mécanismes ont contribué a 1’activation de la voie Akt dans le cancer
humain, notamment la dérégulation de la phosphatase PTEN et la voie PI3K. Il a été décrit des
mécanismes inclus dans I’activation de PI3K suite a la stimulation autocrine ou paracrine de
récepteur tyrosine kinase (RTK) (Yuan et al, 2008), I’augmentation de 1’expression des récepteurs
de facteur de croissance (GFR) « Growth Factor Receptor » comme EGFR « Epidermal Growth
Factor Receptor » dans le glioblastome et HER-2/neu dans le cancer du sein (Bacus et al, 2002)

et/ou I’activation de I’oncogene Ras (Liu et al, 2000).

Concernant la voie Akt, sa dérégulation a été observée dans différents types tumoraux, comme le
cancer gastrique, en effet cette voie joue un role majeur dans la migration de cellules cancéreuses
gastriques (Huang et al, 2014), ainsi que dans la prolifération et la migration des cellules de
I’hépatoblastome (Xia et al, 2014).
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D’autres études ont montré que la voie PI-3K/Akt pourrait étre impliquée a la fois dans la
tumorigenése et la progression tumorale vésicale, hypothese déja vérifiée dans les cancers de la
prostate, de I’ovaire, du pancréas et du sein. Il a ét¢é montré que I’activation de cette voie de
signalisation procurait une résistance aux traitements, notamment dans le cancer de la vessie
(Walleranda et al, 2008).
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Objectifs et stratégies de
I’étude



Dans le monde, le cancer de la vessie est le deuxieme cancer urologique. En Tunisie, il est la
deuxiéme cause de mortalité par cancer, chez I’homme. Deux groupes histologiques ont été définis,
d’un co6té les tumeurs superficielles qui représentent 70-80% des cas, caractérisees par un taux
élevé de récidive ce qui nécessite un suivi a long terme. Ces tumeurs sont généralement de bon
pronostic impliquant un traitement endoscopique et intravésical.

De ’autre, les tumeurs invasives qui représentent 20-30% des cas, caractérisées par 1’agressivité et
le fort pouvoir de progression de la maladie, avec moins de 50% de survie a cing ans. Ces tumeurs
sont de mauvais pronostic exigeant une approche beaucoup plus vigoureuse. C’est la cystectomie
radicale, la chimiothérapie et la radiothérapie qui sont les options thérapeutiques envisagées dans ce
dernier cas.

Bien que des patients répondent aux traitements comme la chirurgie, la chimiothérapie, la
radiothérapie et I’'immunothérapie par BCG, ’efficacité de ces traitements reste limitée, plusieurs
patients qui sont des mauvais répondeurs présentent une résistance aux traitements entrainant un
échappement tumoral au bout de 6 & 36 mois. A I'neure actuelle, il n'existe pas ou peu de nouvelles
approches thérapeutiques beaucoup plus efficaces et sélectives. Il est donc important d’améliorer
notre compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la carcinogenese
vésicale afin d’identifier les différentes voies de signalisation impliquées dans la cancérogenese et
la progression tumorale, ce qui nous permet d’identifier certaines molécules clés servant a la fois de

marqueurs pronostiques et prédictifs mais aussi de cibles thérapeutiques.

Nous sommes partis de ’hypothése que I’importance et la nature de 1’infiltration tumorale par les
cellules immunitaires pourrait étre un critére pronostique. Dans la premiére partie du travail, nous
nous sommes intéressés a déterminer une fraction de I’infiltration immunologique au niveau des
tumeurs des patients atteints du cancer de la vessie. Dans ce cadre, notre objectif était de regarder
I’expression de certains facteurs immunologiques de trois populations de lymphocytes T [Th1, Th2
et T folliculaires (Tfh)] dans le microenvironnement tumoral.

La caractérisation de ces populations lymphocytaires T a été réalisée par la quantification par gPCR
de I’expression de trois facteurs de transcription associés aux phénotypes Thl (T-bet), Th2 (GATA-
3) et Tth (bcl-6). La quantification du niveau d’expression de ces génes dans les tissus tumoraux a

été corrélée avec les différents parametres cliniques.
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L’importance de ces sous populations lymphocytaires détermineraient en fait la fonction
cytotoxique qui est décrite comme la plus efficace contre la tumeur, notamment a travers
I’induction de I’apoptose. Parmi les marqueurs régulant 1’apoptose figurent des récepteurs solubles.
Ainsi, la deuxieme partie de ce travail a été essentiellement consacrée a 1’étude du role de FasL
soluble et de TRAIL soluble dans le sérum des malades atteints du cancer de la vessie. En effet, les
formes solubles de FasL et TRAIL peuvent jouer un rdle anti ou pro-tumoral dans le
développement des cancers. Pour comprendre son réle dans le cancer de la vessie, une étude sur le
sérum obtenu chez 64 patients tunisiens atteints du cancer de la vessie vs 72 sujets sains a été
préconisée. Notre objectif était de comprendre le r6le que peut jouer les formes solubles de FasL et
TRAIL dans le cancer de la vessie, en comparant leurs taux chez des patients par rapport au sujets
sains et de chercher une corrélation entre leurs taux sériques et les différents parametres cliniques
des patients afin de trouver un marqueur de pronostic pouvant étre évalué par des méthodes non

invasives.

Il a été établi que malgré une réponse cytotoxique, les cellules tumorales pouvaient résister a la
réponse immunitaire en développant entres mécanismes d’échappement tumoral, une résistance a
I’apoptose. Nous avons focalisé, dans la troisiéme partie de ce travail, nous nous sommes intéressés
a I’expression de la protéine Akt au niveau tumoral. Tenant compte du réle pro-tumoral que peut
jouer Akt dans le développement des cancers, nous avons entrepris une étude sur des biopsies
obtenues chez 72 patients tunisiens atteints du cancer de la vessie. Notre objectif était de comparer
I’expression d’Akt sous sa forme phosphorylée dans des tissus tumoraux versus les tissus sains
adjacents et de chercher une corrélation entre le niveau d’expression et les différents parameétres
cliniques des patients afin de déterminer la valeur pronostique d’Akt et de son taux de

phosphorylation dans le cancer de la vessie.
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Materiels et Méthodes



l. Sujets de I’étude

L’étude porte sur 117 malades et 72 témoins ayant tous signé un consentement éclairé selon le
modéle de consentement du CEBM (Comité d'Ethique Bio-Médicale) présenté dans 1’une des deux
langues au choix (Arabe et Frangais). Les 117 patients sont tunisiens, atteints du cancer de la vessie
et traités au service d’Urologie de I’Hopital Charles Nicolle de Tunis. Les 72 témoins sont des
individus sains non atteints de maladies cancéreuses recrutés en tant que donneurs de sang
volontaires a la banque du sang de Rabta de Tunis. Les témoins sont appariés en age et en sexe au
groupe de malades et ont donné un consentement éclairé pour participer a une recherche sur le

cancer en général.

L’inclusion des malades dans le protocole est effectuée apres confirmation de la tumeur vésicale.
Alors le consentement éclairé est signé et le prélevement du sang est réalisé et les tumeurs fraiches
sont prélevées aupres des chirurgiens du service d’urologie de 1’hopital Charles Nicolle. Les

données sur les dossiers sont collectées auprés du méme service.

I1. Données épidémiologiques et anatomo-cliniques

Les sources des données épidémiologiques, cliniques et anatomo-pathologiques des patients atteints
de cancer de la vessie sont les dossiers des malades hospitalisés dans le service d’urologie incluant
les comptes rendus d’anatomopathologie du service d’anatomie pathologique de 1’hopital Charles
Nicolle de Tunis. Ces données incluent pour les malades ; 1’age, le sexe, I’origine géographique, le
statut tabagique, le grade, le stade, le traitement et le suivi du traitement (récidive et progression).
Les dossiers de malades recoivent un code et les données relatives au dossier sont strictement
utilisées a des fins de recherche et de publication (corrélation du grade, du stade, de la récidive et

de la progression avec les marqueurs biochimiques étudiés).

Les données relatives a la population des témoins sont recueillies suite a un questionnaire rempli

pour chaque individu incluant 1’age, le sexe, 1’origine géographique.
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Tableau 3 : Paramétres cliniques et épidémiologiques des patients atteints du cancer de la vessie

Cancer de la vessie

T-bet, GATA- sFasL sTRAIL

Marqueurs étudiés 3, bel-6 p-Akt
Nombre de patients 65 64 62 72
61 59 57 65
Homme
(93.84%) | (92.18%) | (91.93%) | (90.27%)
4 5 5 7
Femme
Sexe (6.15%0) (7.81%) (8.04%) (9.72%)
Sexe-ratio 15.25 11.80 11.40 9.28
Intervalle 42-107 41-88 41-88 41-94
Age (ans) 65.63+ 63.30 = 64.05+ 66.06 +
Moyenne
13.13 11.67 9.74 11.04
Origine géographique Nord de la Tunisie
Années d’échantillonnage 2008-2012
o Biopsie Sérum Sérum Biopsie
Type de prelevement Fraiche frais frais Fraiche
congelée congelé congelé congelée

11.1. Parametres pathologiques :

Plusieurs parametres ont été pris en compte :

- Type histologique (présence ou absence des signes de malignité).

- Classification : OMS (1973 et 2004) pour le grade et TNM pour le stade.

- (présence/absence) des Métastases.

- Traitements (simple résection transurtérale, BCG thérapie, chimiothérapie, radiothérapie,

cystectomie partielle ou totale).
- Réponse aux traitements (Rémission compléte/Rechute/Déces).
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11.2 Parametres épidemiologiques :
- Sexe

- Age (ans)

- Origine géographique

- Consommation du Tabac (PY)

I11. Matériel biologique

Les échantillons sanguins utilisés dans cette étude sont prélevés sur EDTA (anticoagulant), un
prélevement sanguin de 2 a 3 ml dans les conditions adéquates (par un personnel hospitalier
compétent). Le sérum est récupéré par centrifugation du sang total (15 min, 1500rpm, 4°C). Les
biopsies fraiches sont prélevées a sec par le chirurgien urologue au service d’urologie de 1’Hopital
Charles Nicolle de Tunis. Le volume de la biopsie prélevée varie entre 3 et 5 mm?® selon Ia taille
tumorale. Le sérum et les biopsies collectés sont conservé a -80°C pour une utilisation ultérieure.

Lignées cellulaires RT112 et J82 sont du Manassas, VA.

IV. Les réactifs biologiques

- L’anticorps FasL (BD pharmingen).

- L’anticorps Fas (Millipore).

- L’anticorps TRAIL (BD pharmingen).

- L’anticorps DR4 (Millipore).

- L’anticorps DRS (Millipore).

- L’anticorps antagoniste du récepteur Fas (Clone ZB-4) (Millipore).
- L’anticorps antagoniste du récepteur DR (Fc-TRAIL-R2) (Pr.Olivier Micheau, Inserm U866).
- L’anticorps phospho-Akt (Ser473) (Cell Signaling Technology).

- L’anticorps Akt totale polyclonal (Cell Signaling Technology).

- L’anticorps B-actine.

- L’anticorps GADPH (Santa Cruz, CA).

- Kit ELISA (Diaclone Research).
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- Inhibiteurs de protéases (Roche GmBH Germany Mannhein).

- Inhibiteur d’ Akt « Triciribine » (Calbiochem).

- Inhibiteurs de phosphatases (Sigma).

- Les amorces pour I’amplification des ARNm « L32, T-bet, GATA-3 et bcl-6 » (Eurogentec).

V. Méthodes

V.1. Etude par qRT-PCR de I’expression des genes T-bet, GATA-3 et bcl-6

L’expression de certains transcrits décrits a été confirmée par qRT-PCR. Ainsi, I’expression des
génes T-bet, GATA-3 et bcl-6 a été vérifiée dans les tissus des malades atteints d’une tumeur
vésicale en prenant comme genes de référence L32.

Apres avoir extrait et rétro-transcrit I’ARN total en ADNc, une réaction de PCR en temps réel est
réalisée afin d’amplifier cet ADNc. Les paramétres d’amplification utilisés sont : (i) une étape de
d’activation de la polymérase (hot start) et de dénaturation de 15 minutes a 95°C, (ii) 40 cycles de
dénaturation a 95°C pendant 15 secondes suivis de 45 secondes a 62°C pour I’hybridation et
I’extension des amorces. Une analyse de fusion entre 60 a 95°C (40 minutes) a été réalisée post-
amplification. Les expériences ont été réalisées sur un thermocycleur ABI 7500 Real-Time PCR

(Applied Biosystems).

Cette technique consiste a détecter la fluorescence émise par les amplicons synthétisés a chaque
cycle au fur et & mesure de leur formation. Cette détection se fait en temps réel avec la possibilité
d’utiliser une molécule fluorescente, le Syber green, qui va s’incorporer dans la double hélice
d’ADN néo-synthétisé. La fluorescence émise est proportionnelle a la quantit¢ d’ADNc
initialement présente. Un seuil de fluorescence est établi par la machine de PCR en temps réel.
Une fois que la quantité d’ADN permet aux sondes fluorescentes de dépasser ce seuil, on obtient un

numéro de cycle PCR (Ct : cycle threshold ou cycle seuil).

Le Ct est inversement proportionnel a la quantité d’ADNc initiale c.a.d, plus 1’échantillon est
concentré en molécules cibles au départ, moins il faudra de cycles pour détecter le produit

d’amplification.
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Le cycle seuil ou Ct (Cycle Threshold) de chague gene a été déterminé lors de trois expériences
distinctes, a partir du méme échantillon d’extrait d’ARN. Un géne endogéne 132 est utilisé comme
contrdle interne pour normaliser les données.

L’expression du géne d’intérét (A) pour chaque patient est normalisée par rapport a I’expression du

géne endogene L32 selon la formule suivante :

ACt géne A= Ct calib (géne A) — Ct gene A

ACt L32= Ct calib (L32) — Ct L32

N RQ: 2 (ACT geéne A)
2 (ACT L32)

(NRQ: normalized relative quantity).

V.2 Dosage de sFasL et STRAIL par un Kit ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

La méthode d’Enzyme linked assay (ELISA) consiste a révéler par une réaction antigene-anticorps
sur le sérum, la présence de cytokines solubles dans le sérum des malades et des témoins.

- Un anticorps primaire spécifique est adsorbé sur un support plastique. L’antigeéne est capté par
I’anticorps et révélé par un anticorps secondaire spécifique couplé a la peroxydase

- La mesure de la quantit¢ d’antigéne se fait par 1’ajout du substrat chromophore dont la coloration
est en fonction de la quantité d’anticorps secondaire fixé.

- La mesure de la densité optique est effectuée a 1’aide d’un spectrophotomeétre

- La concentration de sFasL et de sSTRAIL dans le sérum de chaque échantillon est déterminée a

partir d’une courbe étalon utilisant des concentrations connues de 1’antigéne.

La gamme étalon et les échantillons sont dilués en Tampon de dilution. Une gamme étalon est
constituée de 2000 pg/ml a 62.5 pg/ml pour sFASL et de 3000 pg/ml a 93.75 et pg/ml pour

STRAIL. Les échantillons dilués sont incubés pendant 2 heures a température ambiante.
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Aprés 3 lavages, 1’anticorps secondaire Anti-FasL biotinylé dilué est ajouté pendant une heure a
température ambiante suivi d’un lavage et d’une incubation de 20 minutes a température ambiante
avec de HRP-Streptavidine diluée. Aprés 3 lavages 1’étape de révélation est réalisée : 100ul de
substrat TMB (Tétra methyl benzidine) est ajouté dans chaque puits, I’oxygéne produit par la
réaction enzymatique due a la peroxydase transforme le TMB, chromophore incolore en un
composé coloré : une coloration bleue se développe en 15 a 20 minutes dans 1’obscurité, son
intensité est en fonction de la quantité de FasL et TRAILL soluble. La réaction est stoppée avec
100ul de H2SO4 a 1M et la densité optique (D.O) est mesurée a 450 nm au spectrophotometre.

V.3 Analyse des échantillons par Western blot

Les extraits cellulaires totaux a partir de deux lignées cancéreuses de vessie RT112 et J82 sont
lysés dans un tampon de lyse adéquate associée a des inhibiteurs de protéases.

- Une fois les protéines totales sont récupérées, elles sont dosees selon la technique de Bradford.

- Trente microgrammes de protéines sont déposés et séparés sur gel d’acrylamide puis transférés
sur une membrane de cellulose. Les membranes sont ensuite incubées avec 1’anticorps primaire qui
va se fixer sur son antigéne spécifiquement.

- La membrane est ensuite incubée avec un deuxiéme anticorps couplé a la peroxydase.

- La révélation des bandes attestant la présence des protéines se fait par 1’ajout de la peroxydase.

- La lecture des signaux émis se fait sur un Chemidoc.

Trente microgrammes de protéines sont repris (Vol. /Vol.) dans un tampon de charge (Tris-HCI
62.5mM-Ph 6.8, B-mercapto-éthanol 5%, SDS 2.3%, glycérol 10%, Urée 5M, bleu de
bromophénol), chauffés a 95°C pendant 5 minutes, puis séparés sur un gel de polyacrylamide en
sodium dodécyl sulfate (SDS-PAGE). Le pourcentage du gel est choisi selon le poids moléculaire

des protéines d’intérét.

La migration s’effectue sous I’action d’un champ ¢électrique de 90 Volts dans un tampon de
migration constitué de (glycine 200 mM, SDS 0.1%, Tris-HCI 25 mM, pH 6.8).

Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose (Amersham Pharmacia
Biotech, Royaume-Uni) & 50 Volts pendant 1 heure 30 minutes dans un tampon de transfert (Tris-
base 50 mM, acide borique 50 mM).
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La membrane est ensuite saturée avec une solution de PBS, Tween-20 0.1%5(PBS-T) contenant
8% de lait écrémé en poudre (Régilait) ou 5% de BSA (sérum albumine Bovine), selon 1’anticorps
primaire utilisé, durant 1 heure sous une agitation lente a température ambiante et ceci pour bloquer

les sites non spécifiques.

La membrane est ensuite incubée avec ’anticorps primaire (tableau 4) une nuit a 4°C sous une
agitation lente, et ensuite lavée 3 fois 10 minutes avec le PBS-Tween 0.1%, puis incubée avec
I’anticorps secondaire couplé a la peroxydase (Jackson Immunoresearch Laboratories, WG, USA),
dilué au 1/10 000 dans le PBS-Tween 0.1%.

Apres 3 lavages de 10 minutes dans le méme tampon, la membrane est incubée une minute dans
une solution de luminol (Santa Cruz ou Amersham). Enfin les protéines sont révélées par

autoradiographie sur film photosensible (Amersham Pharmacia Biotech, Royaume-Uni).

Tableau 4 : Liste des anticorps utilisés en western blot

. Durée et
Anticorps . R I .
o Reference PM (kDa) Hote Dilution Temperature
primaires . .
d’incubation
Akt 9271 60 lapin 1/1000 Une nuit, 4°C
p-Akt ] )
4060 60 lapin 1/1000 Une nuit, 4°C
Ser473

40-42 (forme

membranaire)
FASL 556387 souris 1/1000 Une nuit, 4°C
et 26 (forme

soluble)

Fas 05-338 45 humain 1/1000 Une nuit, 4°C
32 (forme
TRAIL 556468 membranaire) souris 1/1000 Une nuit, 4°C
et 28 (forme

soluble)
DR4 2202429 57 lapin 1/1000 Une nuit, 4°C
DR5 2239577 57 lapin 1/1000 Une nuit, 4°C
GADPH Sc-32233 37 souris 1/1000 Une nuit, 4°C
Actine Sc-1616 43 chévre 1/1000 Une nuit, 4°C
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V.4 Traitement des lignées cellulaires

Deux lignées cellulaires de cancer de la vessie RT112 et J82 sont cultivées dans les conditions
adéquates. Les cellules sont traitées par le sérum des patients en présence ou en absence d’un
anticorps antagoniste au récepteur Fas « ZB4 » ou en présence ou en absence d’un anticorps
antagoniste au récepteur TRAIL-R (Fc-TRAIL-R2) pendant 24h (les anticorps anti-Fas et anti-DR5
sont rajoutés dans le milieu de culture pendant une heure avant le traitement avec le sérum des
patients).

L’évaluation du nombre de cellules vivantes par puits est réalisée a 490 nm grace a un

spectrophotomeétre apres coloration.

V.4.1 Culture des lignées cellulaires cancereuses

Les lignées cellulaires RT112 et J82 sont des lignées humaines, issues d’un cancer de la vessie et
proviennent de « American Tissue culture collection (Manassas, VA) ».

