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Résume

Analyse Translationnelle d’'une cohorte de cancer du sein de novo

oligométastatique

Contexte
Le cancer du sein de novo oligométastatique (OM), défini par la présence de < 5
lésions métastatiques au diagnostic, est une présentation rare de la maladie. Peu
d’études se sont intéressées a cette présentation clinique et leurs résultats sont biaisés
par une sélection des patientes et une définition variable de la maladie OM. Le systeme
immunitaire pourrait jouer un role dans la présentation et le devenir de ces patientes.
Méthodes
Cette étude rétrospective a inclus 115 patientes présentant un cancer du sein de novo
OM et 117 patientes de novo polymétastatique (PM) traitées entre 2000 et 2016 au
Centre Oscar Lambret et a I'Institut Jules Bordet. Les caractéristiques d’intérét au
diagnostic ainsi que les stratégies thérapeutiques et les données de survie ont été
collectées. L’infiltrat immun des tumeurs primitives de novo OM a été évalué par
guantification des TILs (Tumor-Infiltrating Lymphocytes, n=54/115) et caractérisé par
immunohistochimie  multiplex multispectrale (IHCm, n=31/115) permettant
l'identification des lymphocytes T CD4+, CD8+ et FoxP3+, B CD20+ et des
macrophages CD68+.
Résultats
Les patientes de novo OM ont une meilleure survie sans progression et globale,
respectivement 23.9 et 54.9 mois, par rapport aux patientes de novo PM. Leur
présentation se différencie principalement par des taux plus faibles de LDH et CA 15-
3 ainsi que par une infiltration moins importante de différents sites métastatiques. Les

tumeurs primitives de novo OM ont une infiltration médiane par des TILs de 5%, avec



50% des tumeurs sans aucune infiltration. L’analyse par IHCm montre une infiltration
possible par tous les sous-types de cellules immunes, avec une prédominance pour
les lymphocytes T CD4+/CD8+ et les macrophages CD68+ (médianes de 8, 4 et 5%
respectivement). Seuls les lymphocytes T CD8+ et FoxP3+ sont associés a une
meilleure survie en analyse univariée, tandis que les lymphocytes B CD20+ intra-
tumoraux sont corrélés a une moins bonne SSP. En analyse multivariée, un grade 3
est associé a une moins bonne survie tandis que la chirurgie mammaire et I'utilisation
de polychimiothérapie sont associés a une meilleure survie.

Conclusion

Notre travail suggere que le cancer du sein de novo OM est une entité particuliere au
pronostic plus favorable. Il souligne I'importance d’'une stratégie thérapeutique plus
« agressive » chez les patientes en état de le supporter. La composition de l'infiltrat

lymphocytaire semble jouer un réle dans le devenir de ces patientes.



Introduction

Cancer du sein : généralités

Le cancer du sein, avec plus de 2 millions de cas/an dans le monde, représente le 1°¢"
cancer chez la femme (pres de 1 femme sur 8) (1). Son incidence, qui peut varier d’'un
facteur 10 en fonction des régions du monde, est plus importante dans les pays dits
« développés » ou elle a atteint un plateau depuis les années 2000 apres une forte
augmentation dans les années 80 et 90, en lien principalement avec la mise en place
du dépistage organisé (2). La mortalité par cancer du sein représente la 1¢ cause de
déceés par cancer chez la femme dans le monde avec 626,679 déces en 2018. Celle-
ci est en diminution dans les pays dits « développés » depuis les années 90,
notamment par I'amélioration des traitements et la mise en place du dépistage

organisé, alors qu’elle continue d’augmenter dans certaines régions du monde (2).
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Figure 1. Incidence et mortalité du cancer du sein dans le monde et par pays (extrait de Bray et al. Global cancer statistics
2018: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA Cancer J Clin. 2018
Nov (1))

Plusieurs sous-types de cancer du sein ont été décrits et différentes classifications
sont actuellement disponibles. On distingue classiquement 4 sous-types identifiés sur
base de criteres anatomopathologiques permettant une bonne corrélation avec les

classifications moléculaires basées sur I'expression des génes de la tumeur (3):

- LUMINAL A : exprimant les récepteurs hormonaux (RH+, récepteurs aux
cestrogenes et/ou la progestérone), HER2 négatif (HER2-), bas grade/Ki67 <

20%


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30207593

- LUMINAL B :
o RH+, HER2-, haut grade/Ki67 = 20%
o RH+, HER2 surexprimé ou amplifié (HER2+), peu importe le grade et le
Ki67
- HERZ2-ENRICHED : n’exprimant pas les récepteurs hormonaux (RH-), HER2+
- BASAL-LIKE ou triple négatif (Triple Negative Breast Cancer, TNBC) : RH- et

HER2-

Des données récentes indiquent qu’en France, 66.8% des tumeurs sont RH+/HER2-
(LUMINAL A et B/HER2-), 6.3% sont RH+/HER2+ (LUMINAL B/HER2+), 3.7% sont
RH-/HER2+ (HER2-ENRICHED) et 9.2% sont RH-/HER2- (TNBC), ce qui correspond

également aux données retrouvées dans les registres américains et norvégiens (4-6).

Percent of Female Breast Cases by Cancer Subtype

8%
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Unknown (8%)
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Figure 2. Distribution des sous-types de cancer du sein (SEER Cancer Statistics Review, 1975-2013)



La mortalité par cancer du sein est principalement liée a la dissémination métastatique
de la maladie, faisant chuter la survie globale a 5 ans de 89.7% tous stades confondus
a 27% pour le stade meétastatique (5). Le sous-type de cancer du sein influence
fortement la survie des patientes pour tous les stades au diagnostic. Ainsi, pour les
patientes métastatiques au diagnostic, on peut observer que le taux de survie globale
a 5 ans chute de 41.8% pour les cancers RH+/HER2+ a 11.2% pour les cancers RH-
/HER2- (5,7). De facon intéressante, on peut également noter que le sous-type
RH+/HER2+ présente un meilleur pronostic que le sous-type RH+/HER2- au stade

meétastatique, a I'inverse du stade localisé.

5-Year Relative Survival Percent, Female Breast Subtypes by SEER Summary Stage 2000 Stage IV
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Figure 3. Survie globale selon le sous-type et le stade de cancer du sein (SEER Cancer Statistics Review, 1975-2013)

Différents parametres influencent la survie des patientes atteintes d’'un cancer du sein,
appelés facteurs pronostiques. Comme décrit dans le Tableau 1, a I'exception de
I'expression des récepteurs hormonaux et de HER2, les facteurs validés different en

fonction du stade de la maladie.
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Tableau 1. Facteurs pronostiques validés pour le cancer du sein en fonction du stade.