Ce sont des cellules adhérentes qui, une fois en culture dans des conditions favorables, se
développent et forment un tapis sur le fond des fioles. La lignée cellulaire est cultivée dans du
milieu de culture composé de RPMI 1640 avec L-glutamine (Biowhittaker) additionné de 10 % de
SVF (Sérum de Veau Fcetal).

Les cultures ont été effectuées dans des fioles Nunc stériles de 75 cm? maintenues dans une
chambre de culture a 37°C et 5% de CO2. A confluence, les cellules sont trypsinisées, lavées avec
du milieu Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (Biowhittaker), puis détachées en les incubant
pendant 5 minutes a 37°C dans de ’HBSS contenant 0.125% de trypsine (Biowhittaker) et 0.1%
d’EDTA (Acide Ethyléne-Diamin-Tétraacétique). L’effet de la trypsine est neutralisé en ajoutant 4

vol de milieu de culture.

V.4.2 Test de viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire, avant culture, est vérifiée par un test d’exclusion du bleu Trypan. Pour
chaque expérience, les cellules sont trypsinisées et la suspension cellulaire est diluee au demi par
du bleu de trypan, puis le nombre de cellules vivantes est dénombré a ’aide d’une lame de
Malassez. La quantité des cellules comptées correspond au nombre de cellules (en millions) par

millilitre.

67



V.4.3 Analyse de la cytotoxicité cellulaire in vitro : le test MTS

Les cellules (2.10° cellules/ml) sont ensemencées en plaque de 96 puits, 10ul de MTS ou [3-
(4,5-diméthyl-thiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxypheyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazoluim,
inner salt, Promega] ont été ajoutés par puits de culture et les plaques sont incubées a 37°C a
I’obscurité pendants 4h puis ’absorbance est lue toutes les heures a 490 nm. Les cellules
vivantes, métabolisent par leurs enzymes mitochondriales le MTS en cristaux de bleu de
formazan. L’absorbance, proportionnelle au nombre de cellules vivantes est mesurée a 490 nm

au spectrophotometre.

Les cellules sont inoculées & la densité de (2.10° cellules/ml) dans des plaques transparentes 96
puits (100 pL par puits). Apres 24 heures de culture, le milieu est éliminé par retournement de la
microplaque. Une gamme anti Fas clone ZB4 est préparée dans du milieu sans sérum en réplicates
(n= 3) par concentration. Les cellules sont exposées a la ZB4 (200 uL par puits) pendant 24 heures.
Des contrles « Cellules » (cellules incubées avec du milieu de culture sans sérum) sont
systématiquement réalisés sur chaque plague (minimum 3 puits par contrble). Tous les puits
recoivent ensuite 20uL de solution de MTS dans du milieu de culture afin d’évaluer le pourcentage
de survie des cellules. La microplaque est incubée une heure a 37°C et 5% CO2. Une mesure de la
fluorescence permettant d’évaluer la quantité de cellules par puits est faite a une longueur d’onde

d’excitation 490 nm de microplaques.

V.4.4 Les agents utilisés pour le traitement des cellules

a. Anticorps antagoniste du récepteur Fas (clone ZB4)

L’anticorps du récepteur Fas (anti-Fas, clone ZB4) (Millipore), (Img/ml) est utilisé comme
prétraitement. 1l est ajouté dans le milieu de culture pendant une heure & une concentration de
500ng/ml.
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b. Anticorps antagoniste du récepteur DR (Fc-TRAIL-R2)
L’anticorps du récepteur TRAIL (anti-DR) a été fourni par 1’équipe de Pr.Olivier Micheau (Inserm
U866). Il est ajouté dans le milieu de culture pendant 1 heure a une concentration de ng/ml et avant

le traitement avec les sérums des malades.

c. Agents chimiques
Inhibiteur de la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR : le triciribine (Akt). Les cellules sont
ensemencées pendant 24 h et traitées avec 10uM de triciribine pendant 48h.

V.5 Etude des protéines phosphorylées et non phosphorylées a partir des extraits

tissulaires

Une biopsie de tissu cancéreux de la paroi vésicale est broyée grace a l'appareil de Potter. Le
culot cellulaire est repris dans 250 pl de tampon de lyse RIPA en présence d’inhibiteurs de
protéases (Roche GmBH Germany Mannhein) et d’inhibiteurs de phosphatases : cocktail 3
(Sigma-P0044) et cocktail 2 (Sigma-P5726), I'éclatement des cellules est achevé par
¢crasement pour lyser les membranes. Afin d’éviter la dénaturation des protéines, on travaille
en milieu tamponné et a 0°C (glace). On élimine les débris cellulaires par centrifugation

(20 000 rpm, 30 min a 4°C). On obtient enfin un homogénat cellulaire.

Apres avoir cultivé les lignées cellulaires de cancer de la vessie RT112 et J82 dans les conditions
adéquats (décrits dans la version publiée), un traitement avec ou sans cisplatine en présence ou
absence d’un inhibiteur d’Akt « le triciribine » a été réalisé sur les deux lignees. La viabilité
cellulaire est évaluée par un test MTS [3-(4,5-diméthyl-thiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxypheyl)-

2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazoluim, inner salt, Promega] prés 48h d’incubation

V.5.1 Extraits totaux pour [’étude de |’expression des protéines non phosphorylées
Les cellules (10%puit) sont déposées dans une plague de 6 puits dans 2 ml de milieu complet
puis stimulées 24 heures plus tard dans 1 ml de milieu complet frais. La plaque de 6 puits est
ensuite mise sur la glace et le milieu de culture est remplace par 1 ml de PBS froid.
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Les cellules sont ensuite décollées a 1’aide d’un grattoir, transférées dans un tube eppendorf et
centrifugées (1500rpm, 5min, 4°C). Le culot cellulaire est repris dans 100 pl de tampon de
lyse le Boling Buffer (1% SDS, 1mM de Vanadate de Soduim, 10 mM de Tris pH 7.4) en
présence d’inhibiteurs de protéases pendant 15 minutes dans la glace. Le lysat est ensuite
ultrasoniqué (10s a 10%+5s a 10%), centrifugé (10 000 rpm, 15 min a 4°C) pour éliminer les

débris cellulaires et le surnageant qui contient les protéines cellulaires totales, est récupéré.

V.5.2 Extraits totaux pour [’étude de l’expression des protéines phosphorylées

Les biopsies sont lysées dans 100 ul de tampon de lyse constitué de Boling Buffer, en présence
d’inhibiteurs de protéases et d’inhibiteurs de phosphatases : cocktail 3 (Sigma-P0044) et
cocktail 2 (Sigma-P5726), pendant 30 minutes a 4°C en vortexant toutes les 5 minutes. Le lysat
est ensuite centrifugé (14000 rpm pendant 15 min a 4°C) pour éliminer les débris cellulaires et
le surnageant qui contient les protéines cellulaires totales, est récupéré. L’extrait protéique

obtenu est ensuite dosé au spectrophotomeétre au 690 nm.

V.6 Analyses statistiques

L’analyse statistique a été réalisée par le logiciel graphpad prism (version 6.0). La comparaison

entre les groupes des malades et des sujets sains a été réalisée par le non paramétrique t-test de

Mann-Whitney (Tow- tailed test) et la comparaison entre les différents sous-groupes des malades a

été effectuée par le non paramétrique test d’Annova. On a utilisé (logistic regression test) pour

évaluer I’impact du tabac sur I’expression et I’activation des différents marqueurs étudiés. Les

courbes de survie ont été établies a partir de (Kaplan-Meir Test). Les différences sont considérées

significatives si I’indice de significativité p<0.05.
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Reésultats



A-Etude épidémiologique et clinique du cancer de la vessie au sein de
notre cohorte :

Notre cohorte est constituée de 117 malades atteints du cancer de la vessie (sachant que pour
certains malades nous avons réussi a collecter les deux matériels biologiques (sérum et biopsies),
pour d’autres nous avons réussi a avoir ou bien le sérum tout seul & cause de la petite taille
tumorale ou bien la biopsie toute seule a cause des problemes de prélevement sanguin chez le

patient.

I-Données épidémiologiques : (Age, sexe, origines géographiques et tabac)

Dans notre cohorte d’étude, tous nos malades sont originaires du nord de la Tunisie, 109/117 sont
des hommes et 8/117 sont des femmes avec un ratio-sexe de 13.62 et un &ge moyen de diagnostic
de la maladie de 66.32+13.30 ans. Cette moyenne d’age n’est pas significativement différente de la
moyenne d’age internationale qui est entre (65 et 70 ans) (Kirkali et al, 2005). Ce résultat exclut
I’hypotheése d’un diagnostic tardif de la maladie dans la population tunisienne par rapport aux
autres populations.

Sachant que le cancer est une maladie multifactorielle, qui dépend des facteurs biologiques et des
facteurs environnementaux, le tabagisme est le facteur étiologique le plus associé a la survenue des
tumeurs de la vessie. Dans notre cohorte, le tabac semble étre un facteur de risque de survenue des
tumeurs vésicales avec la présence d’une grande proportion de fumeurs (94/109) vs (15/109) de
non-fumeurs. Dans la population tunisienne, la présence d’une grande proportion de fumeurs (plus
de 55% des hommes sont des fumeurs) (Fakhfakh et al, 2005) permet d’expliquer la fréquence
élevée du cancer vésical chez les hommes.

L’incidence du cancer de la vessie est aussi liée a ’ancienneté du tabagisme et au nombre de
cigarettes fumées par jour (paquet par année : PA). Il existe ainsi un effet dose, ¢’est-a-dire une
accumulation des effets nocifs dans le temps. En effet, parmi nos malades fumeurs (58/94) sont de
gros fumeurs (plus de 40 PA) parmi ces gros fumeurs 36.12% ont commencé de fumer tres jeune

age.
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I1-Données cliniques (stade, grade, récidive et progression de la maladie)

Dans le présent travail, nous avons analysé une cohorte de 117 malades atteints des tumeurs
vésicales au premier diagnostic a différents stades et grades de la maladie. La classification
anatomopathologique TNM a permis de composer les tumeurs vésicales en deux groupes :

- Les tumeurs superficielles ou non-invasives, représentant 66.36% (73/110) des tumeurs
primaires. Cette valeur est plus faible que celles décrites dans la littérature qui estime une fréquence
des tumeurs superficielles au moment du premier diagnostic de 70 a 80% (Kirkali et al, 2005).

- Les tumeurs invasives, représentant 33.63% (37/110) des tumeurs primaires. Cette valeur est

parmi les plus élevée par rapport aux valeurs décrites dans la littérature (20 a 30%).

La classification anatomopathologique de grade selon OMS-1973 est composée de trois groupes de
tumeurs vésicales :

- Les tumeurs de bas grade, représentant 38.18% (42/110) des tumeurs primaires.

- Les tumeurs de grade moyen, représentant 10% (11/110) des tumeurs primaires.

- Les tumeurs de haut grade, représentant 51.81% (57/110) des tumeurs primaires.

Dans notre travail, nous avons aussi essayé de suivre 1’histoire évolutive du cancer de la vessie chez
notre cohorte depuis son initiation jusqu’a sa progression. Ce suivi des malades a été fait aprés au
moins trois ans apres 1’apparition des tumeurs primaires. Le suivi de I’évolution de la maladie a été
réalisé apres le traitement. 51.51 % (51/99) de nos malades récidivent et (48/99) 48.48% ne

récidivent pas aprés une simple résection vésicale ou apres un traitement.

Le taux de récidive semble étre important dans notre population, puisque plus de la moitié des
malades rechutent apres le traitement. L’importance des fréquences de récidive reste un probléme
majeur dans le cancer de la vessie ce qui nécessite une surveillance des patients a vie et un intérét
de chercher des nouvelles thérapies qui limitent la rechute, la résistance aux traitements et qui

augmentent les chances de guérison.

La recherche d’un lien entre les facteurs cliniques et les facteurs environnementaux (le tabac et la

sévérité de la maladie) est utile a déterminer.
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Les résultats obtenus a partir de notre cohorte ont montré que les fumeurs ont 1.78 fois plus de
risque d’avoir une récidive de leur maladie que les non-fumeurs (P=0.009) (Tableau suivant).
Cependant, la quantité de tabac fumé ne semble pas un facteur de risque. Ces résultats ont éte déja

observés dans plusieurs travaux.

Tableau 5 : Distribution des fréquences du tabac selon la récidivité de la maladie

) Pas de o RR
Statut tabagique o Récidive P
récidive (C1 95%)
Non-fumeurs | 15 (12.82%) 11 3 1*
1.78
Fumeurs 94 (80.34%) 37 47
(1.23-2.56)
1-19PA 5 (5.31%) 3 1 0.10 -
20-39PA 31 (32.97%) 11 19 0.14 -
>40PA 58 (61.70%) 23 29 0.25 -

PA : paquet par année, RR : risque relative.
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B- Signification clinique de I'expression des facteurs de transcription T-bet,

GATA-3 et de bcl-6 dans le carcinome de la vessie

I-Introduction

Le microenvironnement tumoral peut avoir un double effet, pro-tumoral ou anti-tumoral puisque
son action dépend entres autres, de la nature des cellules tumorales, et de leur comportement
(Immunosuppression).

L’inflammation chronique est pro-tumorale, puisqu’elle favorise le développement tumoral, en
fournissant le combustible nécessaire a la croissance tumorale par la sécrétion de facteurs de
croissance et des molécules pro-angiogéniques. Cependant, le réle de I'inflammation aigué et de
l'infiltration lymphocytaire n’a jusqu'a présent pas vraiment été établi. Il est cependant connu
depuis plus d'un siecle que l'inflammation aigué peut jouer un réle anti-tumoral, ces observations
ont conduit a I'élaboration de traitements induisant I’inflammation, comme le BCG, qui est encore
utilise dans les cancers superficiels de la vessie comme un traitement adjuvant efficace apres

résection.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a ¢tudier I’infiltration des sous populations
lymphocytaires TCD4 au niveau des tumeurs veésicales. Cette infiltration est évaluée a travers la
quantification du niveau d’expression de certains genes codant les facteurs de transcription
caractéristiques respectivement des TH1, TH2 et THf dans les tissus tumoraux prélevés chez 65

patients tunisiens atteints de cancer de la vessie.

Dans un premier temps nous avons extrait I’ARN a partir des biopsies, synthétis¢é 1’ADNc et
quantifié I’expression de T-bet, GATA-3 et bcl-6 par gPCR en utilisant le géne L32 comme
contrdle interne. Le niveau d’expression de ces genes a été corrélé avec les différents parameétres
cliniques ce qui nous a permis de conclure quant a la valeur pronostique de T-bet, GATA-3 et bcl-6
chez nos patients. Parallelement, nous avons analysé la survie dans notre cohorte des patients afin
de prédire la probabilité de taux de gueérison selon la stratification au premier diagnostic cliniques

ou apres un traitement appliqué.
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I1-Résultats

1. Lasurvie des patients atteints de cancer de la vessie

1.1 Corrélation survie et parametres cliniques

L’interprétation des courbes de survie nous a permis d’estimer le taux de survie des patients lié¢ a la
récidive et la progression du cancer et a son stade et grade au moment du diagnostic. En effet, on
observe une augmentation de la durée moyenne de survie des patients a stade superficiel, de bas

grade, sans histoire de récidive ou de progression tumorale (Figure. 1 A, B, C, D).

1.2 Corrélation survie et expression T-bet, GATA-3 et bcl-6
Nous avons aussi montré que 1’augmentation de 1’expression de GATA-3 et de bcl-6 a été correlée
avec la survie des malades (P=0.03) (Fig. 5B, C). Cependant, aucune corrélation entre 1’expression

de T-bet et le taux de survie n’a été observée (P= 0.78) (Figure.5A).

2. Association de I’expression de T-bet, GATA-3 et bcl-6 et les difféerents paramétres

cliniques

L’analyse quantitative de ’expression de T-bet, GATA-3 et bcl-6 dans les biopsies tumorales
prélevées de patients tunisiens, a montré que le taux de I’expression de ces génes varie selon les

différents parametres cliniques.

2.1 Corrélation de I’expression de T-bet en fonction de la classification clinico-pathologique

Nous avons trouvé, que 1’expression de T-bet était significativement plus élevée dans les tumeurs
de stade invasif que dans les tumeurs de stade superficiel (P= 0.02) (Figure. 2A). De plus, cette
expression était significativement plus élevée dans les tumeurs de haut grade que dans les tumeurs
de moyen et de bas grade (P= 0.005) (Figure. 2B). Aucun lien n’a été observé entre 1’expression de
T-bet et la récidive de la maladie d’une part (Figure. 2C) et I’expression de T-bet et la progression
de la maladie d’un autre part (Figure. 2D). Ce qui suggére que T-bet n’est pas un marqueur de

récidive ou de progression dans le cancer de la vessie.
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2.2 Corrélation de P’expression de GATA-3 en fonction de la classification clinico-
pathologique

L’étude de corrélation de 1’expression quantitative de GATA-3 avec les différents parametres
cliniques des patients, nous a permis de dégager des associations significatives. En effet, nous
avons montré, que I’expression de GATA-3 était significativement plus élevée dans les tumeurs de
stade superficiel que dans les tumeurs de stade invasif (P= 0.008) (Figure. 3A). Ainsi, cette
expression est plus élevée dans les tumeurs de moyen et de bas grade comparées aux tumeurs de
haut grade (P= 0.001) (Figure. 3B).

Le taux de I’expression de GATA-3 n’est pas associé a la récidive ou a la progression de la maladie

(Figure. 3C, D).

2.3 Corrélation de I’expression de bcl-6 en fonction de la classification clinico-pathologique
L’expression de bcl-6 a été aussi corrélée au stade superficiel et au bas et moyen grade (P= 0.0003)
et (P<0.0001) (Figure. 4A, B) respectivement, sans aucune association avec la récidive ou a la

progression de la maladie (Figure. 4C, D).

3. Association de I’expression de T-bet, GATA-3 et bcl-6 avec la réponse au traitement par

BCG et la consommation du tabac

Le traitement des patients a été effectué selon plusieurs critéres tels que le stade, le grade et ’état
général du patient. Parmi nos patients, (29/65) (44.61%) ont été traité par la BCG thérapie, avec
(14/29) 48.27% de rechute aprés ce traitement (mauvais répondeurs au BCG) et (15/29) 51.72% en
rémission jusqu’au dernier suivi (bons répondeurs au BCG). Une corrélation entre I’expression de
T-bet dans les cellules tumorales au moment du premier diagnostic et la réponse au traitement par
BCG a été observée (P= 0.02) (Figure.6A).

Aucune corrélation entre I’expression de GATA-3 et bcl-6 et la réponse au traitement par BCG n’a
été observée (Figure. 6B et C).

L’expression de T-bet, GATA-3 et bcl-6 a été aussi corrélée a la consommation du tabac, nous
n’avons pas montré de différences significatives entre 1’expression de T-bet chez les gros fumeurs

et les malades qui fument légerement (Figure. 7A).
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Cependant I’expression de GATA-3 et bcl-6 est plus faible chez les gros fumeurs (Figure. 7B, C).
Nous avons observe aussi que les gros fumeurs sont des mauvais répondeurs a la BCG thérapie
(Figure. 7C).

I11-Conclusion

L’¢tude de I’infiltration des lymphocytes T au niveau de microenvironnement tumoral du cancer de
la vessie, nous a permis de déterminer la valeur pronostique de trois facteurs de transcriptions T-

bet, GATA-3 et bcl-6 qui semble étre importants.
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Abstract

Background: The aim of this study was to investigate the clinical significance of three immune cell-
related transcription factors, T-bet, GATA-3 and bcl-6 in bladder cancer in Tunisian patients.

Methods: Expression of T-bet, GATA-3 and bcl-6 genes was assessed using RT-qPCR in 65 bladder
cancers from patients: 32 being diagnosed as low- and medium-grade, 31 as high-grade, 25 as muscle
invasive stage and 39 as non-muscle invasive stage. Gene expression was statistically correlated
according to the grade, the stage, tobacco consumption, the BCG response and disease severity.

Results: T-bet levels in patients with high-grade bladder cancer were significantly elevated compared to
patients with low- or medium-grade bladder cancer (p = 0.005). In invasive carcinoma (T2-T4), the T-bet
levels were significantly higher than in superficial non-invasive bladder tumors (Tis, Ta, and T1) (p =
0.02). However, T-bet is predictive of the response to BCG. Its expression is high in good responders to
BCG (p = 0.02). In contrast, the expression of GATA-3 and bcl-6 in non-invasive carcinoma (p = 0.008
and p = 0.0003) and in patients with low- and medium-grade cancers (p = 0.001 and p< 0.0001) is
significantly higher than in invasive bladder tumors and in patients with high-grade bladder carcinoma,
respectively. In addition, heavy smokers, whose tumors express low levels of GATA-3 and bcl-6, are
poor responders to BCG (p = 0.01 and p = 0.03). Finally, better patient survival correlated with GATA-3
and bcl-6 (p = 0.04) but not T-bet expression.

Conclusions: Our results suggest that T-bet expression in bladder tumors could be a positive prognostic
indicator of BCG therapy, even if high levels are found in high-grade and stage of the disease. However,

GATA-3 and bcl-6 expression could be considered as predictive factors for good patient survival.
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Background

Global analysis of cancers revealed the importance of the adaptive immune cell response against tumors
for cancer patient survival. However, the clinical outcome depends on the nature, functional orientation,
density and location of immune cells within the tumor microenvironment [1]. For instance, ample clinical
evidence shows that longer survival of cancer patients is associated with increased expression of genes
characteristic of type 1 effector T cells, in particular the T-box master transcription factor regulator (T-
bet) [2, 3]. Although T-bet is the master regulator of Th1l cell differentiation, it is expressed in multiple
cells of the innate and adaptive immune system, including innate lymphoid cells (ILCs) [4, 5]. These
cells are a relatively rare subset of T-cells in comparison to lymphocytes in lymphoid tissues, but they are
enriched in skin, lung, intestine, and adipose tissues [6]. They consist of three distinct groups, ILC1,
ILC2 and ILC3. These cells are characterized by their non-cytotoxic phenotype and their ability to
produce many cytokines including IFNa, TNF-y, IL-4, IL-5, IL-9 and IL-22 [7]. CDB8+-infiltrating
lymphocytes are also predictive of survival in muscle-invasive urothelial carcinoma [8] and are
associated with a favorable prognosis in ovarian cancer [9]. This contrasts with the accumulation of
tumor-infiltrating regulatory T cells (Tregs), where it is attested that the master regulator of Treg
differentiation Foxp-3 is expressed. This creates an immunosuppressive microenvironment leading to
tumor progression [10]. This is due to the ability of Treg cells to dampen the activity of CD4" and CD8"
T cells, as well as natural killer (NK) cells, mainly by the release of transforming growth factor P
(TGFB1) and IL-10 [11]. Other adaptive cells are differently associated to cancer patient outcome. The
Th2 response, evidenced inter alia by the expression of GATA-3, was associated with tumor immune
evasion in a mouse study [12], but was not associated with a clinical outcome in human studies [13, 14]
or in patient’s prognosis [15]. Patients with a low Th17 response had a better disease-free survival [15],

whereas Th17 cells increased with advanced gastric cancer [16].
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The opposite effect was observed for ovarian cancer [17]. Concerning follicular helper T cells (Tfh), an
additional effector subset of T helper lymphocytes whose development is controlled by the B-cell
lymphoma 6 transcription factor (bcl-6), the presence of Tfh was high in various human cancers
including malignancies in the lymphoid system [18]. Where the Tfh presence is significant, it has been
associated with a better patient cancer outcome (breast cancer) [19], whereas a decreased proportion of
Tth was associated with increased hepatocellular carcinoma disease progression [20].

In the field of bladder cancer, few studies have addressed the role of immune cells in anti-tumor or pro-
tumor activity and the correlation between those infiltrates and the clinical outcome [8].

Bladder cancer is the ninth most common malignancy worldwide, with its highest incidence rates in
Western countries [21]. In Tunisia, bladder cancer is the second cause of cancer in the Tunisian male.
The most effective therapy against superficial bladder cancer is intra-vesicle infiltration with Bacillus
Calmette Guerin (BCG) [22]. However, some recurrence and progression occur after this therapy, which
renders the response to BCG unpredictable. Hence, it is necessary to pinpoint reliable predictive
biomarkers that could identify groups at elevated risk of treatment failure for a specific therapy.

The aim of this study is to assess the prognostic value of three genes in tumors from bladder cancer
patients in Tunisia: T-bet, GATA-3 and bcl-6. We found that upon disease progression, patients with
high expression levels of T-bet had reduced disease-free survival, but were good responders to BCG. In
contrast, reductions in bcl-6 and GATA-3 expression correlated with invasive and high-grade of bladder
cancer and were associated with a decrease in disease-free survival. Our results suggest that Th1l-, Th2-
and Tfh- associated gene expression could represent potential prognostic markers in patients with bladder

cancer.
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Methods

Patients and samples

A total of 65 patients with bladder carcinoma, for whom transurethral resection tissue was available, were
followed-up in the Urology Department of Charles Nicolle Hospital (Tunis, Tunisia). Informed consent
was obtained from all patients before their enrolment in the study. This study is in agreement with the
Declaration of Helsinki and was approved by the Ethical Committee of the Tunis Pasteur Institute. All
patients were from the North of Tunisia: 93.84% of them were men and 6.15% were women, and the
mean age at diagnosis was 65.63+13.13 years. Histopathological grading and staging were performed
according to the WHO and TNM classification, respectively (Table 1).

RNA Extraction from Tumors

Fresh bladder tumor samples ranging from stage and grade according to the TNM classification were
obtained after surgical removal and 65 tissues samples were stored at -80°C until the extraction of RNA.
Total RNA from tumor tissue was isolated with TRIzol reagent (Invitrogen) according to the
manufacturer’s protocol. After determination of the quality and concentration of the RNA by measuring
optical density values at 260 nm and 280 nm with a nano-Drop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop
Technologies), the RNA was stored at -80°C until use.

RT-gPCR analysis

The mRNA levels of three genes, namely T-bet, GATA-3, and bcl-6, were determined by quantitative
real-time reverse-transcriptase PCR (RT-gPCR). In a first step, complementary DNA (cDNA) was
reverse transcribed from one microgram (1pg) of total RNA, using a random oligonucleotide primer and
M-MLYV reverse transcriptase (Promega, USA), according to the manufacturer’s instructions. The cDNA
was stored at -20°C until use. For real-time PCR the SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems

by life technologies) was used.
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PCR reactions were carried out on a 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) using the
following conditions: an initial incubation at 50°C for 2 min then 95°C for 10 min, followed by 45 cycles
of 95°C for 15 s and 60°C for 1 min. L32 mRNA was measured as the endogenous control (reference
gene). All reactions were performed in triplicate. Primers for the amplification of the T-bet, GATA-3,
bcl-6, and L32 genes are described in Table 2, and were from Eurogenetec.
Relative mRNA levels for each sample were quantified using the Ct approach (fluorescence
threshold), normalized to L32 mRNA as the standard. Expression of L32 was used as an endogenous
reference and expression of T-bet, GATA-3 and bcl-6 target genes in each sample were normalized
to the mean of all Ct (Ct Calib). Thus, the relative gene expression level was calculated as the
normalized relative quantity:
NRQ= 2 (ACT gene)

2 (ACT L32)
Where ACt target gene = Ct (calib- target gene) - Ct target gene
and ACt L32= Ct (calib-L32) - Ct L32
Statistical analysis:
For basic statistical calculations, all gene expression levels were treated as continuous variables.
Differences in gene expression between different clinical statuses were analyzed by the Student test using
Graph pad prism 6. The nonparametric Mann-Whitney U test was used for statistical evaluation of the
differences between two independent groups. Survival time was analyzed using Kaplan—Meier curves.
Overall survival (OS) was also compared using the log-rank and the Gehan—Wilcoxon tests. Differences

were considered statistically significant when the p-value was <0.05.
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Results

Outcome of patients upon surgery

The OS of our cohort of patients with bladder carcinoma was determined according to clinic-pathological
features. As expected, little or no mortality was observed in patients without recurrence and disease
progression, compared to those with recurrence and progression (Fig. 1 A, B). Similarly, patients with
superficial and low- or medium-grade cancers had prolonged disease-free survival compared to those

with invasive or high-grade disease (Fig. 1 C, D).

T-bet expression in bladder tumor

Expression of the Th1 transcription factor T-bet in bladder carcinoma was determined by real-time PCR
as a function of the TNM histological stage of the disease. In invasive carcinoma (T2-T4), the level of T-
bet was significantly higher (p = 0.02) than in superficial non-invasive bladder tumors (Tis, Ta, and T1)
(Fig. 2A). Likewise, T-bet gene expression in patients with high-grade bladder cancer was significantly
higher than that in patients with low- and medium-grade disease (p = 0.005) (Fig. 2B). There were no
statistical differences between patients with or without recurrence (Fig. 2C), or with or without
progression (Fig. 2D), suggesting that T-bet was not a marker of progression or recurrence of patients
with bladder cancer. However, its reduction may be of good prognostic value. To determine whether T-
bet positive cells are Thl, we evaluated the expression of interferon gamma (IFNy) in tumors, by RT-
gPCR. We found that there was no IFNy[Jexpression in tumors, whatever their grade or stage (data not
shown).

GATA-3 expression in bladder cancer tissue

We next investigated by real-time PCR expression of the Th2-associated gene GATA-3 in bladder
tumors. The expression level of GATA-3 in non-invasive carcinoma (Tis, Ta, and T1) was significantly

higher (p = 0.008) than in invasive bladder tumors (T2-T4) (Fig. 3A). Likewise, GATA-3 gene
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expression in patients with low- and medium-grade cancers was significantly higher than that in patients
with high-grade bladder carcinomas (p = 0.001) (Fig. 3B). On the other hand, GATA-3 levels were not
associated with recurrence or progression of non-muscle-invasive tumors (Fig. 3 C, D). Limited to
phenotyping of Th2 by the expression of GATA-3, these results suggest that reduced Th2 phenotype

correlates with disease aggressiveness and a poor prognostic value.

bcl-6 expression in bladder cancer tissue

We next assessed whether bcl-6 gene expression in bladder cancer was correlated to the clinic-
pathological features of patients. Real-time PCR analysis showed that bcl-6 gene expression was higher
in non-invasive bladder cancer tissue (Tis, Ta, and T1) than in invasive bladder tumors (T2-T4) (p =
0.0003) (Fig. 4A). Patients with low- and medium-grade carcinomas expressed the bcl-6 gene to high
levels compared to patients with high-grade disease (p<0.0001) (Fig. 4B). Gene expression of the bcl-6
gene was not associated either with disease progression or with recurrence of bladder cancer tumors (Fig.
4 C, D). Limited to the phenotyping of Tfh by the expression of bcl-6, these results suggest that similarly
to Th2, reduced tumor infiltration with Tfh cells correlates with disease aggressiveness and poor

prognostic value.

Survival analysis
Next, we analyzed T-bet, GATA-3, and bcl-6 levels in relation to OS of patients with bladder cancer. No
correlation was found between T-bet expression and patient survival (p = 0.78) (Fig. 5A). However, high

expression of GATA-3 and bcl-6 were associated with a better OS rate (p = 0.04) (Fig. 5B, C).
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The prognostic value of T-bet, GATA-3 and bcl-6 in the response to BCG treatment and in tobacco
addicts

We further compared the expression of the three transcription factors, T-bet, GATA-3 and bcl-6 to
treatment with BCG, in good or poor BCG responders. Real-time PCR analysis showed that there is no
significant difference between the patient response to BCG and the expression of GATA-3 (Fig. 6B) and
bcl-6 (Fig. 6C), whereas the expression of T-bet is higher among patients who respond well to BCG as
compared to non-responders (p = 0.02) (Fig. 6A). These results suggest that T-bet might be a predictor of
the response to BCG therapy in patients with bladder cancer.

We also correlated the expression of these three genes with tobacco addiction of patients with bladder
cancer. First, we showed that heavy smokers are poor responders to BCG (Fig. 7D). T-bet expression was
not significantly different between heavy smokers and those who smoked less since their disease onset
(Fig. 7A). In contrast, the expression of both GATA-3 (Fig. 7B) and bcl-6 (Fig. 7C) was significantly
lower in heavy smokers than in light ones (p = 0.01 and p = 0.03) respectively. These results suggest that

smoking during treatment can be detrimental for disease outcome.
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Discussion

The present study showed differences in levels of immune-related transcription factors between groups of
patients suffering from bladder cancer, according to the histopathological features of the disease. We
found that the expression of GATA-3, a well-defined regulator of T helper2 (Th2) cell differentiation,
was significantly higher in non-invasive carcinoma than in patients with low- or medium-grade disease.
Our results did not allow the expression of GATA-3 to be associated with Th2, since we have not
analyzed the expression of Th2-associated cytokines such as IL-4, IL-5 and IL-13. It is also known that
GATA-3 regulates the specification and differentiation of many cell and tissue types, including: innate
lymphoid cells (ILC2), adipose tissue, endothelial cells, urothelium (a constituent of the bladder tumor
environment) [23, 24]. Although we were unable to associate the expression of GATA-3 to Th2 or
another type of cell, it remains possible that this transcription factor serves as a good prognosis biomarker
in bladder cancer, since its expression is associated with patient survival.

We also examined the expression of bcl-6, which has been defined as an essential element for the
development of Tfh cells. This transcription factor has been described to be highly expressed in various
human cancers. We found that the level of bcl-6 was significantly higher in non-invasive carcinoma and
in low- and medium-grade tumors than in invasive and high grade. Although overexpression of bcl-6 was
frequent in diffuse large B cell lymphoma [25], its involvement in other cancer types was controversial.
Our study is consistent with one indicating that bcl-6 expression was significantly increased in
transitional cell carcinoma. In addition, bcl-6 expression correlated positively with low- and medium-
grades of bladder cancer [26]. If we consider that the cells that express bcl-6 are largely Tth, our results
are consistent with those indicating that impaired function of Tfh cells is associated with hepatocellular
carcinoma progression [20]. Recent data also revealed that a detectable Tth cell presence is associated

with long-term positive clinical outcome in patients with either breast or colon cancer [19, 27].
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Conversely, further studies revealed that bcl-6 expression was associated with disease progression and
poor survival of breast cancer patients [18]. To assign bcl-6 to Tth required the expression of markers
associated with Tfh, such as: CXCR5, CXCL13 and IL-21 to be assessed. Considering the expression of
bcl-6 only in tumors, we can suggest that the expression of this transcription factor is associated with a
good prognosis in bladder cancer.

Finally, we also revealed that high levels of T-bet were associated with invasive carcinomas and patients
with high-grade cancer. Although T-bet was originally cloned as a key transcription factor, involved in
the commitment of T helper (Th) cells to the Thl lineage, it plays multiple roles in many subsets of
immune cells, including innate lymphoid cells or type 1 (ILC1), B cell, Th17 and dendritic cells [28]. In
the present work, we observed an inverse correlation between T-bet and GATA-3 expression in tumors,
which would be in agreement with a balance between Thl and Th2 cells that has been well-established.
We can thus propose the hypothesis that the presence of Thl-type cells limits that of Th2-type. However,
from our results it appears that these Thl cells are not active in tumors, which explains their association
with high-grade and stage cancer. Indeed, it is known that T-bet is responsible for the expression of IFNy,
a cytokine secreted by Th1 [29] that exhibits anti-proliferative and pro-apoptotic mechanisms [30]. In our
study, we failed to detect IFNy in tumors (data not shown). From this point of view, our results suggest
that the increased expression of T-bet in the tumors in the absence of IFNy may be considered as a
marker of high-grade and advanced-stage disease. Interestingly, we found that T-bet expression
correlated with a good response to BCG therapy. This result could be explained by the BCG reactivation
of unreactive Thl-type cells present in tumors, which is expected to induce local inflammation. Our
results are in agreement with those showing the association of Thl to good prognosis and survival of
patients with cancer [15]. Similarly, our results agree with those that suggest that the BCG therapy

response is correlated with the magnitude of T-cell infiltration in patients’ populations [31].
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Using a mouse tumor model, several groups have reported that BCG-mediated antitumor activity requires
a functional immune system, including CD4+ and CD8+ T Ilymphocytes [32]. Despite the
characterization of biomarkers predicting a response to BCG immunotherapy, few are promising as
predictive markers of a response to BCG treatment [33].

In conclusion, our results suggest that T-bet can be used as a predictive marker for good responses to
BCG therapy. This conclusion could explain the fact that T-bet expression is not correlated with
recurrence, progression nor survival, even though it is associated to high-grade and -stage in the
diagnosis of bladder cancer, whereas an increase of GATA-3 and bcl-6 expression are associated with a
good survival rate. More detailed characterization of cell populations expressing these transcription
factors might provide opportunities to eliminate pro-tumoral cells in bladder cancer or harness anti-

tumoral cells or compounds.
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Figure legends

Figure 1

Kaplan—Meir plots for overall survival (OS) according clinic-pathological feature in patients with
primary bladder cancer. Stratified survival curves for 65 patients were evaluated.

(A) Patients with superficial and invasive stage *P=0.03. (B) Patients with low- and high- grade tumors
*P=0.01. (C) Patients with and without recurrence history *P=0.04. (D) Patients with and without tumor
progression ***P=().0002.

Figure 2

Relative expression of T-bet in primary tumor biopsies. Histogram showing the expression levels of T-
bet according to clinic-pathological features: (A) Statistical analyses of T-bet expression between
superficial and invasive histological stage of bladder cancer *P=0.02. (B) Statistical analyses of T-bet
expression between low and high histological grade of bladder cancer **P=0.005. (C) No correlation of
T-bet expression according to recurrence. (D) No correlation of T-bet expression according to tumor
progression. L32 was used as the endogenous reference, and the expression of T-bet target gene in each

sample was normalized (as described in “methods” section). All PCR samples were assessed in triplicate.

Figure 3

GATA-3 expression levels according to clinic-pathological features: (A) Statistical analyses of T-bet
expression and pathological stage**P=0.008. (B) Statistical analyses of GATA-3 expression and
pathological grade**P=0.001. (C) No correlation between GATA-3 expression and recurrence. (D) No

correlation between GATA-3 expression and tumor progression.

Figure 4

bcl-6 expression levels according to clinic-pathological features: (A) Statistical analyses of bcl-6
expression between superficial and invasive histological stages of bladder cancer ***P=0.0003. (B)
Statistical analyses of bcl-6 expression between low and high histological grades of bladder cancer
**%xP<().0001. (C) No correlation between bcl-6 expression and recurrence. (D) No correlation between

bcl-6 expression and tumor progression.
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Figure 5

Kaplan—Meir plots for overall survival (OS) for T-bet, GATA-3, and bcl-6 gene expression in patients
with primary bladder cancer. Stratified survival curves for 65 patients by relative gene expression
evaluated by gPCR. (A) Survival of patients with low and high T-bet expression levels. (B) Survival of
patients with low and high GATA-3 expression levels *P=0.04. (C) Survival of patients with low and
high bcl-6 expression levels *P=0.04.

Figure 6

Correlation of T-bet, GATA-3 and bcl-6 gene expression with response to BCG therapy. Expression of
these transcription factors was evaluated by RT-qPCR. (A) Statistical analyses of T-bet expression for
poor and good responders to BCG * P=0.02. (B) Statistical analyses of GATA-3 expression for poor and
good responders to BCG. (C) Statistical analyses of bcl-6 expression for poor and good responders to
BCG.

Figure 7

Correlation of T-bet, GATA-3 and bcl-6 expression levels and intensity of tobacco consumption of
patients with bladder cancer. (A) Frequency of smokers’ patients according the BCG response. (B)
Statistical analyses of T-bet expression levels between heavy and light smoker patients. (C) Statistical
analyses of GATA-3 expression levels between heavy and light smokers *P=0.0/. (C) Statistical

analyses of bcl-6 expression levels between heavy and light smokers *P=0.03. PY: packets per year.
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Table 1: Characteristics of TCC tumor samples and patient information

Characteristics Number of patients (n = 65)
Mean age (years) Median 65.63
Range 42-107
Gender Male (93.84%)
Female (6.15%0)
Superficial (pta, ptl, TIS) 39 (60.00%)
Tumor stage Invasive (pt>2) 25 (38.46%)
Unknown 1 (1.53%)
Low-grade (Gl) 24 (37.50%)
Tumor grade Meduim-grade (GI1) 8 (12.50%)
High-grade (GlII) 31 (48.43%)
Unknown 1 (1.56%)
Bladder cancer recurrence | Recurrence 28 (49.12%)
No recurrence 29 (50.87%)
Bladder cancer progression | Progression 11 (39.28%)
No progression 17 (60.71%0)

_(TCC)_TransitionaI cell carcinoma.