Utilisés en pratique
courante
(Influencant la prise
en charge
thérapeutique)

Age <35 ans
(principalement pour les cancers RH+, effet pronostique non
démontré pour les cancers HER2+ (8). A noter que les études
récentes retrouvent une diminution de I'effet pronostique de 'age
par rapport aux études antérieures, témoignant probablement de
I'évolution des traitements adjuvants (9))

Taille tumorale (10)

Atteinte ganglionnaire axillaire (10,11)

(macro et micrométastases)

Type histologique

(tubulaire, mucineux et médullaire : meilleure survie)

Grade tumoral (11)

Envahissement vasculaire et péri-nerveux (12)

Expression des récepteurs aux cestrogénes

(meilleure survie dans les 5 ans suivant le diagnostic (13), effet
pronostique moins certain voire péjoratif & long terme (14))
Expression des récepteurs a la progestérone

(moins bonne survie en cas d’absence d’expression, méme en cas
d’expression des récepteurs aux cestrogénes (15))
Surexpression/amplification HER2

(moins bonne survie pour les patientes avec (16), et sans
envahissement ganglionnaire (17))

Marqueurs de prolifération : index mitotique, Ki67 (18)

Profil génomique (19)

(LUMINAL A meilleur pronostic ; LUMINAL B et HER2-ENRICHED
pronostic intermédiaire ; basal-like moins bon pronostic)
Signatures génomiques

(L’'ensemble des signatures sont pronostiques de récidive et
peuvent guider la thérapeutique adjuvante mais seul « Oncotype
Dx » a démontré un bénéfice en terme de survie pour les patientes
<50 ans avec un cancer RH+HER2- pT1b-T3NO et un

« Recurrence Score » > 16 lorsqu’une chimiothérapie adjuvante
était proposée (20))

Perte de poids > 5% (21)

Performans Status > 2 (21)

Expression des récepteurs hormonaux (22)

(meilleure survie, en particulier en cas de double positivé des

récepteurs aux cestrogénes et a la progestérone)

Surexpression/amplification HER2 (23)

(moins bonne survie avant I'utilisation de traitements anti-HER2)

Sites métastatiques (21,24,25)

- Atteinte de la paroi thoracique,
ganglionnaire : meilleure SSP

- Atteinte hépatique ou pulmonaire : moins bonne SSP
et SG

osseuse ou

Non utilisés en
pratique courante
(N’influengant pas la
prise en charge
thérapeutique)

Tabagisme (26)

Ethnicité (5)

(afro-américaines et hispaniques : moins bonne survie)

Marqueurs de prolifération : fraction de phase-S, « proliferating-
cell nuclear antigen ») (18)

Cellules tumorales circulantes (CTCs) (27)

(= 1 CTCs : moins bonne survie)

Activateur du plasminogene type-urokinase (uPA) et inhibiteur
de Pactivateur du plasminogene 1 (PAI-1) (rapport uPA/PAI-1
bas: meilleure survie chez les patientes sans envahissement

Taux de LDH > normale (21)
Présence de CTCs (29)
ADN tumoral circulant (30)
(faux > médiane aprés 2 semaines de traitement par
FULVESTRANT — PALBOCICLIB : moins bonne SSP)
Profil génomique et signatures génomiques :
- PAMS50 : LUMINAL A - meilleure SSP et SG (31)
- Oncotype Dx: association du score de récurrence
avec le temps jusqu’a progression et la SG chez les
patientes RH+/HER2- (32)

ganglionnaire) (28) Facteurs pronostiques incertains : la valeur pronostique du
nombre de |ésions et de sites métastatiques ainsi que d’un age > 50

ans différent selon les études

Cancer du sein de novo oligométastatique

Définition et données de la littérature

Les différents sous-types de cancer du sein précédemment décrits sont le plus souvent
diagnostiqués a un stade localisé et, bien qu’ayant une évolution clinique différente,
ont tous le potentiel pour entrainer la formation de métastases. Dans les pays dits
« développés », environ 6 a 10% des patientes présentent un cancer du sein d’emblée
métastatique au diagnostic, appelé de novo métastatique et a différencier de la
récidive métastatique. Des données rétrospectives indiquent que les présentations de
novo métastatiques sont de meilleur pronostic que les récidives métastatiques. Ceci
pourrait s’expliquer par une maladie moins agressive notamment par absence de

sélection de clones résistants aux traitements antérieurs dans le cas d’'une récidive
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métastatique (33). Environ 20% des patientes atteintes d’'un cancer du sein
métastatique présentent une dissémination limitée avec peu de métastases, appelée
maladie oligométastatique (OM), dont l'incidence est en augmentation notamment par
'amélioration en termes de sensibilité des examens d’imagerie (34). L'ESMO
(European Society for Medical Oncology) définit le cancer du sein OM par une atteinte
limitée a 5 métastases dans un ou plusieurs organes et souligne qu'’il s’agit d’'une
maladie de meilleur pronostic, avec plus de chances d’atteindre une rémission
compléte et une survie prolongée (35). En effet, les données de la littérature rapportent
une SG médiane pouvant atteindre 185 mois, avec certaines patientes ne
récidivant/progressant pas durant un suivi prolongé (36). Cependant, il est important
de noter que la plupart des données de survie sont issues de patientes sélectionnées
dans des études rétrospectives, avec une définition de la maladie OM variable, un

caractéere de novo/récidivant non toujours préciseé et des traitements hétérogenes.

Prise en charge thérapeutique

Le diagnostic de cancer du sein de novo OM représente une situation clinique délicate
pour les praticiens car il n’existe pas de recommandation de prise en charge précise.
Celle-ci peut donc varier d’un traitement systémique exclusif a un traitement
multimodal incluant un traitement systémique, un traitement local de la tumeur
primitive et éventuellement un traitement ciblé sur les métastases. L’absence de
recommandation est liée au fait qu’il n’existe pas d’étude prospective ayant comparé
ces deux modalités de prise en charge. De plus, il est aujourd’hui difficile de prédire le
devenir de ces patientes, certaines évoluant rapidement vers une maladie
polymétastatique (PM) alors que d’autres présentent une maladie plus indolente.
L’évolution clinique variable de la maladie suggere qu’il s’agit en réalité de deux entités

distinctes, avec une maladie OM vraie et une maladie diagnostiquée a un stade
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précoce de la dissémination PM. Il existe donc un réel intérét a pouvoir distinguer ces
patientes afin d’adapter la prise en charge thérapeutique : maintien de la qualité de vie
chez les patientes atteintes d’'une maladie agressive en cours de dissémination PM
versus « curative » chez les patientes atteintes d’'une maladie OM vraie, plus
indolente. L’adaptation « personnalisée » de la stratégie thérapeutique nécessite
l'identification de facteurs pronostiques spécifiques a cette catégorie de patientes. Si
guelques études ont permis de mettre en évidence certains facteurs pronostiques dans
le cancer du sein OM, il est important de noter qu’aucune étude ne s’est
spécifiguement intéressée au stade de novo OM. De plus, ces études incluaient des

patientes souvent sélectionnées, avec une définition de maladie OM variable.

Les facteurs identifiés apres analyse multivariée dans des études ayant inclus des
patientes correspondant a la définition actuelle d’'une maladie de novo OM selon

'ESMO sont (Annexe 1, Tableau 1) :

- L’atteinte uniquement osseuse (meilleure SG) (37)

- La taille des lésions métastatiques hépatiques traitées par radiofréquence <
2.5cm (meilleure SG) (38)

- La chirurgie RO des métastases pulmonaires (meilleure SG) (39)

- Le phénotype TNBC (moins bonne survie sans maladie) (40)

- La taille des lésions métastatiques traitées par ablation thermique percutanée

> 4cm (moins bonne survie sans maladie) (40)

Concept de maladie oligométastatique et hypotheses de physiopathologie

Le concept de maladie OM a été proposé en 1995 par Hellman et Weichselbaum
comme un stade intermédiaire dans le processus métastatique, pour lequel la tumeur
n’aurait pas encore acquis tout son potentiel de dissémination (41). Il représenterait

donc une étape transitoire entre une maladie localisée et une maladie disséminée.
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Des 1889, S. Paget observe que le processus métastatique n’est pas un phénoméne
aléatoire lié a la simple présence de cellules tumorales circulantes mais qu'il résulte
d'un véritable « dialogue » entre certaines cellules tumorales sélectionnées
(« seeds ») et un microenvironnement réceptif (« soil ») et propose alors la théorie de
« seed and soil » (42). De nombreuses études pré-cliniques ont depuis validé ce
concept et permis de mieux comprendre le processus métastatique ainsi que
l'interaction complexe entre les cellules métastatiques et le micro-environnement de
'organe colonisé (43). Il est désormais démontré que l'acquisition des propriétés
métastatiques est un processus dynamique en plusieurs étapes appelé « cascade
métastatique », correspondant a différents processus biologiqgues gouvernés par
'acquisition progressive d’anomalies génétiques (44). Ainsi, les cellules tumorales
ayant acquis un phénotype plus agressif vont étre capables d’atteindre la circulation
systémique et devenir des cellules tumorales circulantes. Il leur faudra ensuite survivre
et s’adapter a ce nouvel environnement avant d’atteindre un nouvel organe et le
remodeler afin d’aboutir a la formation d’un nouveau site métastatique. Ce processus
métastatique est peu efficace, avec environ 0.01% des cellules circulantes qui
parviendront effectivement a former des métastases (45). Il est donc tout a fait
concevable qu’un « défaut » d’acquisition d’une de ces étapes aboutisse a un potentiel
meétastatique limité expliquant la présentation OM de la maladie. Une autre hypothése
met en avant le réle potentiel du systeme immunitaire dans la physiopathologie de la

maladie OM.
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Environnement immun et cancer du sein

Réle du systéme immunitaire dans le cancer du sein
L’interaction entre la tumeur et le systéeme immunitaire a été conceptualisée par la

théorie d’ « immunoediting » proposant 3 phases (46):

- Phase d’élimination dans laquelle le systéeme immunitaire détruit les cellules
tumorales (appelée « immunosurveillance »)

- Phase d’équilibre dans laquelle le systeme immunitaire continue de détruire les
cellules tumorales mais sélectionne des cellules résistantes aboutissant a un
état d’équilibre entre destruction et croissance tumorale (appelée
« immunoselection »)

- Phase d’échappement dans laquelle les cellules ayant échappé au systeme
immunitaire proliferent et dépassent ses capacités de destruction (appelée

« immunosubversion »)

Pre-malignant Elimination

lesion Immunosurveillance

Advanced Equilibrium

. / Immunoselection
oncogenesis

i scape

Immunosubversion

Cell intrinsic Cell extrinsic (immune system)

Figure 4. Effets du systéme immunitaire sur la progression tumorale (extrait de Zitvogel L. et al. Cancer despite
immunosurveillance: immunoselection and immunosubversion. Nat Rev Immunol. 2006 Oct (47))
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Méme si la présence de métastases témoigne d’'un échappement au systéme
immunitaire, ce dernier continue de jouer un réle dans I'évolution et le pronostic de la
maladie. En témoigne le succés de I'immunothérapie par inhibiteurs de points de
contrdle qui vise a réactiver le systéme immunitaire des patients et qui a révolutionné
le pronostic de nombreux cancers ces derniéres années, avec récemment une
indication en 1° ligne métastatique pour le cancer du sein triple-négatif (48). Un autre
argument en faveur du réle constant du systeme immunitaire est I'association entre la
présence d'un taux élevé d’infiltrat lymphocytaire (Tumor Infiltrating Lymphocytes,
TILs) au niveau de la tumeur mammaire primitive ou des métastases et un meilleur
devenir en termes de survie ou de réponse thérapeutique (49). L’activité persistante
du systeme immunitaire pourrait ainsi expliquer un certain contréle de la maladie
empéchant I'évolution vers un stade PM (50). Outre le taux de TILs, la composition de
cet infiltrat joue également un réle important dans I'évolution du cancer du sein. En
effet, les TILs sont composés a la fois de cellules pro-inflammatoires orientées vers un
controle de la progression tumorale et de cellules immunosuppressives favorisant
I'échappement tumoral a 'immunosurveillance (Annexe 1, Figure 1). Les données de
la littérature indiquent que le cancer du sein peut étre infiltré par 'ensemble de ces
sous-types cellulaires. En effet, plusieurs études se sont intéressées au role de la
composition de l'infiltrat immunitaire dans le cancer du sein localisé (revue par Pruneri
et al. (49)) et quelques-unes rapportent des données pour le cancer du sein
métastatique (51-53), mais a notre connaissance aucune ne s’est intéressée

spécifiguement au cancer du sein de novo OM.
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Méthodes pour évaluer l'infiltrat immun

Outre I'utilisation de signatures immunes, actuellement du domaine de la recherche et
ayant montré une valeur pronostique dans le cancer du sein, plusieurs méthodes
permettent d’évaluer l'infiltrat immun sans recours a un plateau de biologie moléculaire
(54,55). Les cellules immunes peuvent étre évaluées de facon morphologique et
quantitative sur les colorations standards H&E (Hématoxyline et Eosine) (56).
Néanmoins, 'analyse sur lames H&E ne permet pas de distinguer les différentes sous-
populations de cellules immunes. Les deux principales techniques pour étudier
I'expression de protéines in situ correspondent a I'immunohistochimie (IHC) et a la
cytométrie de flux. Cette derniere permet une analyse quantitative multi-paramétrique
a trés haut débit de cellules isolées (> 10000 cellules / seconde). Dans le cadre de
I'étude des TlLs, elle permet donc de renseigner de maniére précise sur la composition
de l'infiltrat lymphocytaire mais nécessite une dissociation des tissus ne rendant pas
compte de [larchitecture tissulaire, des interactions cellulaires ou encore de

I'hétérogénéité tumorale.