Table 2: Sequences of Primers for RT-PCR

Target gene Oligonucleotide sequence (5’2 3°)

L32 F-CTGCAGTCT CCT TGC ACACTT
R-TCT CCT GAATGT GGT CACCTG A

T-bet F-CCC CTT GGT GTG GAC TGA GA
R-ACG CGCCTCCTCTTAGAGTC

GATA-3 F-GTC CTC CCT GAG CCACATCT
R-GTG GTC CAA AGG ACAGGC TG

bcl-6 F-ACC TGC GAA TCC ACA CAG GA
R-AGT CGC AGCTGGCTTTTG TG

(F) forward primer, (R) reverse primer
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C-Valeur pronostique de FasL et TRAIL solubles et chez les patients atteints de

cancer de la vessie

I-Introduction

Le carcinome urothélial est la tumeur de la vessie la plus courante, responsable de 90 a 95 % de
tous les cancers de la vessie, il est classé en 2 catégories :

Les tumeurs superficielles (pta, ptl et CIS), représentants 70 a 80% des tumeurs primaires,
n’envahissent pas le muscle et caractérisées par I’importance des récidives. La forme superficielle
est de bon pronostic puisqu’il est traitable par une simple résection transuréthrale et par
I’immunothérapie « la BCG thérapie », cependant certains malades résistent a ce traitement et sont
des mauvais répondeurs d’ou la récidivité et la progression de la maladie.

Les tumeurs invasives (pt2, pt3 et pt4), représentants 20 a 30% des tumeurs primaires, envahissent
le muscle et/ou les organes voisins, caractérisées par 1’agressivité de la maladie et I’inefficacité du
traitement d’ou le mauvais pronostic.

La recherche des biomarqueurs immunologiques nous permet de mieux comprendre les résistances
aux traitements basés sur I’immunothérapie notamment, la BCG thérapie. Pour ce faire, nous avons
étudié deux molécules de la famille de TNF, impliquées dans I’immunité anti-tumorale, FasL et
TRAIL.

L’activation de la voie Fas/FasL et TRAIL/DR4-DRS5 déclenche 1’apoptose des cellules
cancéreuses. Les formes solubles de FasL (sFasL) et de TRAIL (STRAIL) semblent protéger la

cellule de 1’apoptose, ainsi, leur role dans le développement des cancers n’est pas bien compris.

Notre objectif était d’évaluer le taux de sFasl et STRAIL dans le sérum des malades atteints du
cancer de la vessie, et leur corrélation avec les différents stages et grades clinicopathologiques,
ainsi que de déterminer la possibilité de les utiliser comme des marqueurs prédictifs.

Cette étude a impliqué 64 malades atteints du cancer de la vessie vs 72 sujets sains non atteints des
maladies cancéreuses, non apparentés aux malades et appariés selon le sexe, 1’dge, et 1’origine
géographique. In vivo, le dosage de (sFasL) et (STRAIL) dans le sérum a été réalisé par ELISA afin
de déterminer le taux de (sFasL) et (STRAIL) chez les malades ainsi que chez les sujets sains.
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In vitro, la cytotoxicité cellulaire a ét¢ mesurée par un test MTS. L’expression de ces deux

protéines et de leurs récepteurs a été réalisée par Western blot.

I1-Résultats

11-1 Dosage sFasl et STRAIL dans le serum

In vivo, le dosage de sFasL et STRAIL a confirmé la présence de ces deux cytokines dans le sérum
des malades et des sujets sains. Nous avons montré que le taux de sFasL est plus élevé chez les
malades par rapport aux sujets sains (P= 0.0016) (Figure 1B, Tableau 2). De plus, la comparaison
entre le taux de sFasL dans le sérum des sujets sains par rapport aux différents stages et grades
histologiques de la tumeur, a montré que FasL soluble est plus élevé chez les malades a stade
superficiel et de bas et moyen grade par rapport aux sujets sains (Figure 2A). Cependant, il n’existe
pas des corrélations significatives entre le taux de sFasL chez les malades a stade invasif et chez les

sujets sains.

Par ailleurs, le taux de STRAIL ne varie pas entre les malades et les sujets sains (Figure 1A, 1B,
Tableau 2). S’il n’existe pas de différences significatives entre le taux de sSTRAIL chez les malades
comparés aux sujets sains, par contre des différences significatives entre le taux de sTRAIL
existent entre les malades a stade invasif et de haut grade et les sujets sains. Notre étude a montré
en effet une faible concentration chez les malades a stade invasif et de haut grade par rapport aux
sujets sains (Figure 2C). De plus, aucune différence significative entre le taux de STRAIL chez les

malades avec récidives et sans récidives (Figure 3F) n’est observée.

Le taux de STRAIL est plus important que le taux de sFasL chez le groupe des malades et des sujets
sains (P<0.0001) (Figure 1C). La comparaison des malades en fonction de la classification clinico-
pathologique du cancer de la vessie montre que le taux de sFasl et STRAIL est plus élevé chez les
malades a stade superficiel et de bas et moyen grade que chez les malades a stade invasif et de haut
grade (Figure 3A, 3B, 3D et 3E, Tableau 2). Cependant, aucune différence significative entre le

taux de sFasL et STRAIL et la récidive de la maladie n’est montrée (Figure 3C, 3F).
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Nous avons aussi montré que I’augmentation de taux sérique de sFasL a été corrélée avec la survie
des malades (P= 0.03) (Figure. 5A). Cependant, aucune corrélation entre le taux de STRAIL et le

taux de survie n’a été observée (P=0.11) (Figure.5B).

Nous avons également montré que les bons répondeurs au BCG présentaient des taux plus élevés
de STRAIL que chez les mauvais répondeurs (Figure 5D) (P = 0.006), cependant, il n’existe pas de
correlation entre le taux de sFasL et la réponse au BCG (Figure 5C) (P = 0.50).

11-2 Effet cytotoxique de sFasl et STRAIL dans le sérum sur lignées cellulaires du cancer de la

vessie

Nous avons tout d’abord confirmé par Western blot que deux lignées cellulaires de cancer de la
vessie une a bas grade « RT112 » et ’autre a haut grade « J82 », expriment FasL, TRAIL et leurs
récepteurs Fas, DR4, DR5 respectivement (Figure 4A).

In vitro, le test de la cytotoxicité de neuf échantillons de sérum sur ces deux lignées cellulaires, en
présence ou en absence de deux anticorps antagonistes anti Fas et anti TRAIL, a montré que nos
neuf échantillons de sérum induisent tous la mort de deux lignées cellulaires avec un degré de
cytotoxicité variant entre 35 et 70% par rapport aux cellules non traitées (Figure 4B, 4C).
L’incubation de nos deux lignées cellulaires avec le sérum des malades aprés un prétraitement avec
un antagoniste de Fas « ZB4 » et un antagoniste de TRAIL « Fc-TRAIL-R2 » entraine 1’inhibition
de la mort cellulaire chez les deux lignées (Figure 4B, 4C). Le sérum de malade numéro 7 est le

seul cas pour lequel nous n’avons pas obtenu une viabilité cellulaire.

I11-Conclusion

Ces données suggerent que 1’augmentation de I’activation de taux de sFasL et sTRAIL dans le
sérum peut étre associée au bon pronostic chez les malades atteints du cancer de la vessie dans la
population tunisienne.

A travers ces résultats in vitro, « sFasL et STRAIL dans le sérum des malades sont capables
d’induire la mort de deux lignées cellulaires de cancer de la vessie », nous arrivons a confirmer les
résultats obtenus in vivo, sFasL et STRAIL circulants dans le sérum des malades atteints du cancer

de la vessie sont inversement corrélés a 1’agressivité de la maladie dans la population tunisienne.
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Nous concluons suite a cette étude que chez la population tunisienne, ces corrélations permettent la
recherche des bio-marqueurs solubles dans le sérum des malades (sFasL et STRAIL) et qui jouent
un role déterminant dans le pronostic du cancer de la vessie, d’ou I’intérét de leur utilisation par les

cliniciens pour le meilleur choix de traitement.
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Abstract

Background: Activation of Fas/FasL and TRAIL/DR4-DR5 pathways in cancer cells triggers apoptosis.
Soluble FasL and TRAIL are implicated in the protection from FasL or TRAIL-mediated apoptosis.
However, the function of these soluble ligands in bladder cancer has not been studied in Tunisian patients
suffering from this cancer. The objective of this study was to investigate the prognostic value of sFasL
and sTRAIL in the serum of patients with bladder cancer.

Methods: The levels of soluble FasL (sFasL) and soluble TRAIL (STRAIL) in the serum of 64 patients
with bladder cancer and 72 healthy donors were determined using an enzyme-linked immunosorbent
assay. Cytotoxicity of sFasL and sTRAIL was examined using the microculture tetrazolium viability
assay. Death receptor protein expression was analyzed by Western blot.

Results: The mean serum level of sFasL was higher in patients than in normal donors, whereas no
difference was seen between sTRAIL from patients and controls. However, this statement must be
nuanced according to the stage of the cancer. sFasL was only higher than in sera of healthy donors where
patients had superficial stage or low- and medium-grade cancer, or no recurrence. No difference exists
between controls and patients with invasive stage, high-grade or recurrent cancer. sTRAIL was
significantly lower in sera from patients with invasive and high-grade bladder carcinoma than in controls
but there were no statistical differences between controls and patients with superficial stage, low- and
medium-grade cancer or no recurrence. The serum levels of sFasL and STRAIL in patients with
superficial non-invasive bladder tumors (Tis, Ta, and T1) or low- and medium-grade cancers was higher
than for invasive carcinomas (T2-T4) and high-grade cancers. In addition, sFasL and sTRAIL from
several patients exhibited cytotoxic effects on two established bladder cancer cell lines.

Conclusion: The data suggest that elevated levels of bioactive sFasL and sTRAIL in the serum might be

associated with a good prognosis in patients of the Tunisian population with bladder cancer.
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Background

Bladder cancer is the ninth most common malignancy worldwide, with the highest incidence rates
in Western countries [1]. It presents the second most common cause of death among genitourinary
tumors, just behind prostate cancer [2].Various risk factors have been associated with urothelial cancers,
such as industrial carcinogens, cigarette smoking and male gender [3].

Tumor types of the urothelium include transitional cell carcinoma (TCC), squamous cell carcinoma
(SCC) and adenocarcinoma, as well as other infrequent lesions [4]. Eighty percent of TCC, the most
common bladder cancer, occurs as a superficial cancer that is localized to the urothelium (stage Ta) or the
lamina propria, (stage Ptl). In ~ 20% of cases, a muscle invasive tumor is seen, at stages Pt2-Pt4, which
have a poor prognosis.

The most effective therapy against superficial bladder cancer is intra-vesicle instillations with Bacillus
Calmette Guérin (BCG) [1, 5]. However, some recurrence and progression occurs after this therapy,
which renders the response to BCG unpredictable. Hence, it is necessary to pinpoint reliable predictive
biomarkers that could identify elevated risk groups of treatment failure for a specific therapy. As BCG is
seen as the most effective immunotherapy agent for bladder cancer, the search for biomarkers related to
the immune system could be of interest. Molecules belonging to the tumor necrosis factor (TNF) super
family, such as the Fas ligand (FasL, CD178) and TNF-related-apoptosis-inducing ligand (TRAIL),
which are involved in antitumor immunity [6], could represent good candidates as biomarkers for tumor
recurrence and aggressiveness. Indeed, expression of these death receptor ligands in a variety of
malignant cells and their circulating soluble forms are considered as mechanisms of immune escape [7].
Receptors of the nerve growth factor receptor super family such as TRAIL-R1/R2 (DR4, DR5) and Fas
(APO-1, CD95) can induce an apoptotic signal after binding their specific ligands TRAIL and FasL,

respectively [8].
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Both FasL and TRAIL exist in two forms, a plasma membrane-bound form and a soluble form. These are
generated by alternative mMRNA splicing events [9, 10], or by metalloprotease-dependent cleavage [11,
12]. Both the membrane-associated and soluble forms of these ligands induce apoptosis. However, the
soluble form has been reported to be a weak inducer of apoptosis compared to the membrane-bound form
[13].

In this paper, we have evaluated the levels of serum circulating FasL (sFasL) and TRAIL (sTRAIL) of
Tunisian patients with different stages and grades of bladder cancer, to determine their possible clinical
use as markers to predict the prognosis and response to adjuvant therapy. The choice of this sample is
related to the incidence of bladder cancer in Tunisia, it being the second cause of cancer in the Tunisian
male. It is more common than prostate cancer, in contrast to the situation encountered in other

populations.

111



Methods

Patients and samples

A total of 64 patients with bladder carcinoma, before surgery or therapy, were the subject of this study.
Informed consent was obtained from all patients before enrolment in the study. This study is in
agreement with the Declaration of Helsinki and was approved by the Ethical Committee of the Tunis
Pasteur Institute. Histological diagnosis revealed that all patients had transitional cell carcinoma of the
bladder. Histopathological grading and staging were performed according to the WHO and TNM
classification, respectively. Patient characteristics are presented in Table 1.

Peripheral blood was obtained from the 64 patients as well as from 72 healthy donors. All blood samples
were centrifuged at 4000 rpm for 20 min after blood clotting. Sera were collected and conserved at -80°C
until use. The number of sera used for the determination of sFasL and STRAIL depended on the patients'
characteristics that are outlined in Table 1.

Cell culture

The human RT112 and J82 bladder carcinoma cell lines were purchased from the American Tissue
Culture Collection (Manassas, VA). Cells were grown at 37°C under 5% CO;, in a humidified
atmosphere, in RPMI supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) (Gibco BRL, Eriny, France) and 2
mmol/L L-glutamine. Cells were routinely detached with 0.125% trypsin, 0.1% ethylene-diamine-tetra-
acetate (EDTA) and washed once in the culture medium before treatment. Cultures were regularly

checked and found to be free from mycoplasma contamination.

112


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009898114003544#t0005

Measurements of sFasL and sTRAIL

The serum levels of sFasL and sTRAIL were determined using sandwich enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) Kkits purchased from Diaclone Research (Besancon, France) according to the
manufacturer's instructions. The standard curve was prepared using serial dilutions of recombinant FasL
(2000 to 62.50 pg/ml) and TRAIL (3000 to 93.75 pg/ml). Briefly, 100 pl of 2-fold diluted serum samples
were added to microtiter plates already coated with an antibody directed against FasL or TRAIL, and
incubated for 2 h at room temperature. Then wells were washed three times and incubated with 50 pl of
biotinylated antibody for 1 h at room temperature. After three more washes, wells were incubated for 30
min at room temperature with 100 pl of Streptavidin-HRP, washed three times and incubated in the dark
for 15-20 min with 100 pl of TMB Substrate solution. The reaction was stopped by adding 100 ul of
H,SO,. Peroxidase activity was determined by measuring the OD at 450 nm using a Micro-ELISA
reader.

Immunoblot analysis

Cells (3 x 10° per mL of culture) were washed twice with cold PBS and boiled in buffer (1% sodium
dodecyl sulfate (SDS), 1 mmol/L sodium-orthovanadate, 10 mmol/L Tris pH 7.4) in the presence of a
cocktail of protease inhibitors (Roche) for 15 min at 4°C. After centrifugation at 10 000 rpm for 15 min
at 4°C, lysates were harvested and the protein concentration was measured using a Bio-Rad DC protein
assay kit. Samples containing 30 pg of protein were incubated in loading buffer (125 mmol/L Tris-HCI
pH 6.8, 10% B-mercaptoethanol, 4.6% SDS, 20% glycerol and 0.003% bromophenol blue), separated by
SDS polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and blotted onto nitrocellulose membrane
(BioRad). After blocking non-specific binding sites for 1 h with 5% non-fat milk in 0.1% Tween 20 in
PBS (TPBS), the membrane was incubated overnight at 4°C with primary antibodies (Abs): anti-FasL,
anti-TRAIL (BD Pharmingen, Le Pont de Claix, France), anti-Fas, anti-DR4 and anti-DR5 (Millipore,

France) or anti-GAPDH (Santa Cruz, CA).
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After three washes in TPBS, the membrane was incubated with secondary antibodies as appropriate for 2
h at room temperature, and then washed three times in TPBS. Immunoblots were detected by chemidoc.
Cell cytotoxicity assay

J82 and RT112 cells (2 x 10%) were seeded into a 96-well plate for 24 h, and treated with or without
patient’s sera (dilution: 1:10), in the presence or absence of the Fas antagonistic monoclonal antibody
ZB4 (1 pg/mL) or the TRAIL antagonist Fc-TRAIL-R2. After 24 h incubation, cell toxicity was
determined with the tetrazolium-based (MTS) assay as recommended by the manufacturers. Assays were
performed in triplicate.

Statistical analysis

GraphPad Prism version 6 was used for data plotting and statistical analysis. Correlation analysis was
performed to determine possible associations between different parameters.The nonparametric Mann-
Whitney U test was used for statistical evaluation of the differences between two independent groups.
One-way Annova test was used to compare the mean of three or more groups. Survival time was
analyzed using Kaplan—Meier curves. Overall survival (OS) was also compared using the log-rank and

the Gehan—Wilcoxon tests. Differences were considered statistically significant for P<0.05.
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Results

Serum levels of sFasL and sTRAIL in healthy individuals and patients with bladder carcinoma

The serum levels of sFasL and sTRAIL in samples from healthy donors and patients with bladder
carcinoma were evaluated by ELISA. While the mean serum level of STRAIL in healthy donors and in
patients did not differ significantly (Figure 1A, Table 2), the level of sFasL was significantly higher in
patients with bladder carcinoma than in controls (p = 0.0016) but this increase remained modest (Figure
1B, Table 2). Of note, circulating STRAIL was higher than sFasL both in controls and in patients (Figure
1C). When we compared the serum levels of sFasL and sSTRAIL of healthy donors with patients at
different histological stages and grades of bladder carcinoma, we found that sFasL was significantly
higher than in sera of healthy donors in the sera of patients with superficial stage, low- and medium-
grade cancer and patients without recurrence (Figure 2A, 2B). However, no significant differences exist
between controls and patients with invasive stage or high grade cancer, or recurrence (Figure 2A, 2B). In
contrast, the level of STRAIL was significantly lower in sera from patients with invasive and high-grade
bladder carcinoma than in controls, but there were no statistical differences between controls and patients
with other profiles (Figure 2C, 2D).

Correlation of sFasL serum levels and histological stage and grade of bladder carcinoma

The serum level of sFasL was determined in bladder carcinoma as a function of the TNM histological
stage of the disease. In superficial non-invasive bladder tumors (Tis, Ta, and T1), the level of sFasL was
significantly higher (p < 0.01) than in invasive carcinomas (T2-T4) (Figure 3A, Table 2). The sFasL
serum level in patients with low- and medium-grade carcinomas was significantly higher than that in
patients with high-grade cancers (Figure 3B, Table 2). There were no statistical differences with regard to

patients with or without recurrence (Figure 3C).
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Correlation of sSTRAIL serum levels with histological stage and grade of bladder carcinoma

We also determined whether a correlation exists between the serum levels of STRAIL and the histological
stage and grade of bladder carcinoma. Similarly, to sFasL, the levels of sTRAIL in serum were
significantly higher in patients with non-invasive than with invasive bladder carcinoma (Figure 3D, Table
2). The STRAIL serum level in patients with low- and medium-grade carcinomas was significantly higher
than that in patients with high-grade carcinoma (Figure 3E, Table 2). There was no statistical difference
with regard to the analysis of patients with or without recurrence (Figure 3F).

Analysis of cytotoxic effects of sFasL and sTRAIL on cell lines established from human bladder
carcinomas

To determine whether sFasL and sTRAIL are cytotoxic, nine sera from patients with bladder carcinoma
were tested for their ability to induce cell death in 2 cell lines established from human bladder
carcinomas, RT112 and J82, in the presence or absence of Fas and TRAIL antagonists. We showed that
both cell lines expressed Fas, FasL, DR4, DR5 and TRAIL, as evaluated by Western blot (Figure 4A).
Almost all sera induced cell death in both RT112 (Figure 4B) and J82 cells (Figure 4C) cell lines. The
degree of cytotoxicity ranged between 35 to 70% compared to untreated cells. Co-incubation of sera with
the Fas antagonistic monoclonal antibody ZB4 (Figure 4B, 4C) or the TRAIL antagonist Fc-TRAIL-R2
(Figure 4C) inhibited sera-mediated cell death. Of note, in one patient (# 7), the antagonists seemed to
enhance cell death compared to the other sera. These results indicated that sFasL and STRAIL in sera
from patients with bladder carcinomas were bioactive, namely able to induce cell death in bladder cancer
cell lines.

Survival analysis

The OS of our cohort of patients with bladder carcinoma was determined according to serum level, we

analyzed sFasL and sTRAIL serum levels in relation to OS of patients with bladder cancer.
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Low serum level of was sFasL associated with a better OS rate (p = 0.03) (Figure 5A). However, no
correlation was found between sTRAIL serum level and patient survival (p = 0.11) (Figure 5B).