L’IHC est une technique permettant de visualiser directement sur une coupe
histologique I'expression de la protéine marquée, sans perte de [architecture
tissulaire. Classiquement, I'lHC utilise des anticorps marqués par un chromogéne ou
un fluorophore et reste limitée a I'étude d’un ou deux marqueurs par coupe. L’étude
de plusieurs marqueurs sur une méme coupe tissulaire porte le nom d’IHC multiplex
et permet de maximiser l'information disponible tout en économisant du matériel
tumoral et en maintenant I'architecture tumorale intacte. C’est donc un outil puissant
et particuliérement intéressant pour la caractérisation de I'infiltrat lymphocytaire. L'IHC

multiplex multispectrale (IHCm), correspondant a de I'lHC séquentielle avec des
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signaux fluorescents amplifiés grace au Tyramide, représente un choix idéal pour la

caractérisation phénotypique de linfiltrat immun dans le cancer du sein.

Problématique et Objectifs

Peut-on guérir le cancer du sein métastatique ? Il s’agit d’'une question actuellement
débattue (57). Dans cette optique, le cancer du sein de novo OM représente
probablement 'entité idéale pour un traitement a visée « curative ». Les données de
la littérature concernant cette présentation clinique sont biaisées par linclusion de
patientes sélectionnées pour des traitements spécifiques et par une définition variable
de la maladie de novo OM. Nous rapportons les données de I'analyse translationnelle
de patientes de novo OM non sélectionnées, représentant les patientes de « la vie

réelle ».

Les objectifs de ce travail sont :

- Comparaison des données cliniques, anatomopathologiques et biologiques au
diagnostic ainsi que la prise en charge et la survie des patientes atteintes d’un
cancer du sein de novo OM et de novo PM

- Evaluation de linfiltrat immun au niveau des tumeurs primitives au diagnostic
des patientes atteintes d’un cancer du sein de novo OM

- ldentification de facteurs associés a la survie sans progression et a la survie
globale parmi les données cliniques, anatomopathologiques et biologiques au
diagnostic ainsi que les données de prise en charge et d’infiltrat immun chez

les patientes atteintes d’un cancer du sein de novo OM
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Matériel et Méthodes

Patientes et échantillons

Cohorte de patientes atteintes d’un cancer du sein de novo oligométastatique

Cette étude rétrospective a été réalisée au Centre Oscar Lambret de Lille et a I'Institut
Jules Bordet de Bruxelles. Les départements d’information médicale de ces deux
hopitaux ont identifié 1435 patientes prises en charge entre 2000 et 2016 pour la 1°©
fois pour un cancer du sein avec diagnostic de métastase dans les 6 mois suivant le
diagnostic de cancer du sein. Apres revue manuelle des dossiers informatiques et
papiers, 'ensemble des patientes répondant aux critéres d’inclusion et d’exclusion ont
été incluses dans l'étude et 'ensemble des échantillons de tumeur primitive et de
Iésions métastatiques disponibles ont été collectés. Le diagramme de flux est présenté

en Annexe 1 (Figure 2).
Les patientes devaient respecter 'ensemble des criteres d’inclusion suivants :

o Diagnostic histologique de cancer du sein entre janvier 2000 et
décembre 2016

o <5Ilésions métastatiques viscérales et/ou osseuses et/ou ganglionnaires
a l'exception d’adénopathies axillaires et/ou sus-claviculaires
homolatérales (cancer oligométastatique)

o Diagnostic des métastases < 3 mois aprés le diagnostic de cancer du
sein (cancer de novo métastatique)

o Prise en charge thérapeutique dans I'un des deux centres jusqu'a 1€
progression locale ou a distance

o Age > 18 ans
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Les patientes étaient exclues de I'étude en présence d’un des critéres suivants :

o > 5 lésions métastatiques (cancer polymétastatique)

o Diagnostic des métastases > 3 mois apres le diagnostic de cancer du
sein (cancer non de novo métastatique)

o <18 ans

o Présence d’un antécédent de cancer (a I'exception d’'un carcinome baso-
cellulaire)

o Opposition a l'utilisation des données

o Prise en charge thérapeutique avant 1° progression dans un autre

centre

Cohorte de patientes atteintes d’un cancer du sein de novo polymétastatique

Le département d’information médicale de I'Institut Jules Bordet a identifié 518
patientes prises en charge a I'Institut entre 2000 et 2016 pour la 1¢' fois pour un cancer
du sein avec diagnostic de métastase dans les 6 mois suivant le diagnostic de cancer
du sein. Apres revue manuelle des dossiers informatiques et papiers, 117 patientes
correspondant aux critéres d’inclusion et d’exclusion ont été incluses. Le diagramme

de flux est présenté en Annexe 1 (Figure 3)
Les patientes devaient respecter 'ensemble des critéres d’inclusion suivants :

o Diagnostic histologique de cancer du sein entre janvier 2000 et
décembre 2016

o > b5 Iésions métastatigues viscérales et/ou osseuses et/ou
ganglionnaires, a I'exception d’adénopathies axillaires et/ou sus-

claviculaires homolatérales (cancer polymétastatique)
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o Diagnostic des métastases < 3 mois aprés le diagnostic de cancer du
sein (cancer de novo métastatique)

o Prise en charge thérapeutique a llnstitut Jules Bordet jusqu’a 1¢e
progression locale ou a distance

o Age > 18 ans
Les patientes étaient exclues de I'étude en présence d’un des critéres suivants :

o <5 lésions métastatiques (cancer oligométastatique)

o Diagnostic des métastases > 3 mois apres le diagnostic de cancer du
sein (cancer du sein non de novo métastatique)

o <18 ans

o Présence d’un antécédent de cancer (a I'exception d’'un carcinome baso-
cellulaire)

o Opposition a l'utilisation des données

o Prise en charge thérapeutique avant 1° progression dans un autre

centre

Revue des données cliniques, anatomopathologigues et biologiques

Les dossiers cliniques de I'ensemble des patientes incluses dans notre étude ont été
revus et les paramétres cliniques, anatomopathologiques et biologiques d’intérét au
diagnostic, les traitements administrés ainsi que les données de survie ont été

recueillis.

Quantification de l'infiltrat lymphocytaire tumoral (TILS)

La présence de lymphocytes au niveau des lésions tumorales, ou TILs, a été évaluée
et quantifiée par un pathologiste sur lames colorées par H&E selon les

recommandations de I’ « International Immuno-Oncology Biomarker Working Group »
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au niveau des tumeurs primitives (n = 54) et des métastases correspondantes au
diagnostic (n = 4) des patientes de novo OM (56). Le pathologiste a distingué les TILs
intra-tumoraux (iTILs) et stromaux (STILs) en fonction de leur localisation par rapport
aux cellules tumorales. Les résultats sont indiqués en pourcentages de surface de
tissu tumoral ou stromal infiltré par les TILs. Les tumeurs ont été ensuite classées en

fonction de la localisation de cet infiltrat lymphocytaire en 4 groupes (58):

- Tumeur « cold » : absence de TILs infiltrant la tumeur dans sa partie épithéliale
et stromale

- Tumeur « margin-restricted » : absence de TILs infiltrant la tumeur dans sa
partie épithéliale, présence de TILs en bordure de la tumeur uniguement, dans
sa partie stromale (250um a l'intérieur et I'extérieur de la marge tumorale)

- Tumeur « stroma-restricted » : absence de TILs infiltrant la tumeur dans sa
partie épithéliale, présence de TILs infiltrant la tumeur dans sa partie stromale

- Tumeur « fully inflamed » : présence de TILs infiltrant la tumeur dans ses

parties épithéliale et stromale
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Figure 5. Recommandations internationales pour I’évaluation des TILs (extrait de Salgado et al. The evaluation of tumor-
infiltrating lymphocytes (TILs) in breast cancer: recommendations by an International TILs Working Group 2014. Ann. Oncol.
2015, (56))

Immunophénotypage de l'infiltrat immun par Immunohistochimie multiplex

multispectrale séquentielle (IHCm)

L’'IHCm permet de détecter sur une méme coupe de tissu plusieurs cibles d’intérét par
fixation séquentielle de fluorophores (OPALs). Un fluorophore correspond a une
substance chimique activée par une lumiére de longueur d’'onde spécifique (spectre
d’excitation) et émettant une lumiére appelée fluorescence a une longueur d’onde plus

grande, également spécifique (spectre d’émission).

Brievement, la cible d’intérét est reconnue par un anticorps primaire spécifique sur

lequel vient ensuite se fixer un anticorps secondaire aspécifique couplé a de I'HRP
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(HorseRadish Peroxydase). Cette derniére va pouvoir, en présence d’'H202, activer le
Tyramide inactif couplé au fluorophore ce qui entraine une amplification du signal
fluorescent et sa fixation par liaison covalente sur les résidus tyrosine a proximité de
I'épitope. Le couple anticorps primaire spécifique — anticorps secondaire aspécifique
est ensuite retiré tout en laissant le fluorophore fixé au niveau de sa cible ce qui permet
de renouveler le marquage de facon séquentielle avec de nouvelles cibles et de

nouveaux fluorophores.

Fluorescent dye
or hapten

@ ; Inactive tyramide
+ HZOZ
Secondary
antibody Q
/ \ Active tyramide

Primary

WA+ 4444

Epitopes Protein tyrosine sidechains

Figure 6. Immunohistochimie multiplex multispectrale séquentielle : amplification et liaison covalente du signal fluorescent
par le Tyramide

Méthode de coloration par Immunohistochimie multiplex multispectrale séquentielle

Nous avons utilisé le kit commercial Opal™ 7 Solid Tumor Immunology Kit (Akoya

Biosciences) comprenant les couples anticorps primaire - fluorophore suivants : CD4-

OPAL 520, CD8-OPAL 570, CD20-OPAL 540, FoxP3-OPAL 620, CD68-OPAL 650 et

pan-cytokeratin-OPAL 690.

Afin d'utiliser la technique d'I[HCm sur nos coupes de cancer du sein, nous avons
d’abord mis au point une librairie spectrale des anticorps primaires en IHC monoplex

sur tissu d’'amygdale puis ajusté notre technique d'IHCm impliquant plusieurs cycles
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de marquage toujours sur ce tissu contrdle. Cette mise au point est détaillée en Annexe

2.

Le protocole pour 'lHCm sur tissu mammaire peut étre résumé comme suit. Des
coupes histologiques de 3,5 um ont été réalisées au niveau des blocs paraffinés des
tumeurs primaires. Celles-ci étaient ensuite déparaffinées, réhydratées et soumises a
une étape de récupération des épitopes par traitement au micro-onde dans une
solution d’« Antigen Retrieval ». Les sites non spécifiques étaient ensuite masqués par
incubation d’« Antibody Diluent ». L’anticorps primaire spécifique était ensuite ajouté,
puis révélé par l'anticorps secondaire couplé a I'HRP et au fluorophore (OPAL)
d’intérét. Les anticorps étaient ensuite retirés par une étape de « lavage » avant la
réalisation d’un nouveau cycle d’incubation. A l'issue du dernier cycle de marquage,
les tissus étaient incubés dans du DAPI avant I'application d’un milieu de montage et

la pose d’'une lamelle. Le protocole détaillé est disponible en Annexe 3.

Acquisition des images

L’acquisition des images d'I[HCm a été réalisée sur un Vectra®Polaris (Akoya
Biosciences) permettant de scanner les lames en microscopie sur fond clair et en
immunofluorescence multispectrale. L’appareil est équipé d’'une caméra multispectrale
qui permet de capter la fluorescence émise par chaque fluorophore (spectre
d’émission) aprés excitation du tissu marqué par des LED a intervalles réguliers de

10nm (spectre d’excitation).

Brievement, apres vérification de la qualité du tissu et élimination des lames présentant
une perte tissulaire et/ou une coupe repliée, les lames entiéres étaient scannées en
microscopie sur fond clair. Les images de lame entiere étaient ensuite analysées a
I'aide du logiciel Phenochart™ (Akoya Biosciences) afin d’apposer des zones pour scan

en immunofluorescence multispectrale. Ces zones intéressaient 'ensemble du tissu
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pour les biopsies et 25 a 50% du tissu pour les piéces opératoires, chague zone étant
dans ce cas apposée de facon aléatoire par le logiciel Phenochart™ (Akoya

Biosciences) afin de ne pas entrainer de biais de sélection.

Analyse des images

L’analyse des images d'IHCm a été réalisée avec le logiciel inForm®Cell Analysis™
(Akoya Biosciences) permettant I'analyse quantitative des différents types cellulaires
identifiés par les différents marquages. Le logiciel inForm®Cell Analysis™ (Akoya
Biosciences) est un logiciel de « machine-learning » qui nécessite une 1¢¢ étape

d’entrainement avant de permettre I'analyse de 'ensemble de la lame scannée.