The prognostic value of sFasL. and sTRAIL in the response to BCG treatment

We further compared the serum level of the two soluble ligands, sFasL and STRAIL to treatment with
BCG, in good or poor BCG responders. ELISA analysis showed that there is no significant difference
between the patient response to BCG and the expression of sFasL (p =0.50) (Figure 5C), whereas the
serum level of sSTRAIL is higher among patients who respond well to BCG as compared to non-
responders (p = 0.006) (Figure 5D). These results suggest that STRAIL might be a predictor of the
response to BCG therapy in patients with bladder cancer.

Altogether, our data indicated an inverse correlation between the circulating sFasL and sSTRAIL and the

aggressiveness of bladder carcinoma in a cohort of Tunisian patients.
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Discussion

This study is the first to analyze the serum levels of soluble FasL and TRAIL and their correlation with
bladder cancer tumor stage and grade in African populations.

We found that high sFasL levels were present in the serum of Tunisian patients with bladder cancer,
compared to normal individuals. In contrast, no significant difference was found for STRAIL between
normal donors and patients. Furthermore, high levels of the two cytokines were observed in patients with
an early stage or low grades of the disease, compared to the late stage and high-grades. Our results seem
to be rather different to previous reports. Mizutani and colleagues demonstrated that the level of serum
FasL correlated with both bladder carcinoma disease progression and an increase in tumour grade [14].
This discordance could be related to ethno-geographical differences (North African vs Asian) or to
different procedures used for cytokine measurement. Thus, the uniformity of such methodologies could
greatly improve research in this area. For TRAIL, even though previous studies have evaluated the serum
level of TRAIL in bladder cancer, here we found significantly higher urinary TRAIL levels in BCG-
responsive patients than in non-responders, demonstrating the role of TRAIL as an effector molecule
predictive marker of the response to BCG immunotherapy [15]. Since FasL and TRAIL are potent
transducers of apoptotic signals in Fas and TRAIL-R-expressing cells, the level of these cytokines may
be critical for the success of BCG treatment, or may be indicative of the magnitude or efficiency of the
immune response. Our results corroborate prior results and conclusions, since FasL and TRAIL levels are
higher in patients with early stages and low-grades of the disease. Although, the mechanisms involved in
FasL and TRAIL release are not known, one can speculate that sustained immune system activation in

patients with bladder carcinoma is at the origin of the increase of these cytokines.

When certain immune cells such as neutrophils are stimulated with drugs or BCG, they are able to Kill

cancer cells, including bladder carcinoma, in a TRAIL or FasL-dependent manner [15,17]. Our study also
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found that sFasL and sTRAIL in patient sera are bioactive and induce death of bladder cancer cells.
These findings suggest that the elevation of sFasL and TRAIL levels might be reflective of the decrease
of disease aggressiveness and tumor progression. Recently, Pyevandi et al, reported that FasL deficiency
impairs tumor immunity by promoting an accumulation of monocytic myeloid-derived suppressor cells,
supporting the pro-apoptotic role of FasL [18]. It was reported that sFasL, sTRAIL and their
transmembrane forms can transduce apoptotic signals in cancer cells. However, the soluble forms are
weak inducers of apoptosis, and compete with membrane ligands for cell killing [13,19]. Nevertheless, it
is known that aggregated form of FasL, such as that cross-linked with antibodies, recovers its cytotoxic
potential [20]. Recently, it was reported that sFasL from Bronchio-alveolar washing fluids can induce
cell death. The biological activity of FasL is due to its structure. Indeed, the sFasL from patients was
found to be bioactive and present as high molecular weight multimers and aggregates [21]. Daburon et al,
also reported that a chimeric soluble FasL in its oligomerized form is cytotoxic and displays antitumor
activity [22]. We can hypothesise that, in our case, sFasL and sTRAIL from sera of patients with bladder
carcinomas could exist in aggregated forms, explaining their cytotoxic effects. They would consequently
dampen down tumor progression and aggressiveness.

Conclusions

In conclusion, sFasL and sTRAIL levels can be considered as prognostic markers in bladder cancer and
these compounds could be very useful for the clinician making his choice of treatment, as well as for

patient follow-up.
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Figure 1



Serum sFasL and sTRAIL concentrations in patients with bladder carcinomas and in healthy donors.
Serum levels were quantified by ELISA. 2-fold diluted serum samples were added to microtiter plates
already coated with an antibody directed against FasL or TRAIL and incubated as recommended by the
manufacturers. Optic density was measured by micro-ELISA reader. The concentrations of soluble
ligands were calculated using a standard curve. n: number of individuals; **, P <0.01; **** P < 0.0001.

Figure 2

Comparison of sFasL and sTRAIL levels in healthy donors with patients according to stage and grade
bladder carcinoma. Serum levels of sFasL and sSTRAIL in patients with bladder carcinoma and in healthy

donors were quantified by ELISA as recommended by the manufacturers. *, P < 0.05 **, P <0.01.

Figure 3

Correlation of sFasL and sTRAIL levels in patients according to stage and grade bladder carcinoma.
Serum levels of sFasL and sTRAIL in patients with bladder carcinoma were quantified by ELISA as

recommended by the manufacturers. *, P < 0.01.

Figure 4

Cytotoxicity analyses of sFasL and STRAIL on two human bladder carcinoma cell lines. (A) For
Fas/FasL and DR4/DR5/TRAIL protein expression, RT112 and J82 cells were lysed and 50 pg proteins
were subjected to SDS-PAGE and Western blot as described in materials and Methods. Protein
expression of death receptors and their ligands were detected using specific monoclonal antibodies.
GAPDH expression was used as protein loading control. (B, C) For the cytotoxic potential of soluble
sFasL and sTRAIL, RT112 and J82 cells (2 x10*) were seeded on a microtiter plate for 24 h after which
cells were treated with patients sera for 24 h before measurement of cell survival by MTS. Results are

representative of two independent experiments performed in triplicate.

Figure 5
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Kaplan—Meir plots for overall survival (OS) for sFasL and STRAIL serum level in patients with primary
bladder cancer. Stratified survival curves for patients by serum level evaluated by ELISA. (A) Survival of
patients with low and high sFasL serum level *P=0.03. (B) Survival of patients with low and high
STRAIL serum level P=0.11.

Correlation of sFasL and sTRAIL serum level with response to BCG therapy. (C) Statistical analyses of
sFasL serum level for poor and good responders to BCG P=0.50. (D) Statistical analyses of STRAIL

serum level for poor and good responders to BCG ** P=0.006.
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Table 1: Serum sFasL and sTRAIL level according to histologic stage and grade of bladder cancer

patients
Levels of serum Levels of serum
Characteristics sFasL (ng/ml) STRAIL (ng/ml)
(Mean +SD) (Mean +SD)
Superficial (non (n=43) (n =40)
invasive) 0.775+0.24 2.094+0.77
Histologic stage (Ta, T1, TIS)
. ) (n=18) (n=19)
Invasive (T2-T4) 0.662+0.12 1.726+1.02
5 (n=34) (n=33)
Low-grade (GI) 0.785+0.26 2.148+0.75
- i . (n=5) (n=4)
Histologic grade Meduim-grade (Gl1) 0.724+0 13 1.728+0.25
- (n=22) (n=22)
High-grade (GI11) 0.689+0.15 1.761+1.04
. (n=19) (n=18)
Bladder cancer With recurrence 0.763+0.28 1.883+0.85
recurrence . (n =45) (n=144)
Without recurrence 0.719+0.19 1.9960.87

n: number of samples; sFasL: soluble Fas ligand; sSTRAIL: soluble TRAIL; Mean: mean serum range; SD,

standard deviation.

Table 2: Serum sFasL and sTRAIL levels in patients with Bladder carcinoma and in Healthy Donors

Serum

Level of serum sFasL.
(ng/ml) (Mean £SD)

Level of serum sTRAIL
(ng/ml) (Mean £SD)

Normal donors (n=352) (n="71)
0.61 £0.21 2.11+0.85

Patients with bladder (n=64) (n=62)

carcinoma 0.75£0.22 1.94%0.86

n: number of samples; sFasL: soluble Fas ligand; STRAIL: soluble TRAIL; Mean: mean serum range; SD,
standard deviation
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D- L'activation d'Akt est corrélée avec I'agressivité de la tumeur chez des patients

tunisiens avec cancer de la vessie

I-Introduction

Plusieurs mécanismes moléculaires sont impliqués dans I’initiation et la progression tumorale du
cancer de la vessie, notamment la surexpression des oncogenes comme H-ras et FGFR (fibroblast
growth factor receptor) ou la sous- expression des genes suppresseurs de la tumeur comme P53,
phosphatase and tensin homologue (PTEN) and retinoblastoma (Rbl1). Parmi les voies de
signalisationsmises en jeu dans la carcinogenese vésicale, on note la voie de signalisation PI3K/Akt
qui est impliquée dans la régulation de la prolifération cellulaire, de I’apoptose et de I’angiogenese
et elle est frequemment dérégulée dans de nombreux cancers.

La voie PI3K/Akt est une voie de signalisation intracellulaire composée de différentes kinases
activées en cascade. Une dérégulation des protéines constituant cette voie sont décrites dans
plusieurs types de cancers, notamment dans les voies de la carcinogenese des tumeurs vésicales.
Leur étude pourrait révéler des nouveaux marqueurs pronostiques et apporter de nouvellse cibles

thérapeutiques.

Les travaux de la derniére partie de cette thése portent sur 1’étude de I’expression de la protéine
kinase Akt phosphorylée sur la sérine 473 dans les tumeurs vésicales, Nous nous sommes proposé
de faire une mise au point sur I’activation d’Akt dans les tumeurs vésicales et leur role potentiel

comme marqueurs de pronostic en cancérologie.

72 biopsies tissulaires tumorales de cancer de la vessie et 7 biopsies tissulaires saines sont lysées
dans du tampon de lyse adéquat associé a des inhibiteurs de phosphatases et a des inhibiteurs de
protéases afin d’obtenir des protéines phosphorylées tissulaires et cellulaires totales. L’analyse de
I’expression protéique se fait par immuno-empreinte ou western blot pour détecter l'expression des

protéines Akt totale et Akt sous sa forme phosphorylée « p-Akt ».
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I1-Résultats

L’analyse quantitative de I’expression de p-Akt sur 72 biopsies tumorales et 7 biopsies saines
adjacentes prélevées des malades tunisiens, a montré que 1’expression de p-Akt était plus élevée
dans les tumeurs que dans les tissus sains adjacents. L’expression de p-Akt était significativement
plus élevée dans les tissus tumoraux (Mean = 1.32 £ 0.68) (P< 0.0001) comparés aux tissus sains
adjacents (Mean = 0.44 + 0.009) (Figure 1c).

Le taux de p-Akt varie selon les différents stades et grades anatomopathologique de la maladie
ainsi que la survie globale des patients et la réponse au BCG. En effet, nous avons montré que 93%
des tumeurs primaires présentent une expression élevée de p-Akt (Figure 1b).

L’expression ¢levée de p-Akt est corrélée avec le stade infiltrant, le haut grade, la mauvaise
réponse au BCG et une diminution de taux de survie globale chez les patients. Le tabac n’est pas
corrélé a I’activation d’Akt cependant il était un facteur de risque de récidive de la maladie dans
notre population. Ces données suggerent que la phosphorylation d’ Akt, est corrélée a la progression

et a ’agressivité de la maladie.

L’étude de corrélation de 1’expression quantitative de p-Akt avec les différents parametres cliniques
et épidemiologiques des patients, nous a permis de conclure plusieurs associations significatives.
L’expression de p-Akt a été corrélée avec le stade infiltrant et avec le haut grade (P< 0.0001) et (P<
0.0001) respectivement, (Figure. 2a, 2b). On a pu confirmer ces résultats in vitro sur deux lignées
cellulaires de cancer de la vessie une a bas grade « RT112 » et ’autre a haut grade «J82 », la
lignée de haut grade exprime beaucoup plus la protéine Akt sous sa forme phosphorylée que la
lignée de bas grade (Figure. 2c). Ces résultats in vivo confirmés par des données in vitro, nous a

permis de conclure que p-Akt joue un role dans 1’agressivité de la maladie.

L’utilisation d’un inhibiteur d’Akt « le triciribine » afin de sensibiliser les cellules cancéreuses
« RT112 » et «J82 » a la chimiothérapie de routine du cancer de la vessie « la cisplatine » n’a pas
montré un effet combiné du double traitement. En effet, il n’y avait pas des différences

significatives entre le traitement avec cisplatine seul ou associé au triciribine (Figure. 2d).
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Les corrélations de 1’expression de p-Akt avec la récurrence, la progression, la survie globale des
malades et la réponse au BCG montrent que 1’expression de p-Akt n’a pas été associée avec la
récidive de la maladie (Figure. 3b), cependant, une forte expression de p-Akt est associee a la
progression de la maladie (P= 0.0005) (Figure. 3a), un faible taux survie (P= 0.03) (Figure 3c), et
une mauvaise réponse au BCG (P= 0.02) (Figure 22).

L’expression de p-Akt a été analysée en considérant la consommation de tabac, et nous n’avons pas
trouvé des différences significatives de 1’expression de p-Akt ni entre les non-fumeurs et les
fumeurs (Figure. 4a), ni entre les fumeurs selon I’intensité du tabac.

Cependant, on a pu montrer que le tabac est associé a la récidive de la maladie, en effet, 66% de
non-fumeurs ne récidivent pas contre 72% des fumeurs récidivent, le tabac semble étre un facteur
de récidive de la maladie (Figure. 4b). En revanche, chez les malades qui ont une histoire de
récidive, I’expression de p-Akt ne montre pas de différences significatives entre les non-fumeurs et
les fumeurs (Figure. 4d), cependant chez les malades qui n’ont pas une histoire de récidive,

I’expression de p-Akt est plus importante chez les non-fumeurs (P=0.01) (Figure. 4c).

I11-Conclusion

L’activation d’Akt a été¢ bien corrélée avec 1’agressivité et la progression du cancer de la vessie
d’un part, la diminution de la survie des malades et la mauvaise réponse au BCG d‘autre part. On
peut conclure que I’activation d’ Akt peut étre utilisée comme un marqueur prédictif dans le cancer
de la vessie dans la population tunisienne. Aussi bien, le tabac est un facteur de risque de cancer de

la vessie dans la population tunisienne, il augmente les chances de récidive de la maladie.

133



P=0.02*

- ' ‘
[ ]
g 2 .
< ey
= -
‘:F 1 - Hm [
o - ® =
-.-
u | | | |
Mauvais répondeurs Bon répondeurs
au BCG (n=9) au BCG (n=18)

Figure 22 : Corrélation 1’expression de p-Akt et la réponse au BCG.
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Abstract Various studies in western countries found Akt am-
plification to be a frequent event in human cancers, including
bladder, but the correlation with clinicopathological features is
controversial. Such studies have not been reported in African
populations, including Tunisians. The purpose of this study
was to assess expression of the phosphorylated/activated
forms of Akt in tumors from Tunisian patients with bladder
cancer and to correlate its expression with pathological and
clinical parameters of the disease. The study included 72 pa-
tients of whom 34 were diagnosed as low- to medium-grade
and 35 as high-grade; 30 were muscle stage and 39 non-
muscle stage. Primary tumors from these patients, normal ad-
jacent tissues, or bladder cancer cell-lines were analyzed for
Serd73 phosphorylated Akt expression by Western blot.
Seventy-two percent of primary tumors from patients with
bladder cancer had increased levels of p-Akt. The p-Akt levels
in patients with high-grade bladder cancer were significantly
elevated compared to patients with low- or medium-grade
bladder cancer. In invasive carcinoma, the p-Akt level was
significantly higher than in superficial non-invasive bladder
tumors. Concerning the influence of tobacco on Akt
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activation, no significant differences of p-Akt expression were
found between non-smoker and smoker patients. Altogether,
our results suggest that Akt activation can provide useful
prognostic information and that tobacco represents a serious
risk factor for recurrence in a cohort of Tunisian patients.

Keywords Bladder carcinoma - Akt - Tobacco - Prognosis

Introduction

Bladder cancer is the second cause of cancer in the Tunisian
male. It is more common than prostate cancer, in contrast to
the situation encountered in other populations. Bladder cancer
is the sixth most common malignancy in Western countries [1]
and represents the second most common cause of death
among genitourinary tumors, just behind prostate cancer [2].
Tobacco smoking is the most important risk factor [1].

Urothelial cell carcinomas (UCC) represent more than
90 % of bladder tumors and are classified into superficial
(Tis, pTaand pT1) and muscle-invasive (T2, T3, or T4) stages.
Mostly low-grade, these tumors frequently recur but may,
rarely, progress into muscle-invasive tumors [3].

Many molecular mechanisms contribute to tumor initiation
and progression of bladder cancer, including gain-of-function
mutations in oncogenes, e.g., H-ras and fibroblast growth
factor receptor (FGFR), or loss-of-function mutations of tu-
mor suppressor genes, €.g., p33, phosphatase and tensin ho-
mologue (PTEN) and retinoblastoma (Rb1). To a lesser extent,
Pi3K/Akt signaling pathway alteration is also involved in the
pathogenesis of bladder cancer [4].

Akt, also known as protein kinase B (PKB), is a serine/
threonine specific protein kinase that plays a crucial function
in multiple cellular processes such as glucose metabolism,
intracellular signaling pathways associated with cell survival,
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apoptosis, transcription, and proliferation [5]. This kinase ex-
ists as three different isoforms: Akt-1, 2, and 3. Although
structurally homologous, these differ in the phosphorylation
sites required for their activation. Akt activity is regulated by
the phosphorylation of serine 473 (Ser473) and threonine 308
(Thr308) [6]. During its activation, Akt is recruited to the
plasma membrane where it binds to the PI3K catalyzed prod-
ucts, PI(3, 4, 5), P3 and PI(3,4) P2 exposing both Thr308 and
Ser473 residues, which in turn can be phosphorylated by 3-
phosphoinositide dependent kinase (PDK 1) and the mamma-
lian target of rapamycin complex-2 (mTORC2), respectively.
This double phosphorylation results in full activation of Akt
[7]. Once Akt is phosphorylated and activated, it phosphory-
lates many other downstream proteins such as mTOR, GSK3,
and IRS-1 [8], thereby playing a key role in multiple cellular
processes such as glucose metabolism, apoptosis, cell prolif-
eration, transcription, cell migration, and therapeutic resis-
tance [6]. Many studies suggest that the activation of Akt
signaling occurs in numerous human cancers, including gas-
tric adenocarcinomas, breast, ovarian, prostate, pancreatic,
and bladder cancers [9-11]. These results support the role of
Akt as a potential therapeutic target. Indeed, blocking Akt
activation, e.g., by perifosine leads to decreased cell growth
and migration of cancer cells [10-13].

Molecular markers such as Ki-67, p53, and the matrix
metallo-proteinase complex have been reported to have prog-
nostic significance in bladder cancer and angiogenesis [14].
Recently, it was shown that the Pi3K/Akt/ mTOR pathway
correlates with tumor progression and reduced survival in
urothelial bladder carcinoma [15]. The aim of our study was
to assess the prognostic value of the phosphorylated form of
Akt in tumors from bladder cancer patients in Tunisia, bladder
cancer being the second cause of cancer in the Tunisian male.

Materials and methods
Patients and samples

A total of 72 patients with bladder carcinoma for whom
transurethral resection tissue before any treatment was
available were followed up in the Urology Department
of the Charles Nicolle Hospital (Tunis, Tunisia). Frozen
tumor samples but not paraffin blocks were available for
this study. Informed consent was obtained from all pa-
tients before enrolment in the study. This study is in
agreement with the Declaration of Helsinki and was ap-
proved by the Ethical Committee of the Tunis Pasteur
Institute. All patients were from the North of Tunisia,
90.27 % of them were men and 9.72 % were women,
and the mean age at diagnosis was 66.06+11.04 years.
These patients were also classified according to their to-
bacco status. The smoker category included current
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smokers who smoked daily. The intensity of tobacco use
(PY) was defined as the amount of tobacco consumed
during the life of patients (1 PY =7300 cigarettes smoked
during 1 year). It was found that 80.55 % (58/72) of
patients were current smokers, and 13.88 % (10/72) were
non-tobacco consumers (Table 1). Histopathological grad-
ing and staging were performed according to the WHO
and TNM classification, respectively (Table 1).

Reagents

Phospho-Akt (Ser473) and Akt polyclonal antibodies were
from Cell Signaling Technology. Antibodies against (3-actin
and GADPH were from Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA).

Cell culture

The human RT112 and J82 bladder cancer cell lines
were purchased from the American Tissue Culture Col-
lection (Manassas, VA). Cells were grown in RPMI sup-
plemented with 10 % fetal calf serum (FCS) (Gibco
BRL, Eriny, France) and 2 mmol/L L-glutamine at
37 °C and 5 % CO2 in a humidified atmosphere. Cells
were routinely detached with 0.125 % trypsin and
0.1 % ethylenediamine tetra-acetate (EDTA) and washed
once in the culture medium before treatment. Cultures

Table 1  Characteristics of TCC tumor samples and patients
information
Mean age (years) Range 41-94
Gender Male 65 (90.27 %)
Female 7(9.72 %)
Tumor grade GI (low grade) 24 (33.33 %)
GII (medium grade) 10 (13.88 %)
GIII (high grade) 35 (48.61 %)
Unknown 3 (4.16 %)
Tumor stage Superficial pTa, pT1, TIS 39 (54.16 %)
Infiltrant>pT2 30 (41.66 %)
Unknown 3(4.16 %)
Smoking history Current smoker 58 (80.55 %)
Never smoked 10 (13.88 %)
Unknown 4 (5.55 %)
Patients With recurrence 39 (54.16 %)

Without recurrence 28 (38.88 %)
17 (34.58)

22 (56.41)

With progression
Without progression

TCC transitional cell carcinoma
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were routinely checked and found to be free from con-
tamination with mycoplasma.

Immunoblot analysis

Tumors or cells (3x10% were lysed in 1 % sodium
dodecyl sulfate (SDS), 1 mmol/L sodium orthovanadate,
10 mmol/L Tris pH 7.4, and a cocktail of protease and
phosphatase inhibitors (Roche) for 30 min at 4 °C. Af-
ter centrifugation at 10,000 rpm for 15 min at 4 °C,
lysates were harvested and the protein concentration
was measured using a Bio-Rad DC protein assay Kkit.
Aliquots containing 30 pg of proteins were incubated
in loading buffer: 125 mmol/L Tris—HCI pH 6.8, 10 %
[3-mercaptoethanol, 4.6 % SDS, 20 % glycerol, and
0.003 % bromophenol blue, separated by SDS poly-
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and blotted
onto a nitrocellulose membrane (BioRad). After
blocking non-specific binding sites for 1 h with 5 %
non-fat milk in 0.1 % Tween 20 in PBS (TPBS), the
membrane was incubated overnight at 4 °C with p-Akt,
Akt, and anti-GAPDH (Santa Cruz, CA). After three
washes in TPBS, the membrane was incubated with
secondary antibodies for 2 h at room temperature and
washed three times in TPBS. Immunoblots were detect-
ed by ChemiDoc.

Cell viability assay

J82 and RT112 cells (2x 10%) were seeded into 96-well
plates for 24 h and treated with or without cisplatin
(5 pg/mL), in the presence or absence of the inhibitor
of Akt, triciribine (10 uM). After 48 h incubation, cell
viability was determined with the tetrazolium-based
(MTS) assay as recommended by the manufacturers.
Assays were performed in triplicate.

Statistical analysis

Differences between mean values were assessed by a two-
tailed test. The Student’s two-tailed ¢ test was used to deter-
mine statistical differences between clinical groups. Results
were considered statistically significant only if the p value
was less than 0.05.

We used GraphPad Prism 6.0 to calculate the odds
ratio (OR) value with 95 % confidence intervals (CI).
We also used the logistic regression test of GraphPad
Prism 6.0 to investigate the impact of smoking and
Akt activation on the development and progression of
bladder cancer. Survival time was analyzed using
Kaplan—Meier curves. Overall survival (OS) was also
compared using the log-rank and the Gehan—Wilcoxon
tests.
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Results

Expression of Akt and its phosphorylated form (pAkt)
in normal urothelium and in urothelial tumors

Expression patterns of p-Akt and Akt were monitored by
Western blot. To the best of our knowledge, this technique
has only been used in a very few studies to evaluate p-Akt
expression in bladder cancer. Generally, immuno-
histochemistry is the most used for this analysis. Seventy-
two tumors of various stage or grade and seven tumor-
adjacent normal tissue samples were examined for Akt phos-
phorylation using anti-p-Akt (Ser473). Samples were simulta-
neously probed with anti-Akt to determine the p-Akt/Akt ra-
tio. A representative Western blot of the Akt and p-Akt status-
es in tumors and adjacent normal tissues is shown in Fig. 1a.
When we compared the p-Akt and Akt ratios, we found that
93 % of primary tumors from patients with bladder cancer had
high levels of p-Akt (Fig. 1b). Indeed, p-Akt was significantly
higher (mean=1.32+0.68) (»p<0.0001) in tumor samples
than normal controls (mean=0.44+0.009) (Fig. 1b).

Correlation of pAkt expression and histological stage
and grade of bladder cancer

The relationship between p-Akt and its non-phosphorylated
form was determined in bladder cancer as a function of the
TNM histological stage of the disease. In invasive carcinoma
(T2-T4), the level of the p-Akt to Akt ratio was significantly
higher (»<0.0001) than in superficial non-invasive bladder
tumors (Tis, Ta, and T1) (Fig. 2a). The p-Akt to Akt ratio in
patients with high-grade cancer was significantly higher than
that in patients with low- and medium-grade bladder cancer
(»<0.0001) (Fig. 2b). We also confirmed the increase of p-
Akt level in a cell-line (J82) established from a patient with
high-grade bladder cancer, as compared to cells (RT112) from
patient with low-grade cancer (Fig. 2c).

We also determined whether Akt inhibition could sensitize
bladder cancer cells to cisplatin, a chemotherapy used in the
treatment of this disease. No significant difference in cytotox-
icity was observed between cells treated with cisplatin alone
or combined with the Akt inhibitor triciribine (Fig. 2d). This
suggests that targeting of Akt in therapy of bladder cancer may
not bring any benefit.

Correlation of pAkt expression according to recurrence,
progression, and patient survival

Progression and recurrence of the disease are two different
features. A tumor may recur without a change in its grade or
stage, but progression is the evolution of disease towards a
more aggressive stage or grade.
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Fig. 1 Phosphorylated Akt
(p-Akt) (ser473) expression in
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Fig. 2 Expression of p-Akt in different clinical stages of bladder cancer.
a Statistical analyses of p-Akt expression between superficial and
invasive histological stage of bladder cancer ****P <(0.0001. b Statistical
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than that of tumors without progression (p=0.0005) (Fig. 3a).
No significant differences of p-Akt expression exist between
patients with complete remission and those with recurrence
without progression or between those with recurrent and
non-recurrent disease (Fig. 3b). Hence, we can conclude
that p-Akt would be rather associated with progression
but not with recurrence and that it could be a marker of
aggressiveness.

Next, we analyzed the p-Akt levels in relation to OS of
patients with bladder cancer. The low expression of p-Akt
correlated with a significant longer OS (Fig. 3c¢).

Correlation of p-Akt expression and tobacco consumption
of patients with bladder cancer

We also determined whether a correlation exists between p-
Akt levels and smoking habits in patients with bladder cancer.
Of note, our patient cohort included 58 smokers (80.55 %) and
10 with no smoking history. No significant difference in p-Akt
expression exists between non-smokers and smokers
(Fig. 4a), and no significant difference was observed regard-
ing the intensity of tobacco use (PY) (data not shown).

Fig. 3 Overexpression of p-Akt a
protein in human bladder cancer o

It has already been shown that smoking is a risk factor for
bladder cancer and according to the present results it seems to
be associated with recurrence (Fig. 4b), since 66 % of patients
who never smoked do not display recurrence while 72 % of
smokers show recurrence of their tumor. Taking this into ac-
count, we undertook stratification of our sample according to
two features: smoking and recurrence, to compare Akt activa-
tion. As is shown in Fig. 4d, tumors that underwent recurrence
did not show any difference in Akt phosphorylation between
smokers and non-smokers. Figure 4c indicate that tumors with
no recurrence display significant differences in phosphorylat-
ed Akt levels according to the smoking status. Indeed, non-
smokers showed greater activation of Akt than smokers.

Discussion

Investigation of the molecular pathways involved in bladder
cancer progression and invasion is required to identify novel
therapeutic approaches. As the Pi3K/Akt pathway dysregula-
tion has been associated with cell growth, survival, motility,
invasion, and angiogenesis, leading to metastatic competence
and treatment resistance [16], this pathway may merit
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investigation. The present study is the first to analyze the
activation status of the pro-tumorigenic Akt and its correlation
with bladder tumor stage, grade, and tobacco addiction in
African populations (Tunisian population). Activation of Akt
requires phosphorylation at both Thr308 and Ser473 sites and
phosphorylation of Ser473 appears to be critical for the regu-
lation of Akt activity, because selective de-phosphorylation of
Thr308 does not significantly affect Akt activity. This
prompted us to evaluate the level of Akt phosphorylated at
Ser473 in a cohort of 72 Tunisian patients with bladder cancer.
We opted for the use of Western blotting as a method to eval-
uate p-Akt expression. This technique is rarely used in such
studies. Our results demonstrated higher p-Akt levels in blad-
der tumors than in normal urothelium tissue. This is consistent
with data published by Wu et al. demonstrating high p-Akt
expression levels by Western blotting in over half of 20 pri-
mary human bladder tumors [17]. In our case, the majority of
tumors (over 90 %) had high Akt phosphorylation, at a fre-
quency superior to that observed in other studies, where Akt
phosphorylation varied between 50 and 60 % [17, 18]. Either
the difference could be due to the small cohort of patients
included in these studies or to the technique used to measure
p-Akt (immuno-histochemistry was the most used). In addi-
tion, variations bound to the ethnic group, or among the ratio
of late stage and grade tumors in the samples may play a role.
Indeed, our study also indicated that high levels of p-Akt were
observed in patients with high-grade and late stage cancer,
compared to those with low-grade or early stage of the
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disease. Thus, p-Akt could be considered as a significant
indicator of high risk of progression in the group of non-
muscle-invasive bladder cancer. Although our findings
corroborate prior results and conclusions [15], some in-
vestigations reported an inverse relationship [19] and
others no relationship [9, 18, 20]. However, the overall
impression gained from almost all of these studies is that
Akt activation occurs over the entire spectrum of bladder
cancer. Our findings underline that in addition to
sustained Akt activation throughout the neoplastic pro-
cess, the increase of p-Akt expression corresponded sig-
nificantly with high-grade and advanced stage disease.
However, no association of Akt activation with recur-
rence of the disease was seen.

Our study also showed no correlation between the p-Akt
level and non-smoker or smoker status. Since the smoking
status might be a risk factor for recurrence, our results alto-
gether are in agreement with the fact that Akt activation is not
related either to smoking or to recurrence. Interestingly, we
have shown that among patients who did not show recurrence
of their disease, those who never smoked expressed signifi-
cantly more phosphorylated Akt than smokers. Our results
suggest that another risk factor for bladder cancer would be
responsible for early Akt upregulation and could be associated
with the disease through a different molecular mechanism
than tobacco. Further, we can speculate that tobacco could
contain some molecules that could affect Akt phosphoryla-
tion. Indeed, it has been reported that a derivative of arsenic,
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a cytotoxic constituent of tobacco, such as arsenic trioxide,
could affect Akt activation [21].

Altogether, our results suggest that the Akt pathway may
be important in the progression of some bladder tumors and
that pAkt could represent a marker of the aggressiveness of
bladder cancer among patients of the Tunisian population.

Conclusions

We have demonstrated that examining the phosphorylation
status of Akt by Western blotting represents an alternative
method for objective quantification avoiding false positive
or negative results and subjective evaluation. Using this meth-
od, we have shown successfully that pAkt (attesting to its
activation) is more frequent and exhibits high expression
levels in tumors of patients with primary bladder cancer. Fur-
thermore, pAkt expression correlated with clinicopathological
characteristics of the disease and can provide useful prognos-
tic information. Our findings that need further investigation,
offer a strong argument for the potential use of pAkt as a
marker for superficial tumors that are at risk of progression
to invasive tumors and for therapeutic targeting of Akt in
bladder cancer.
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Discussion géneérale



Notre étude consiste a évaluer I’impact de certains marqueurs biologiques dans le
développement du cancer de la vessie en relation avec le tabac dans la population tunisienne
ou ce cancer pose un probléme de santé publique de par I’importance de la fréquence des
récidives qui nécessitent un suivi clinique a long terme et un cott élevé de traitement. Il s’agit
d’une étude sur une cohorte collectée aupreés de service d’urologie de 1’hdpital de Charles
Nicolle de Tunis qui accueille une majorité de la population du nord Tunisien. La recherche
de marqueurs a été réalisée sur le sérum d’une part et sur des biopsies de tumeurs vésicales de
I’autre a partir des mémes patients.

Cette étude nous a permis de déterminer I’impact de la valeur pronostique des biomarqueurs
tumoraux (T-bet, GATA-3, bcl-6, et p-Akt,) et sériques (sFasL, STRAIL) dans le cancer de la
vessie en Tunisie, en fonction des paramétres clinico-pathologiques et la prise de tabac.
D’aprés nos connaissances, ces biomarqueurs pronostiques sont analysés pour la premiére fois
dans le cancer de la vessie dans une population africaine (la population tunisienne).
L’ensemble de ces travaux tournent autour la réponse immune anti-tumorale ou la fonction
cytotoxique constitue la principale activité effectrice active contre la tumeur. Cette derniére
étant sous la dépendance de la régulation par les cellules T CD4, nous avons focalisé sur ces
populations a travers leurs marqueurs spécifiques. D’autre part, la fonction cytotoxique
passant par I’apoptose, nous avons analysé¢ des marqueurs solubles inducteurs d’apoptose
sFasL, sTRAIL. Enfin, les cellules tumorales pouvant résister a I’apoptose, nous avons
focalisé, dans la derniére partie de ce travail, sur I’expression de la protéine Akt phosphorylée
au niveau tumoral, sachant que 1’activation de cette protéine serait pro-tumorale. Auparavant,

nous avons établi une analyse épidémiologique de notre cohorte d’étude.

Une grande proportion de fumeurs parmi les malades atteints de cancer de la vessie
Notre cohorte est constituée de 117 malades atteints du cancer de la vessie avec un sexe- ratio
de 13.62 et un age moyen de diagnostic de la maladie de 66.32+13.30 ans. Cette moyenne
d’age n’est pas significativement différente de la moyenne d’age internationale qui est entre
(65 et 70 ans) (Kirkali et al, 2005). Ce résultat exclut I’hypotheése d’un diagnostic tardif de la
maladie dans la population tunisienne par rapport aux autres populations.

Sachant que le cancer est une maladie multifactorielle, qui dépend des facteurs biologiques et
des facteurs environnementaux, le tabagisme est le facteur étiologique le plus associé a la
survenue des tumeurs de la vessie. Les carcinogenes presents dans le tabac, une fois
introduits dans 1’organisme, nécessitent plusieurs mécanismes afin de les éliminer. Un

déréglement de ces métabolismes, suite a une modification d’une ou de plusieurs activités
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enzymatiques, pourrait étre associé a une augmentation du risque du cancer de la vessie, un
lien entre tabagisme et cancer de la vessie a été prouvé par de nombreuses etudes datant des
années 1970 et 1980. Une étude menée sur 281.394 hommes et 186.134 femmes, a montré
encore une fois que le tabagisme est un facteur de risque important pour le cancer de la vessie
pour les deux sexes. En effet, les fumeurs actuels ont un risque environ 4 fois plus élevé par
rapport aux personnes qui n‘'ont jamais fumé (Freedman et al, 2011). Dans la population
tunisienne, le cancer de la vessie est le premier cancer urologique avant méme le cancer de la
prostate qui occupe la premiére place des cancers urologiques dans le monde, des études
expliquent cette différence par le tabagisme qui est le facteur environnemental le plus associé
a la survenue du cancer de la vessie en Tunisie.

Dans notre cohorte, le tabac semble étre un facteur de risque de survenue des tumeurs
vésicales avec la présence d’une grande proportion de fumeurs (94/109) vs (15/109) de non-
fumeurs. Dans la population tunisienne, la présence d’une grande proportion de fumeurs (plus
de 55% des hommes sont des fumeurs) (Fakhfakh et al, 2005) permet d’expliquer la fréquence
élevee du cancer vésicale chez les hommes.

L’incidence du cancer de la vessie est aussi liée a I’ancienneté du tabagisme et au hombre de
cigarettes fumées par jour (paquet par année : PA). Il existe ainsi un effet dose, c’est-a-dire
une accumulation des effets nocifs dans le temps. En effet, parmi nos malades fumeurs
(58/94) sont de gros fumeurs (plus de 40 PA) parmi ces gros fumeurs 36.12% ont commencé

de fumer tres jeune age.

Un risque de récidive conditionné par le tabagisme

La classification anatomopathologique TNM a permis de séparer les tumeurs vésicales en
deux groupes :

- Les tumeurs superficielles ou non-invasives, représentant 66.36% (73/110) des tumeurs
primaires. Cette valeur est plus faible que celles décrites dans la littérature qui estime une
fréquence des tumeurs superficielles au moment du premier diagnostic de 70 a 80% (Kirkali
et al, 2005).

- Les tumeurs invasives, représentant 33.63% (37/110) des tumeurs primaires. Cette valeur
est proche des valeurs décrites dans la littérature (20 a 30%), tout en restant dans les valeurs

les plus élevées.
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Nous expliquons ces légeres différences par rapport aux valeurs rapportées dans la littérature,
d’un c6té par le faible effectif de notre cohorte, d’un autre c6té par certaines ambiguités dans
L’interprétation des lames histologiques au moment de 1’analyse des échantillons par

différents médecins anatomopathologistes ou éventuellement par un biais de sélection.

Dans notre travail, nous avons aussi essayé de suivre I’histoire évolutive du cancer de la
vessie chez notre cohorte depuis son initiation jusqu’a sa progression. Le taux de récidive
semble étre important dans notre population, puisque plus de la moitié des malades rechutent
apres le traitement. L’ importance des fréquences de récidive reste un probléme majeur dans le
cancer de la vessie ce qui nécessite une surveillance des patients a vie et un intérét de chercher
des nouvelles thérapies qui limitent la rechute, la résistance aux traitements et qui augmentent
les chances de guérison.

Comme décrit dans la littérature, on note aussi que 16.16% des malades récidivent et
progressent vers un stade et/ou grade plus agressif avec (24.78%) qui finissent par mourir.
L’ensemble de ces données suggerent que la population tunisienne est une population a risque
pour le cancer de la vessie. La recherche d’un lien entre les facteurs cliniques et les facteurs

environnementaux (le tabac et la sévérité de la maladie) est utile & déterminer.

Dans la population Tunisienne, le tabac ne semble pas étre un facteur de risque qui affecte le
stade ou le grade de la maladie. La répartition des tumeurs superficielles et invasives en
fonction du profil tabagique des malades ne montre pas de différences statistiquement
significatives. Ceci ne contredit pas le fait que le tabac représente un facteur de risque
responsable de 50% des cancers de la vessie (Burger et al, 2013), mais il ne détermine pas le
motif anatomopathologique de la maladie. Ce résultat a été déja observé par (Ouerhani et al,
2009b) sur la population tunisienne, mais semble étre en contradiction avec d’autres études
sur d’autres populations qui suggerent que, chez les tabagiques les tumeurs vesicales sont de

stade et de grade plus avancés (Thompson et al, 1987).

La récidive de la maladie peut étre liée a certains facteurs génétiques et environnementaux
incluant le tabagisme (Chu et al, 2013). Certaines études ont montré un lien entre
I’augmentation de la fréquence de récidive et la continuation de la consommation de tabac

apres le premier diagnostic de la maladie (Lammers et al, 2011).
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L’arrét du tabac réduit le risque de récidive. Ainsi, une réduction immédiate du risque de
cancer de la vessie a été observée chez les personnes qui ont arrété de fumer (Lammers et al,
2011).

Les résultats obtenus a partir de notre cohorte ont montré que les fumeurs ont 1.78 fois plus
de risque d’avoir une récidive de leur maladie que le non-fumeur. Cependant, la quantité de
tabac fumé ne semble pas un facteur de risque. Ces résultats ont été déja observé dans
plusieurs travaux ; la fréquence de récidive est beaucoup moins importante chez les non-
fumeurs comparée aux malades fumeurs (p<0.001). De plus, les malades qui ont arrété de
fumer depuis plus de 15 ans ont beaucoup moins de risque de récidive (Ogihara et al, 2015).
Cependant d’autres études montrent le contraire, Lee et son équipe ont montré que le tabac
n’est pas corrélé a la récidive ni a la survie des patients atteints du cancer de la vessie (Lee et
al, 2012). De plus le tabac ne semble pas affecter la réponse au BCG ou le devenir de la

maladie a long terme (Sfakianos et al, 2011).