Brievement, l'analyse d’image par le logiciel inForm®Cell Analysis™ (Akoya

Biosciences) peut étre résumée ainsi :

- Etape d’entrainement du logiciel (« machine-learning »)

o Utilisation de quelques images de zones scannées en
immunofluorescence multispectrale d’'une méme lame (environ 10)

o Entrainement du logiciel a distinguer les zones tumorales, stromales et
sans tissu par sélection manuelle de plusieurs zones représentatives.
Nous avons considéré que la distinction était de qualité satisfaisante
lorsque la reconnaissance estimée par le logiciel était > 99% et nous
paraissait correcte aprés vérification manuelle

o Entrainement du logiciel a reconnaitre les cellules. Les noyaux étaient
reconnus par leur marquage au DAPI et a 'OPAL 620 correspondant au
marquage nucléaire de l'anticorps anti-FoxP3. Le cytoplasme était
reconnu par marquage a I'OPAL 690 correspondant au marquage

cytoplasmique de I'anticorps anti-panCytokeratin. Enfin les membranes
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étaient reconnues par marquage aux OPAL 520, 540 et 570
correspondant respectivement aux marquages par les anticorps anti-
CD4, -CD20 et -CD8. Différents paramétres tels que l'intensité minimale
de détection des différents OPAL ou encore les tailles minimales de
noyau ou de cytoplasme étaient ensuite ajustés jusqu’a I'obtention d’'une
reconnaissance cellulaire satisfaisante

Entrainement du logiciel & distinguer les différents sous-types cellulaires
par sélection manuelle de cellules exprimant les OPALSs correspondant
aux anticorps CD4, CD8, CD20, FoxP3, CD68 et la panCytokeratin. Les
cellules n’exprimant aucun des OPAL étaient classées en « autre type

cellulaire »

o Enregistrement de I'algorithme d’entrainement
Etape d’analyse de I'ensemble des zones scannées en immunofluorescence
multispectrale pour une méme coupe : l'algorithme entrainé sur quelques
images de zones scannées en immunofluorescence multispectrale d’'une méme
lame est ensuite appliqué pour 'analyse de I'ensemble des zones scannées
Etape de quantification des différents sous-types cellulaires par zone identifiée
(tumorale et stromale) a I'aide des scripts phenoptr et phenoptrReports fournis

par Akoya Biosciences sur le logiciel RStudio version 3.5.3 (2019-03-11)

Analyses statistigues

Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel R version 3.5.3 (2019-
03-11). Les caractéristiques initiales ont été décrites selon les regles classiques de la
statistiqgue descriptive : fréquence et pourcentage pour les variables catégorielles ;
médiane et extrémes pour les variables continues. Les données mangquantes ont

également été précisées.
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La comparaison des variables quantitatives a été effectuée par le test non
paramétrique de Mann Whitney. La comparaison des variables catégorielles a été

réalisée par le test de Chi deux ou le test exact de Fisher.

Les différentes courbes de survie (survie sans progression et survie globale) ont été

estimeées par la méthode de Kaplan-Meier a partir de la date de diagnostic :

- Le délai de la survie globale était calculé jusqu’a la date de déces de toute
cause. Les patientes vivantes a la derniére consultation ont été censurées a
cette date.

- Le délai de la survie sans progression était calculé jusqu’a la date de 1°¢
progression locale ou a distance ou jusqu'au décés de toute cause. Les
patientes vivantes sans progression a la dernieére consultation ont été

censurées a cette date.

La recherche de facteurs pronostiques associés a la survie (sans progression et
globale) a été réalisée en utilisant un modele de Cox univarié puis multivarié. Le
Hazard Ratio et son intervalle de confiance a 95% sont détaillés pour chaque modele.

Le seuil de significativité était fixé a 5%.
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Résultats

Cancer du sein de novo oligométastatique et de novo polymétastatique :

comparaison

Données cliniques, anatomopathologiques et biologiques au diagnostic

Les cohortes de patientes atteintes d’'un cancer du sein de novo OM et de novo PM
sont statistiquement comparables en termes d’age ou de stade T/N. De méme, les
données anatomopathologiques de la tumeur primitive sont comparables pour le sous-

type tumoral, le grade ou le Ki67.

Les patientes atteintes d’'un cancer de novo OM ont un ratio neutrophiles/lymphocytes
et des taux de LDH et CA15-3 plus faibles que les patientes atteintes d’'un cancer du
sein PM. De plus, elles présentent un nombre de sites métastatiques plus faible, avec
moins d’atteinte osseuse, pulmonaire ou ganglionnaire. Seules I'atteinte hépatique et
du systéme nerveux central sont statistiquement comparables. L'ensemble des

données sont résumées dans le Tableau 2.
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Tableau 2. Comparaison des caractéristiques au diagnostic des patientes atteintes d'un cancer du sein de novo
oligométastatique et de novo polymétastatique.

Median: 55 ans Median 58 ans
(27 - 84) (23 -83) 0392
0-1 67 (95.7) 39 (81.3) 0.028
2 3(4.3) 7 (14.6)
>2 0 2(4.2)
Inconnu 45 48
< 25 kg/m2 37 (38.5) 50 (53.8)
>25 59 (61.5) 43 (46.2) 0.042
Inconnu 19 24
1 18 (16.7) 13 (11.4)
2 35 (32.4) 40 (35.1)
3 27 (25.0) 37 (32.5)
dac 12 (11.1) 15 (13.2) 0.304
4d 16 (14.8) 9 (7.9)
Inconnu 7 3
0 39 (36.1) 35 (31.5)
21 69 (63.9) 76 (68.5) 0.479
Inconnu 7 6
RH+HER2- 76 (66.1) 69 (59.0)
RH+HER2+ 22 (19.1) 23(19.7) 0.333
RH-HER2+ 9(7.8) 18 (15.4) ’
TNBC 8(7.0) 7 (6.0)
1-2 56 (54.9) 69 (62.2)
3 46 (45.1) 42 (37.8) 0.330
Inconnu 13 6
<20 20 (34.5) 35 (37.6)
=20 38 (65.5) 58 (62.4) 0.731
Inconnu 57 24
Médian 2.1(1.0-7.6) 2.6 (0.8—-25.4) 0.003
<3 52 (78.8) 73 (64.0)
>3 14 (21.2) 41 (36.0) 0.045
Inconnu 49 3
Normal 59 (90.8) 35 (44.3)
>Normal 6(9.2) 44 (55.7) <0.001
Inconnu 50 38
Normal 49 (59.0) 46 (40.4)
>Normal 34 (41.0) 68 (59.7) 0.014
Inconnu 32 3
1 51 (44.4)
2 25 (21.7)
& 19 (16.5) NA NA
4 15 (13.0)
5 5(4.4)
1 103 (89.6) 67 (57.3)
2 12 (10.4) 23(19.7) <0.001
>2 0 27 (23.1
Os 62 (53.9) 84 (71.8) 0.006
Foie 46 (40.0) 57 (48.7) 0.189
Poumons 12 (10.4) 28 (23.9) 0.009
Ganglions 5(4.4) 26 (22.2) <0.001
Systeme nerveux central 2@ 434 0.684
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Stratégies thérapeutiques

La plupart des patientes atteintes d’'un cancer du sein de novo OM ont été traitées en
1°€ intention par traitement systémique (76/115, 66.1%). La majorité d’entre elles
étaient ensuite traitées par résection chirurgicale de la tumeur primitive (53/76, 69.7%),
le plus souvent avant toute progression locale ou a distance (41/53, 77.4%). Pour ces
patientes, le traitement systémique de 1°° ligne était majoritairement de la
chimiothérapie (54/76, 71%), dont la moitié consistait en des protocoles de
polychimiothérapie. La plupart des patientes de novo OM traitées en 1¢ intention par
chirurgie mammaire (39/115, 33.9%) ont ensuite recu un traitement systémique

« pseudo-adjuvant » (36/39, 92.3%).