Dans le présent travail, nous avons essayé de chercher des biomarqueurs de pronostic et de
prédire la réponse aux traitements dans le cancer de la vessie sur une cohorte de population
tunisienne. Cette voie de recherche a permis selon plusieurs travaux d’améliorer les
orientations thérapeutiques contre plusieurs types de cancer ainsi que de guider les cliniciens

aux meilleurs choix de traitement.

L’infiltration des tumeurs par les T CD4 détermine la présentation de la maladie
Nous avons choisi d’évaluer I’infiltration tumorale des lymphocytes T et la corrélation de

cette signature immunologique avec les paramétres clinico-pathologiques de la maladie.

La rechute et la survenue de métastases constituant la principale cause de décés chez les
patients atteints du cancer de la vessie, I’'importance des interactions entre cellules tumorales,
cellules du microenvironnement et réponses immunitaires au cours des phases d’invasion et
de dissémination métastatique rendent ces approches particulierement attrayantes.

La présence d’infiltrat lymphoide au niveau de tumeurs d’origine histologique diverse
constitue un argument supplémentaire confortant [’hypothése d’une surveillance

immunologique des cancers.
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Il apparait que tous les types de cellules immunitaires sont présents dans les tumeurs
humaines : macrophages, cellules dendritiques, mastocytes, NK, des lymphocytes B, des
lymphocytes T incluant des Th; Thl et Th2, Thl7, Thf, Treg et les CTL (Fridman et al,
2012).

La localisation, la densité et 1’orientation fonctionnelle de ces cellules ont été corrélées a
I’évolution clinique. En effet, I’augmentation de la survie globale ou de la survie sans récidive
des patients, a pu étre corrélée a la densité des lymphocytes infiltrant la tumeur dans certains
cancers (Clark et al, 1989). Outre cet aspect quantitatif, la nature de 1’infiltrat lymphoide
serait également déterminante dans 1’évolution de la maladie. La relation entre le stade de la
tumeur, la réponse au traitement et les populations lymphocytaires T intra-tumorales
dominantes ou le ratio entre cellules répondeuses et suppressives infiltrant la tumeur, pourrait
définir I’état du systéeme immunitaire au cours du développement tumoral et estimer sa valeur
pronostique.

Peu de données sont disponibles concernant la corrélation entre [’infiltration tumorale
immunologique et le pronostic du cancer de la vessie. Les premiéres études rapportant un réle
pronostic favorable de [Dinfiltration tumorale par des lymphocytes T (TILs : Tumor
Infiltrating Lymphocytes) dans les cancers de la vessie ont été publiées (Stober, 1978 et
Fujimoto et al, 1983).

Plus récemment, d’autres études ont montré que 1’augmentation de cellules TCD8+ intra-
tumoral est corrélée a ’augmentation de la survie globale des patients au stade invasif. La
présence de cellules TCD8+ est donc considérée comme un marqueur de bon pronostic dans
le cancer de la vessie (Sharma et al, 2007). De plus, il a été montré que la présence de cellules
Foxp3+ intra-tumorales est corrélée au bon pronostic (Winerdal et al, 2011).

A travers notre étude nous tentons de mieux comprendre I’effet de I’infiltration des cellules
immunitaires dans le microenvironnement tumoral du cancer de la vessie afin d’estimer la
survie globale et la valeur pronostic. L’analyse phénotypique et histologique de la tumeur
dans sa totalité avant tout traitement permet de définir des relations entre structure et
composition cellulaire de la tumeur. En effet, la prédominance d’une population
lymphocytaire avant traitement dans la tumeur, permet de definir sa valeur prédictive.

Nous avons révélé une variation d’expression de trois facteurs de transcription des
lymphocytes T (Thl, Th2 et Thf) qui sont respectivement T-bet, GATA-3 et bcl-6 selon les

différents profils anatomopathologiques de la maladie, la survie des patients et la réponse au
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BCG. Nous avons montré que I’expression de T-bet était plus importante chez les malades a
stade invasif et a haut grade et chez les bons répondeurs au BCG, sans aucune valeur
pronostique sur la survie. Notre étude a été la premiere a décrire une valeur pronostique
défavorable de I’expression de T-bet. La notion d’une relation positive entre une infiltration
tumorale de cellules Thl et un mauvais pronostic chez des patients porteurs d’un cancer est
assez inattendue. En effet, en oncologie fondamentale et clinique, les cellules Thl sont
généralement considérées comme 1’une des populations clé¢ du microenvironnement tumoral
capable d’induire la réponse immune anti-tumorale et ainsi d’empécher la croissance et la
dissémination tumorale. Initialement, leur présence a systématiquement été associée chez les
malades avec un bon pronostic tumoral (Fridman et al, 2012). Cependant, 1’expression de T-
bet chez ’homme n’est pas uniquement confinée aux cellules Thl fonctionnelles. T-bet peut
également étre transitoirement exprimée par des cellules T effectrices activées telles les
cellules Th17.

De plus, T-bet est impliqué également dans la sécrétion de I’IFN-y via les cellules Thl. Dans
nos travaux nous avons eu des difficultés a mettre en évidence la présence de I’IFN-y dans les
tissus tumoraux de nos patients ; nous expliquons ceci par I’absence de cellules sécrétrices
Th1 au niveau des tissus tumoraux du cancer de la vessie, ou liés a des problémes techniques.
Il semblerait donc que T-bet soit secrété par d’autres cellules immunitaires que les cellules
Th1 au niveau tumoral ; cette hypothéese reste a vérifier. Cependant, il n’est pas a exclure la

présence au niveau tumoral de cellules Thl exprimant T-bet mais non fonctionnelles.

L’infiltration des tumeurs par les lymphocytes T CD4 détermine la réponse au
traitement

A T’heure actuelle, quelques travaux seulement ont mis en évidence une relation entre le type
de traitement administré et I’influence potentielle de celui-ci sur la réponse immunitaire anti-
tumorale. Ainsi, dans le cancer du sein, I’administration d’une chimiothérapie néoadjuvante
peut s’accompagner d’une diminution de la densité intra-tumorale en Treg. Dans cette étude,
les patientes présentant une réponse anatomopathologique compléete apres chimiothérapie
étaient celles dont le taux de cellules T Foxp3+ au sein de la tumeur était fortement diminué,
alors que le taux de cellules CD8+ restait élevé (Ladoire et al, 2008).

Dans notre étude, nous avons mis en évidence une relation entre I’influence de la variation de

I’expression de T-bet, GATA-3 et bcl-6 sur la réponse au traitement par le BCG.

147



Nous avons montré ainsi que I’expression de T-bet est plus importante chez les bons
répondeurs au BCG et peut étre considérée comme un marqueur prédictif au traitement par
BCG. Ce résultat corrobore les résultats de plusieurs autres études qui ont montré que la
réponse a la BCG thérapie dépend de [Dinfiltration des lymphocytes T dans le
microenvironnement tumoral (Askeland et al, 2012, Nunez-Nateras et al, 2014).

Les travaux de Nunez-Nateras et de son équipe, ont montré que le rapport GATA-3+/T-bet+
est plus significatif chez les bons répondeurs au BCG que les mauvais répondeurs (P<0.001),
suggérant que les cellules Th2 est un biomarqueur prédictif a la réponse au BCG et que la
présence de cellules Thl a long terme dans le microenvironnement tumoral aboutit a 1’échec
au traitement par le BCG (Nunez-Nateras et al, 2014).

Cependant, d’autres travaux ont montré I’influence du traitement par le BCG dans I’induction
d’une réponse immunitaire Thl et CD8+ au cours de la régression tumorale, en effet, lorsque
le BCG est attaché a 1’urothélium vésical, il induit la sécrétion des cytokines et des
chimiokines par les cellules tumorales (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a...). Ces derniéres permettent
le recrutement des cellules phagocytaires (DC, MO...) qui suite a leur activation, induisent la
différenciation des cellules TCD4+ naives en Thl et/ou Th2. L’effet du BCG dépend de la
réponse induite par les cellules Thl, suite a leur sécrétion d’INF-y. Les cellules Thl
permettent également d’activer les cellules cytotoxiques (NK, MO et TCD8+) exerc¢ant ainsi
un effet anti-tumoral nécessaire a la destruction de la tumeur (Askeland et al, 2012, Wu et al,
2015).

Nous n’avons pas pu étudier I’impact de I’infiltrat immunologique sur la chimiothérapie vue
que tous nos malades traités par chimiothérapie étaient des mauvais répondeurs, cette étude

mérite d’étre confirmée sur une plus large population.

Valeur pronostique du rapport T-bet/GATA-3, GATA-3/bcl-6 et T-bet/bcl-6 au sein de
la tumeur

Nous avons également montré qu’une forte expression de GATA-3 était corrélée a une
meilleure survie globale, et sans récidive ou progression, et associée au stade et au grade
tumoral précoce.

GATA-3 est un marqueur de différenciation urothéliale, il joue également un réle dans la

différenciation des tissus adipeux, dans les cellules endothéliales, et dans 1’urothélium vésical.
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Il est utilisé en immunohistochimie pour le diagnostic afin de distinguer un carcinome
urothélial primaire ou métastatique (Higgins et al, 2007).

Une faible expression de GATA-3 est associée a un stade invasif et de haut grade et induit la
migration et I’invasion cellulaire du cancer de la vessie impliquée dans la progression
tumorale et ’apparition des métastases (Miyamoto et al, 2012, Li et al, 2014). L’ensemble des
données publiées dans la littérature suggere donc qu’une forte infiltration en cellules Th2 se
traduit par une forte expression de GATA-3 au niveau tumoral, jouant un réle pronostique
favorable dans le cancer vésical. Toutefois, il n’existe actuellement que trés peu de données
concernant le role pronostique de I’infiltrat en lymphocytes Th2 au sein de la tumeur vésicale.
Toutefois, nos résultats soulignent I’importance pronostique d’une forte infiltration intra-
tumorale en lymphocytes Th2 associée de fagon indépendante en analyse multivariée a une
meilleure survie globale. Ces résultats confirment le rdle pronostique majeur de I’infiltrat en
lymphocytes Th2 au sein de la tumeur primitive des cancers vésicaux. Cependant, notre étude
n’aboutit pas a conclure que ’expression de GATA-3 est associee a la présence de cellules
Th2 au niveau tumoral. Il reste a évaluer dans le tissu tumoral la présence de cytokines

secrétées par les cellules Th2 telle que I'IL4 et IL6.

La capacité des cellules Th folliculaires a infiltrer les tissus tumoraux a été démontrée par la
mise en évidence, de la présence de bcl-6, CXCR5, CXCL13 et IL-21 dans plusieurs types de
cancers (Rodriguez-Pinilla et al, 2009). Ces études ont montré que bcl-6 est associée a la
progression tumorale et & la diminution du taux de survie chez les malades atteints d’un
cancer du sein et d’ovaire (Wu et al, 2014, Wang et al, 2015).

Cependant, ’identification des éventuels facteurs de transcriptions indispensables a
I’infiltration des cellules Thf dans le microenvironnement tumoral vésical est tres peu étudiée.
En effet, dans la littérature une seule étude s’est intéressée au role de bcl-6 dans les tumeurs
vésicales. Cette étude a démontré que I’expression de bcl-6 est limitée a la couche
superficielle de la paroi vésicale, et est corrélée au bas grade et au grade moyen (Lin et al,
2003).

Dans notre étude, nous avons montré que ’expression de bcl-6 est associée au stade
superficiel et de bas grade et qu’une forte expression de bcl-6 était corrélée a une meilleure

survie globale.

149


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodr%C3%ADguez%20Pinilla%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18987541

Pour permettre de dire que bcl-6 est associé a la présence de cellules Thf, il faut déterminer au

niveau tumoral 1’expression des marqueurs associés au phénotype de cellules Thf a savoir
CXCR5, CXCL13 et IL-21.

La recherche d’une corrélation entre la présence de LT CD4 spécifiques de la tumeur et
I’évolution de la maladie a pour objet de définir leur valeur pronostique. Un déséquilibre du
rapport Th1/Th2 en faveur de cellules Th2 serait une caractéristique commune des cancers et
pourrait résulter soit d’un dysfonctionnement des cellules Thl, soit d’une activation plus
spécifique des cellules Th2, ou la combinaison des deux phénomenes. GATA-3 présente une
corrélation positive avec 1’expression de bcl-6. T-bet présente une corrélation négative avec

I’expression de GATA-3 et I’expression de bcl-6.

En conclusion, nous avons pu confirmer qu’une forte expression de GATA-3 et bcl-6 était
corrélée au stade et au grade précoce de développement tumoral du cancer de la vessie et a un
meilleur pronostic, et de facon inverse, les patients présentant une invasion tumorale
présentaient une expression significativement plus forte de T-bet. Cette expression était ainsi
corrélée au stade et au grade tardif de développement tumorale et & un mauvais pronostic.
Ainsi, la détermination des facteurs de transcription pouvant réguler 1’ontogénie de LTCD4,
permettrait d’identifier des marqueurs spécifiques et autoriserait des études rétrospectives
pour en définir la valeur prédictive et/ou pronostique. En plus, la compréhension du rdle des
LT CD4 « helpers » dans le contrle de la progression tumorale est indispensable au

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques, notamment des immunothérapies.

sFasL : un facteur de bon pronostic dans le cancer de la vessie

Nous avons également évalué la valeur prédictive d’une part de deux protéines sériques, les
ligands de récepteurs de mort Fas et DR4/DR5 ; FasL et TRAIL.

Notre étude est la premiere a corréler le taux de sFasL et STRAIL circulants dans le sérum de
patients tunisiens (population africaine) aux différents profils anatomopathologiques du
cancer de la vessie.

Le dosage de ce marqueur sérique est effectué sur 64 patients, et 52 sujets sains. Nous avons
montré la présence de FasL soluble dans le sérum des malades et des témoins avec une

concentration moyenne de 737.44 pg/ml chez les malades.
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Cette concentration semble étre élevée par rapport a la littérature qui détecte une moyenne de
concentration de 180 pg/ml chez les patients de population Asiatique (Mizutani et al, 2001).
Ce taux élevé de FasL soluble dans notre population peut étre expliqué par la méthode de
détection qui pourrait étre plus sensible que celle utilisée il y a une quinzaine d’années, ou par
la différence géographique et ethnique intra population (population africaine vs population
asiatique).

Le taux de FasL soluble est donc plus élevé chez les malades atteints du cancer de la vessie
que chez les sujets sains. De plus, un taux plus important de cette cytokine a été observé chez
les malades a stade superficiel et de bas grade.

Certains résultats rapportés par la littérature concernant la corrélation de sFasL avec le stade
et le grade histologique sont contradictoires avec nos résultats, en effet le taux de FasL
soluble dans le sérum des malades atteints du cancer de la vessie a été corrélé a la progression
de la maladie (Mizutani et al, 2001). Cette discordance peut étre expliquée encore une fois par
la différence ethno-géographique (population africaine vs population asiatique). La
concentration de sFasL pourrait expliquer cette discordance. Il est en effet, probable que de
faibles concentrations de sFasL pourraient étre anti-apoptotiques, alors que de fortes
concentrations comme dans notre étude seraient pro-apoptotiques. Cette discordance a été
retrouvée dans d’autres travaux sur d’autres types de cancer. Une étude montre qu’un faible
niveau de sFasL est retrouvé chez des patients atteints du cancer de la thyroide et est corrélé a
la récidive chez ces patients (Owonikoko et al, 2013). Ce travail va dans le méme sens que
celui de Hoffmann et al, 2002 qui a également observé des niveaux inférieurs de sFasL chez
les patients atteints du cancer de la téte et du cou en rechute par rapport aux patients sans
rechute de la maladie ou chez les contrbles (Hoffmann et al, 2002). Cependant, d’autres
travaux ont rapporté que des niveaux de sFasL élevés sont en corrélation avec les stades
avancés de la maladie chez des patients atteints de cancer du sein (Ueno et al, 1999) et des

cancers gynécologiques (Konno et al, 2000).

STRAIL : un facteur de bon pronostic dans le cancer de la vessie
Le dosage de ce marqueur sérique est effectué sur 62 patients et 71 sujets sains. Nos résultats
montrent que sTRAIL est présent aussi bien dans le sérum des malades que chez les témoins

avec une concentration moyenne de 1998,43 pg/ml.
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Nos résultats ne montrent aucune différence entre le taux de TRAIL soluble chez les malades
et les sujets sains, cependant cette cytokine avait un taux plus important chez les malades a
stade superficiel et de bas grade.

A notre connaissance, il n’existe pas d’études qui ont évalué le taux de TRAIL soluble dans le
sérum des malades atteints du cancer de la vessie, cependant deux études ont ciblé la
recherche de TRAIL dans les urines des malades. La premiere a montré le role de cette
molécule comme marqueur prédictif d’'une meilleure réponse au BCG. En effet, le taux de
TRAIL soluble chez les bons répondeurs a la BCG thérapie était plus important par rapport
aux mauvais répondeurs (Chiu et al, 2013). De plus, la deuxiéme étude a montré que le taux
de TRAIL soluble dans les urines des malades aprés un traitement a la BCG thérapie est plus
élevé chez les bons répondeurs par rapport aux mauvais répondeurs. Ceci expliquerait un réle
cytotoxique de TRAIL aprés le traitement au BCG (Ludwig et al, 2004). Ces résultats
concordent avec les nétres qui montrent que les bons répondeurs au BCG présentaient des
taux plus élevés de sTRAIL que les mauvais répondeurs.

Cependant ces résultats restent a confirmer en augmentant 1’effectif de la population des
malades et des témoins d’un coté et de I’autre coté en variant les centres du recrutement des
malades et des témoins car jusqu’a présent les sujets proviennent tous de 1’hopital Charles

Nicolle et du grand Tunis.

p-Akt au niveau: un facteur de mauvais pronostic dans le cancer de la vessie

La valeur prédictive de 1’expression cellulaire de la protéine kinase Akt sous sa forme
phosphorylée et donc active a été analysé. Akt est une molécule de signalisation impliquée
dans la croissance et la division cellulaire, deux mécanismes souvent activés dans le cancer.
Cependant, son réle pro-tumoral n’est pas bien discuté dans le cancer de la vessie, en

particulier dans la population africaine.

L’étude de I’expression de p-Akt en fonctions des parametres clinicopathologiques des
patients atteints du cancer de la vessie, a montre une corrélation significative entre le stade, le
grade et I’activation d’Akt. De plus, les tumeurs de stade et de grade avancés surexpriment p-
Akt. L’expression de p-Akt dans ces tumeurs est également corrélée avec la progression
tumorale. On observe que 14.63% des patients qui ont un taux élevé de p-Akt au moment du
premier diagnostic ont développé des tumeurs plus agressives apres trois ans. L’expression de

p-Akt dans le cancer de la vessie semble dépendre du type histologique.
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Elle est significativement plus élevée dans les tumeurs a stade infiltrant et a haut grade
comparées au aux tumeurs de stade superficiel et de bas grade ou de grade moyen (Figure 2a,
2b).

Nos résultats suggeérent que I’activation d’ Akt peut étre un indicateur de développement et de
progression tumorale. En effet, elle semble avoir un r6le pro-tumoral dans notre cohorte, réle
déja observé dans plusieurs études (Sun et al, 2011, Calderaro et al, 2014).

L’expression de p-Akt peut étre de bon pronostic dans certains types de cancer. En effet, une
¢tude réalisée sur 717 patients a montré que 1’expression de p-Akt chez les patients atteints de
cancer colorectal avec une mutation PI3KCA est associée au bas grade de la maladie et & un

pronostic favorable pour les patients (Baba et al, 2011).

Corrélation p-Akt et récidive

Notre étude n’a pas montré d’association entre I’activation d’ Akt et la récidive de la maladie,
il semble que I’activation d’ Akt ne soit pas un facteur de risque de la récidive.

Chez les malades ayant récidivé la phosphorylation d’Akt n’était pas assez élevée, ce qui
suggere que d’autres facteurs de risque peuvent étre responsables de la récidive de la maladie.
L’ensemble de ces résultats nous amene a réfléchir a un terrain environnemental prédisposant
au cancer de la vessie dans la population tunisienne. Par ailleurs, nous savons, d’apreés nos
données épidémiologiques, que la population étudiée est composée a 80,5% de fumeurs, dont
49.29% sont des gros fumeurs (P >40).

La recherche d’une éventuelle association entre la récidive de la maladie et la consommation
de tabac a été également établie. Nous avons réussi a montrer encore une fois sur une cohorte
de faible effectif que le tabac est un facteur de risque de récidive de la maladie, et que les

non-fumeurs ont moins de risque de rechuter comparé aux fumeurs.

D’apres nos connaissances, la consommation de tabac induit 1’activation des récepteurs de la
nicotine. Ces derniers lorsqu’ils sont activés, activent des voies de signalisation ayant un effet
tumorogéne sur les cellules ; les voies Ras, Raf, MEK, ERK... qui induisent la progression
tumorale, les voies de CAMKI (Calcium/calmodulin-dependent protein kinase 1) qui induisent
I’invasion tumorale et DI’apparition des métastases et les voies PI3K/Akt, NF-kB...qui
aboutissent a la résistance a I’apoptose, notamment a la chimiorésistance (Figure 24) (Grando
et al, 2014). Ceci expliquerait les rechutes élevées chez les fumeurs atteints du cancer de la

vessie.

153



Durant cette étude nous avons également essayé de chercher une corrélation entre
I’augmentation de la phosphorylation d’Akt et la consommation de tabac. En effet, les
carcinogenes présents dans le tabac, une fois introduits dans 1’organisme, nécessitent
I’intervention de plusieurs mécanismes pour les ¢éliminer. Un déréglement de ces
métabolismes, suite & une modification d’une ou de plusieurs activités enzymatiques, pourrait
étre associé a une augmentation du risque des cancers (Grando et al, 2014, Schaal et al, 2014)
notamment le cancer de la vessie (Figure 23) (Yuge et al, 2015).

Nous avons émis I’hypothése que les carcinogénes du tabac pouvaient jouer un réle dans la
perturbation de la voie PI3K/Akt. Par ailleurs, des études ont montré que la nicotine inclue
dans la cigarette induit 1’activation d’ Akt dans les tissus tumoraux de certains types de cancer,
et la résistance a la chimiothérapie, ce qui suggere une interaction de ces deux facteurs dans le
développement du cancer (West et al, 2002 et West et al, 2003). Il induit également la
migration cellulaire des cellules cancéreuses du poumon par 1’activation de la voie PI3K
(Yoneyama et al, 2016).

Notre ¢tude n’a pas montré de différences significatives. Le tabac semble €tre non associé¢ a
I’activation d’Akt, cependant des études ont montré le role du tabac dans 1’activation de
certains types de cancer (Tsurutani et al, 2005, Islam et al, 2014). Récemment, il a été montré
que la nicotine induit la croissance tumorale des tumeurs vésicales et la résistance a la
chimiothérapie par D’activation de la voie Pi3k/Akt/mTOR (Yuge et al, 2015). Nous
expliquons cette contradiction par le biais de sélection de notre cohorte qui est constitu¢ d’un

pourcentage trés élevé de fumeurs.
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Figure 23 : Schémas présentant la dérégulation de certaines voies de signalisation suite a
I’activation des récepteurs de la nicotine d’aprés (Grando et al, 2014).

a. La fixation de la nicotine sur les récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine (nAChR) exprimés sur
la membrane des cellules tumorales entraine ['initiation de la croissance tumorale, sa fixation sur
(nAChR) exprimé sur la membrane mitochondriale aboutit & un effet anti-apoptotiques des cellules
tumorales. b. La fixation de la nicotine sur son récepteur permet de déréguler plusieurs voies de
signalisation qui aboutissent a la prolifération et la progression des cellules tumorales parmi ces
voies on note (NF-kB, PI3K-A4kt, JAK/STAT Ras/RAF/MEK/ERK...).
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Un taux élevé d’expression de p-Akt peut permettre la mise au point de nouvelles stratégies
thérapeutiques. Les malades ayant un taux élevé de p-Akt peuvent étre traités par des
inhibiteurs d’ Akt ou de sa voie, qui inclut mTOR. Plusieurs inhibiteurs de la voie Akt /mTOR
sont en cours d’essais cliniques. Au minimum quatre inhibiteurs d’Akt et une dizaine pour
mTOR sont en cours d’essai (Lee et al, 2015).

Récemment, des inhibiteurs de la voie PD-1/PD-L1 (une voie immunosuppressive impliquée
dans 1’échappement anti-tumoral) ont donné des résultats probants dans le traitement de
certains types de cancers (Sunshine et al, 2015), notamment le cancer de la vessie (Aoun et
al, 2015, Hafez et al, 2015, Sundararajan et al, 2015). L’efficacité de ces inhibiteurs dépend
de I’expression de PD-L1 sur les cellules tumorales. Or cette expression est régulée par
plusieurs facteurs y compris Akt. En effet, 1’activation de la voie Ak/mTOR induit
I’expression de PDL-1 (Carneiro et al, 2015, Lastwika et al, 2016). Ainsi, notre hypothése est
que les patients qui présentent un taux fort de p-Akt pourraient exprimer PD-L1 et seraient
donc susceptibles d’étre traités avec un anti-PD-L1, ou PD-1 associé ou non a un autre

traitement.
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Conclusions
&
perspectives



En Tunisie, le cancer de la vessie fait parti des probléemes majeurs de santé publique. En
effet, il est la deuxiéme cause de mortalité chez I’homme aprés le cancer de poumon.
Malgré, les multiples approches thérapeutiques développées pour combattre ce cancer,
la fréquence de récidive reste encore élevée, la progression de la maladie vers un stade
plus agressif est probable et souvent finit par le décés du malade en raison de I’efficacité
limitée de ces traitements. Le but du présent projet est de chercher de nouveaux

biomarqueurs pronostiques qui aident le clinicien a orienter les thérapies proposées.

Au cours d’une premiére étape de cette thése, nous avons étudié ’infiltration des
cellules immunitaires dans le microenvironnement tumoral du cancer de la vessie. Le
présent travail vise a étudier I’importance prédictive de I’infiltration de la tumeur par les
cellules immunitaires, pour ce faire, nous avons focalisé sur trois facteurs de
transcription des lymphocytes T activés (Thl, Th2 et Tfh) qui sont respectivement T-
bet, GATA-3 et bcl-6. L’analyse par gPCR en temps réel, a permis de quantifier
I’expression de ces facteurs immunologigues au niveau de tumeurs vésicales. Ainsi :

- Une surexpression de T-bet a été observée au sein de groupe des malades a stade
invasif et a haut grade. Paradoxalement, les malades qui expriment fortement T-bet au
niveau tumoral répondent mieux au BCG par rapport aux malades qui expriment
faiblement T-bet.

- Une surexpression de GATA-3 et bcl-6 a été corrélée au stade superficiel et au bas

grade, a une meilleure survie et a une faible prise de tabac.

En perspectives a ce travail, il serait trés intéressant de déterminer la nature des cellules

immunitaires infiltrant la tumeur de la vessie. Il faut déterminer si I’expression de T-bet
est associée a I’expression de I'TFN-y, IRF1 et IL-2, des facteurs liés au phénotype Thl.

De méme on envisage devoir si I’expression de GATA-3 est associée a la présence
d’IL-4, IL-5 et IL-13 et que I’expression de bcl-6 est associée a celle de STAT-3. On
peut étendre notre étude a la recherche de cellules Thl7 en ciblant I’expression du
facteur de transcription RORyt et des cytokines IL-17A et IL-21. Ainsi, une signature
immunologique au sein des tumeurs de la vessie devrait permettre un meilleur pronostic

et suivi de la maladie.

157



Dans la deuxiéme partie de cette theése, nous nous sommes intéressés au dosage dans le
sérum de FasL et TRAIL sous leur forme soluble et avons montré que :

- Le taux sérique de sFasL est plus élevé chez les malades que les sujets sains avec
particulierement, une surexpression de cette cytokine chez les malades & un stade
superficiel et de bas grade.

- Le taux de sTRAIL est plus élevé chez les malades de stade superficiel et de bas
grade, sans aucune différence avec les sujets sains ; les patients ayant un taux eleve de
STRAIL sont des bons répondeurs au BCG thérapie.

- Le role anti-tumoral de ces deux cytokines solubles a été confirmé sur deux lignées
de cancer de la vessie une de bas grade et ’autre de haut grade montrant que le
traitement de ces cellules avec le serum riche en sFasL ou STRAIL diminue la viabilité

cellulaire in vitro.

En_perspectives a cette deuxieme partie nous envisageons de varier les centres de

recrutement des malades et des témoins et d’augmenter 1’effectif des malades pour
apporter des arguments statistiques plus robustes. Nos résultats nous permettent
d’envisager de rechercher sur les tumeurs I’expression des récepteurs de mort Fas et
DR4/DRS5 et de montrer que la présence des ligands et I’expression de ces récepteurs
sont corrélées au bas grade et au stade superficiel et peuvent expliquer une meilleure

réponse au BCG.

Dans la derniéere partie de cette thése, notre objectif était de chercher des marqueurs de
pronostic au niveau des cellules tumorales des malades atteints d’un cancer de la vessie.
Pour réaliser cette étude, nous avons focalisé sur la voie de la protéine kinase Akt, dont
I’activation est souvent ¢levée dans différents cancers.

Nous avons montré que :

- Une surexpression d’Akt phosphorylée sur sa sérine 473 au sein des tumeurs
comparées au tissu sain adjacent.

- Les malades a stade invasif et a haut grade ont une activation plus importante de p-Akt
ceci est confirmé sur des études in vitro et par I’analyse des courbes de survie.

- Les malades qui présentent une expression élevée de p-Akt ont un taux de survie
faible.
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- La consommation de tabac ne semble pas jouer un réle dans I’activation d’ Akt.
- La consommation de tabac est associée a un haut risque de récidive.

- Les malades qui expriment fortement p-Akt sont des mauvais répondeurs au BCG.

En perspectives a cette partie nous pourrions envisager d’étudier I’expression d’autres
protéines de la voie PI3K/Akt/mTOR qui sont impliquées dans le processus de

carcinogenése, ceci nous permettrait de mieux tracer la voie de carcinogenése

urothéliale, ainsi que d’utiliser des inhibiteurs d’Akt en cours de validation clinique en

combinaison avec différents traitements de routine y compris le BCG.
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Résumé : [en francais / 1700 caracteres maximum, espaces compris]

Le cancer de la vessie occupe en Tunisie la deuxiéme place de I’ensemble des cancers chez
I’homme. Ce cancer représente un vrai probléme de santé publique, avec une surveillance et
suivi clinique a long terme en raison de I’importance des fréquences de récidives et une
mortalité due principalement aux rechutes par métastase. Les approches thérapeutiques
conventionnelles de ce cancer basées sur la chimiothérapie, restent trop souvent inefficaces.
L’immunothérapie a ét¢ développée depuis plusieurs années, le BCG est utilis¢ comme
traitement adjuvant dans les cancers superficiels de la vessie mais son efficacité reste limitée a
cause de la fréquence des mauvais répondeurs. Les recherches moléculaires ont permis
d’identifier un ensemble de systémes responsables de I'adhésion intercellulaire et de
I'interaction entre la cellule cancéreuse et la matrice extracellulaire qui sont modulés par I'état
cancéreux et fournissent dautres marqueurs tumoraux potentiels. Bien que les recherches
aient permis d'accumuler une quantité importante d'information sur les molécules exprimées
au niveau de cancer de la vessie, et sur les différents types de marqueurs biologiques qui
peuvent servir dans le pronostic, aucun marqueur tumoral n’est utilisé a ce jour pour le

pronostic du cancer de la vessie.

L’objectif de cette these est donc la recherche de marqueurs sérologiques et moléculaires a

valeur pronostique dans le cancer de la vessie.

Dans la premiere partie de cette thése, nous avons etudié I’infiltration des cellules
immunitaires dans le microenvironnement tumoral du cancer de la vessie. Elle a focalisé sur
trois facteurs de transcriptions des lymphocytes T activées (Thl, Th2 et Thf) qui sont
respectivement T-bet, GATA-3 et bcl-6. L’analyse par g°PCR en temps réel, a permis de
quantifier I’expression de ces facteurs immunologiques, cette expression a été analysée en
fonction des données clinico-pathologiques des malades et de la survie globale des patients.

Une surexpression de T-bet a été observée au sein de groupe des malades a stade invasif et de
haut grade, cependant, la surexpression de GATA-3 et bcl-6 a été corrélée au stade superficiel
et de bas grade. La survie a été corrélée avec le groupe des malades sans histoires de récidive
ou progression et avec la surexpression de bcl-6 et GATA-3. Selon le statut tabagique, nous
avons trouvé des associations significatives entre 1’expression de ces genes et I’intensité de la

consommation du tabac.
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En effet, les gros fumeurs expriment moins GATA-3 et bcl-6. Cependant les malades qui
expriment fortement T-bet au niveau tumoral répondent mieux au traitement BCG par rapport
aux malades qui expriment faiblement T-bet.

Dans la deuxiéme partie de cette these, nous avons visé la détection de certaines protéines
solubles dans le sérum des malades atteints du cancer de la vessie, en utilisant comme
technique le dosage ELISA, et évalué leur utilité en tant que marqueurs pronostiques pour
assurer le suivi des patients. Pour réaliser cette étude, deux voies de la famille du TNF, la voie
Fas /FasL et la voie TRAIL/TRAIL-Rs, ont été étudiées en focalisant sur le réle de leur ligand
sous leur forme soluble. Cette étude est réalisée sur des sérums de différents stades et grades,
prélevés chez 64 patients atteints d’un cancer de la vessie.

L’analyse statistique montre qu’une surexpression de sFasL (FasL soluble) chez les malades
par rapport aux sujets sains, ainsi qu’une surexpression de cette cytokine chez les malades a
un stade superficiel et de bas grade. Concernant STRAIL (TRAIL soluble) un taux plus élevé
a été détecté chez les malades de stade superficiel et de bas grade, sans aucune différence avec
les sujets sains. Le role anti-tumoral de ces deux cytokines solubles a été confirmé sur deux
lignées de cancer de la vessie une de bas grade et I’autre de haut grade montrant que le
traitement de ces cellules avec le sérum riche en sFasL ou sTRAIL diminue la viabilité

cellulaire in vitro.

Dans la troisieme partie de cette thése, 1’objectif était tester 1’activation d’une protéine Kinase
connue pour son role pro-tumoral dans plusieurs cancers « Akt Ser473 ». L’expression de ce
marqueur a été analysée en fonction des données clinico-pathologiques, épidémiologiques et
de survie globale des patients.

Cette étude a ete réalisée sur des biopsies de différents stades et grades, prélevées chez 72
patients atteints d’un cancer de la vessie ainsi que sur 7 biopsies de tissu sain adjacent.
L’analyse par western blot a montré une surexpression de p-Akt Ser473 au sein des tumeurs
comparées au tissu sain adjacent, en plus d’une variation de 1’expression de la protéine p-Akt
entre les différents malades, cette variation étant en fonction du stade et du grade anatom-
pathlogique. En effet, les malades a stade invasif et de haut grade ont une activation plus
importante d’Akt, ceci est confirmé sur des études in vitro et par 1’analyse des courbes de
survie, les malades qui présentent une expression élevée de p-Akt ont un taux de survie faible.
En plus nous avons souligné que la consommation de tabac ne semble pas jouer un réle dans

I’activation d’ Akt alors qu’elle est associée a un haut risque de récidive.
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Ainsi I’ensemble de ces résultats a permis d’estimer la valeur pronostique de certains
marqueurs biologiques : L’expression T-bet, GATA-3 et bcl-6 dans les tumeurs a été corrélée
avec des paramétres pathologiques montrant 1’ 179 nce prédictive de I’infiltration de la
tumeur par les cellules immunitaires. La surexpression de de sFasL et STRAIL dans le sérum
semble de bon pronostic, alors que celle de p-Akt est de mauvais pronostic. Dans les deux cas,

ces pronostics sont confirmés in vitro et in vivo.

Title : [Title of thesis in English]

Research of prongnostic biomarkers in Tunisian patients with bladder cancer
Abstract : [in English / limited to 1700 characters including spaces]

Bladder cancer is the ninth most common cancer in the world; it is the second most common
urogenital cancer in men after prostate cancer, with a high recurrence rate, a significant
proportion of patients die because of recurrence even after receiving standard treatment. In
addition, around (20-30%) of patients with bladder cancer have muscle-invasive disease, and
either present with or later develop metastasis. the need for expensive continuous
surveillance.

In this thesis we try to search some candidate biomarkers with potential clinical value. Their
use for cancer staging and personalization of therapy at the time of diagnosis in order to
identify a better treatment could improve patient care.

The aim of this first part of our study was to investigate the clinical significance of three
immune cell-related transcription factors, T-bet, GATA-3 and bcl-6 in bladder cancer in
Tunisian patients. The expression of these genes was assessed using RT-gPCR in 65 bladder
cancer patients with 32 diagnosed as low and medium grade, 31 as high grade, 25 as muscle
invasive stage and 39 as non-muscle invasive stage and were statistically correlated according
to the grade, the stage, tobacco consumption, BCG response and the severity of the disease.
We found that T-bet levels in patients with high-grade bladder cancer were significantly
elevated compared to patients with low- or medium-grade bladder cancer. In invasive
carcinoma, the T-bet levels were significantly higher than in superficial non-invasive bladder
tumors. However, T-bet is predictive of response to BCG.

Its expression is high in good responders to BCG. On the contrary, the expression of GATA-3

and bcl-6 in non-invasive carcinoma and in patients with low and medium grade was
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significantly higher than in invasive bladder tumors and in patients with high-grade bladder

carcinoma.

In addition, heavy smokers, which tumors express low levels of GATA-3 and bcl-6, are poor
responders to BCG.

Our study indicates that the search for the expression of three transcription factors in tumors
can be used to give a prognosis value and to predict response to BCG in patients with bladder
cancer.

We furthermore studied the effects of activation of Soluble FasL and TRAIL molecule in
bladder cancer cells. The objective of this study was to investigate the prognostic value of
sFasL and sTRAIL in the serum of patients with bladder cancer. The levels of (sFasL) and
(STRAIL) in the serum of 64 patients with bladder cancer and 72 healthy donors were
determined using ELISA assay. Cytotoxicity of sFasL and sTRAIL was examined using the
MTS assay. Death receptor protein expression was analyzed by Western blot. We demonstrate
that the mean serum level of sFasL was higher in patients than in normal donors, whereas no
difference was seen between sTRAIL from patients and controls. However, this statement
must be nuanced according to the stage of the cancer. sFasL was only higher than in sera of
healthy donors where patients had superficial stage or low- and medium-grade cancer, or no
recurrence. No difference exists between controls and patients with invasive stage, high-grade
or recurrent cancer. STRAIL was significantly lower in sera from patients with invasive and
high-grade bladder carcinoma than in controls but there were no statistical differences
between controls and patients with superficial stage, low- and medium-grade cancer or no
recurrence. The serum levels of sFasL and sTRAIL in patients with superficial non-invasive
bladder tumors or low- and medium-grade cancers was higher than for invasive carcinomas
and high-grade cancers. In addition, sFasL and STRAIL from several patients exhibited
cytotoxic effects on two established bladder cancer cell lines. So our data suggest that
elevated levels of bioactive sFasL and sTRAIL in the serum might be associated with a good
prognosis in patients of the Tunisian population with bladder cancer.

In The part of this thesis, we purpose to assess expression of the phosphorylated/activated
forms of Akt in tumors from Tunisian patients with bladder cancer and to correlate its
expression with pathological and clinical parameters of the disease. The study included 72
patients of whom 34 were diagnosed as low- to medium-grade and 35 as high-grade; 30

were muscle stage and 39 non- muscle stage. Primary tumors from these patients, normal
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adjacent tissues, or bladder cancer cell-lines were analyzed for Ser473 phosphorylated Akt
expression by Western blot.

Seventy-two percent of primary tumors from patients with bladder cancer had increased levels
of p-Akt. The p-Akt levels in patients with hi¢ 181 @ bladder cancer were significantly
elevated compared to patients with low- or medium-grade

bladder cancer. In invasive carcinoma, the p-Akt level was significantly higher than in
superficial non-invasive bladder tumors. Concerning the influence of tobacco on Akt
activation, no significant differences of p-Akt expression were found between non-smoker and
smoker patients. Altogether, our results suggest that Akt activation can provide useful
prognostic information and that tobacco represents a serious risk factor for recurrence in a

cohort of Tunisian patients.

Mots-clés : [en francais]

1-Cancer de la vessie 4-Tabac
2-Marqueurs pronostiques 5- sFasL, sTRAIL
3-T-bet, GATA-3, Bcl-6 6- p-Akt ser 473

Keywords: [in English]

1- bladder cancer 4- smoking
2- prognosis 5- sFasL , STRAIL
3 -T-bet, GATA-3, Bcl-6 6- p-Akt ser 473
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