La majorité des patientes de novo PM étaient également traitées en 1 intention par
traitement systémique (95/117, 81.2%), le plus souvent par chimiothérapie (60/95,
63.2%). Les deux tiers d’entre elles étaient ensuite traitées par résection chirurgicale
de la tumeur primitive (59/95, 62.1%), pour la moitié d’entre elles avant progression
locale ou a distance (46/95, 48.4%). Les patientes traitées par chirurgie mammaire
d’emblée (22/117, 18.8%) ont toutes recu un traitement systémique dans les suites,
majoritairement par hormonothérapie (15/22, 68.2%). Les stratégies thérapeutiques

pour les patientes de novo OM et PM sont décrites dans la Figure 7.
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N = 40/54 (74,1%) . N =14/21(66,7%)
Traitement local des métastases: 2 jocal Traitement local des métastases : 3
Radiothéapie mammaire avant 14

Hormonothérapie N=15/22 (68,2%)
Chimiothérapie Chimiothérapie
N = 35/95 (36,8%) 7 :
[ Traitement local des métastases : 7 ] N 60J5e (63,2%) [ M"""‘“‘Wm:ﬂ"‘mmli ] [u-mzl!m]
progression 1 =
1 1 1 1
P =
N = 38/60 (63,3%) N =22/60 (36,7%) [ N=3/7(42,9%) ] N=4/7(57,1%) ]

Traitement local des métastases: 13 Traitement local des métastases: 3

Figure 7. A : Stratégies thérapeutiques chez les patientes de novo oligométastatiques. B : Stratégies thérapeutiques chez les
patientes de novo polymétastatiques.

La comparaison des stratégies thérapeutiques montre que plus de patientes OM ont
été traitées par chirurgie premiére, méme si dans les deux cohortes le premier
traitement était majoritairement un traitement systémique. On retrouve également plus
de radiothérapie mammaire post-opératoire chez les patientes de novo OM. Dans le
sous-groupe RH+/HERZ2-, plus de patientes OM étaient traitées par chimiothérapie,
principalement par protocoles de polychimiothérapie, tandis que les patientes PM
recevaient principalement une hormonothérapie. La comparaison des stratégies

thérapeutiques est résumée dans le Tableau 3.
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Tableau 3. Comparaison des stratégies thérapeutiques chez les patientes de novo oligométastatiques et de novo
polymétastatiques.

Chirurgie mammaire 39 (33.9) 22 (18.8) 0.011
Traitement systémique 76 (66.1) 95 (81.2) )
Avant 1% progression 80 (87.9) 66 (82.5)

Aprés 1°" progression 11 (12.1) 14 (17.5) 0.387
Not applicable 24 37
MH°’m°."°.thér,ap'e. 36 (32.4) 50 (42.7)
onochimiothérapie 22 (19,8 24 (205
Polychimiothérapie (19.8) (20.5) 0.197
; . 53 (47.8) 43 (36.8)
Pas de traitement / Anti- 4 0
HER2
Hormonothérapie 30 (37.5%) 46 (66.7%)
Monochimiothérapie 19 (23.7%) 4 (5.8%) 0.001
Polychimiothérapie 31 (38.8%) 19 (27.5%)
51 (44.4) 7(9.1) <0.001
29 (25.2) 26 (22.2) 0.645

Données de survie sans progression et survie globale

Les survies médianes sans progression (SSP) et globale (SG) dans notre cohorte de

patientes de novo OM, respectivement 23.9 (2.9 — 221) et 54.9 (6.7 — 221) mois, sont

significativement plus élevées que les survies des patientes de novo PM,

respectivement de 12 (1 — 183) et 39 (1 — 208) mois. Vingt-quatre patientes de novo

OM n’ont jamais progressé/rechuté durant un suivi allant de 24 a 221 mois et 24

patientes ont une SSP > 5ans.

Survie Sans Progression

— Statut=de novo OM Statut=de novo PM

Survie Sans progression (%)

0.004

p <0.0001

0 50 100
Temps (Mois)
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- 115 26 10

"7 9 3

150

200
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Figure 8. A : Survie sans progression des patientes de novo oligométastatiques et de novo polymétastatiques. B : Survie
globale des patientes de novo oligométastatiques et de novo polymétastatiques

Tumeur primitive de novo oligométastatique : infiltrat immun

Quantification des TlLs

Linfiltration médiane par des TILs au niveau des tumeurs mammaires au diagnostic
est évaluée a 5% dans notre cohorte de novo OM. La moitié des patientes (27/54,
50%) présentent des tumeurs dépourvues de TILs classées « cold ». La majorité des
autres cas sont infiltrés par des sTILs uniguement et sont donc classés « stroma -
restricted » avec une infiltration modérée < 10% pour 17 cas (31.5%) et = 20% pour 6
cas uniquement (11.1%). Deux patientes présentent une tumeur infiltrée par des sTILs
localisés au niveau de la marge tumorale, classées « margin-restricted », évaluées a
30% pour l'une, et 10% pour la seconde. Enfin, deux tumeurs sont infiltrées par des
STILs mais également des iTILs. Ces 2 tumeurs, classées « fully inflamed »,

correspondent a un cancer LUMINAL B/HER2- et un TNBC.
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Cold (n=27)

Full-inlammed (n = 2)

Margin-restricted (n =2)

Stroma-restricted (n =23)

Figure 9. Distribution des configurations spatiales des TILs dans les tumeurs primitives de novo oligométastatiques

Nous n’avons pas observé de différences entre les tumeurs primitives et les
meétastases pour 4 patientes évaluées (Tableau 4). En effet, 2 patientes présentent
une tumeur dépourvue de TILs tant au niveau de la tumeur primitive que des
meétastases correspondantes (métastases osseuses). Les deux autres patientes sont
infiltrées par des sTILs a des taux similaires au niveau de la tumeur primitive et de

meétastases hépatiques.

Tableau 4. Configurations spatiales des TILs au niveau de la tumeur primitive et d'une métastase correspondante au
diagnostic pour 4 patientes de novo oligométastatiques.

Pourcentage de TILs Configuration spatiale Pourcentage de TILs Configuration spatiale
1 0 cold 0 cold Osseuse
2 0 cold 0 cold Osseuse
8 20 Stroma-restricted 15 Stroma-restricted Hépatique
4 10 Stroma-restricted 10 Stroma-restricted Hépatique

Pour huit patientes, nous avons analysé linfiltration immune au niveau de la tumeur
primitive résiduelle apres chimiothérapie néo-adjuvante. En comparant avec l'infiltrat
lymphocytaire au niveau des biopsies pré-thérapeutiques, nous observons que 3
patientes avec une tumeur primitive avant traitement dépourvue de TILs classée
«cold » ont acquis une infiltration stromale aprés chimiothérapie néo-adjuvante

(Tableau 5). A noter également qu'une patiente avec une infiltration par des sTILs
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évaluée a 5% au niveau de la tumeur primitive présente une tumeur résiduelle aprées

chimiothérapie classée « cold ».

Tableau 5. Configurations spatiales des TILs au niveau de la biopsie pré-thérapeutique et de la piéce opératoire
correspondante apres chimiothérapie néo-adjuvante pour 8 patientes de novo oligométastatiques.

Pourcentage de TILs Configuration spatiale Pourcentage de TILs Configuration spatiale
1 0 cold 0 cold
2 0 cold 0 cold
3 0 cold 0 cold
4 0 cold 10 Stroma-restricted
5 0 cold 5 Stroma-restricted
6 0 cold <5 Stroma-restricted
7 10 Stroma-restricted 10 Stroma-restricted
8 5 Stroma-restricted 0 cold

Immunophénotypage de l'infiltrat immun

L’immunophénotypage par IHCm a pu étre réalisé pour 31/54 des tumeurs primitives
collectées dans le cadre de cette étude. Les 23 tumeurs restantes n’ont pu étre
analysées en raison d’'un détachement du matériel tumoral secondaire aux bains
successifs pour le retrait des anticorps (« antigen retrieval »), ou d’un épuisement de
matériel tumoral. Les 31 tumeurs analysées correspondaient a 23 biopsies et 8 pieces
opératoires. L’analyse de la configuration spatiale des TILs en H&E pour ces 31
tumeurs retrouvait 15 tumeurs « cold », 14 tumeurs « stroma-restricted » (sTILs 4 a
60%), 1 tumeur « margin-restricted » (30% sTILS) et 1 tumeur « fully inflamed » (15%

iTILs et 35% sTILS).

La Figure 10 est un exemple des résultats obtenus par IHCm dans notre cohorte. I
s’agit d’'une biopsie avant traitement d’'une tumeur HER2-ENRICHED. L’analyse de la
lame H&E montrait une infiltration de type « stroma-restricted » évaluée a 25% de TILs
et on peut observer que I'ensemble des sous-types cellulaires sont détectés en IHCm

dans cette tumeur primitive.

36



Figure 10. A/B : colorations H&E et IHCm d'une coupe tissulaire de tumeur primitive de novo OM. C- H : visualisation
progressive des marqueurs pan-CK, CD4, CD8, CD20, FoxP3 et CD68 en IHCm

L’immunophénotypage de l'infiltrat immun tumoral par IHCm révele que le sous-type
immun le plus représenté correspond aux lymphocytes T CD4+ (infiltration médiane
de 8% [2 — 27%)]), suivi des macrophages CD68+ (5% [1 — 20%]) puis des lymphocytes
T CD8+ (4% [1 — 28%)]). On note tres peu de lymphocytes B CD20+ (1% [0 — 14%)]) et
de lymphocytes T régulateurs FoxP3+ (2% [0 — 6%]). Six tumeurs ne présentent
aucune infiltration par des lymphocytes B CD20+ et 5 tumeurs aucune infiltration par

des lymphocytes T régulateurs FoxP3+.

L’analyse quantitative automatisée des images multispectrales par le logiciel
inForm®Cell Analysis™ (Akoya Biosciences) de chaque phénotype cellulaire est

résumée dans Tableau 6.
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Tableau 6. Quantification des sous-types cellulaires au niveau stromal, intra-tumoral et total par IHCm chez les patientes de
novo oligométastatiques.

Stroma

Médiane 13% 7% 3% 3% 8% 4% 56%
Moyenne 15% 10% 5% 3% 8% 7% 52%
Extrémes 5-33% 1-32% 0—28% 1-8% 2-19% 0-—29% 14 - 78%
Intra-tumoral

Médiane 2% 2% 0% 1% 3% 76% 8%
Moyenne 3% 3% 1% 1% 4% 7% 11%
Extrémes 0-7% 0-18% 0-5% 0-3% 0-22% 60— 97% 0-28%

Total

Médiane 8% 4% 1% 2% 5% 45% 29%
Moyenne 9% 7% 3% 2% 6% 41% 32%
Extrémes 2-27% 1-28% 0-14% 0-6% 1-20% 8 — 69% 11 - 62%

Il est intéressant de noter que parmi les 15 tumeurs classées « cold » sur lames H&E,
linfiltration par les différents sous-types lymphocytaires en IHCm, a savoir I'addition
des lymphocytes T CD4+, CD8+, FoxP3+ et des lymphocytes B CD20+, variait de 6 a
34%, avec 10/15 tumeurs présentant une infiltration > 10%. Les taux médians et
moyens d’infiltration par les différents sous-types cellulaires en IHCm sont résumés
dans le Tableau 7. Le détail pour chague lame est disponible en Annexe 1 (Tableau
2). Ceci est illustré par la Figure 11 qui rapporte 'lHCm pour deux tumeurs classées
«cold » sur lames H&E, l'une d’entre elles se révélant infiltrée par de nombreux

lymphocytes en IHCm.

Tableau 7. Quantification des sous-types cellulaires au niveau total (stromal + intra-tumoral) par IHCm chez 15 patientes
classées "cold" sur lames H&E.

Tumeur + Stroma
Médiane[extrémes] | 8% [2-18%)] | 4% [1-10%)] 1% [0-11%)] 1% [0-5%)] 5% [1-13%)] 49% [8-68%)] 33%[14-62%)
Moyenne 8% 4% 2% 2% 6% 43% 35%

Figure 11. IHCm de deux tumeurs classées "cold" sur lames H&E. A : tumeur non infiltrée en IHCm. B : tumeur infiltrée par
de nombreuses cellules immunes en IHCm.
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De méme, parmi les 14 tumeurs classées « stroma-restricted » en H&E, sans infiltrat
intra-tumoral retrouvé par 'anatomopathologiste, I'lIHCm révéle une infiltration intra-
tumorale par les différents sous-types lymphocytaires variant de 0 a 21%, dont 5/14
tumeurs avec un infiltrat > 10%. Les taux médians et moyens d’infiltration intra-
tumorale par les différents sous-types cellulaires en IHCm sont résumés dans le
Tableau 8. Le détail pour chaque lame est disponible en Annexe 1 (Tableau 3). Ceci
est illustré par la Figure 12 qui rapporte les coupes aprés coloration par H&E et IHCm
d’'une tumeur classée « stroma-restricted » sur lame H&E, montrant un infiltrat intra-

tumoral par des lymphocytes T CD8+.

Tableau 8. Quantification des sous-types cellulaires au niveau intra-tumoral par IHCm chez 14 patientes classées "stroma-
restricted" sur lames H&E.

Tumeur
Médiane[extrémes] | 2% [0-7%] 4% [0-18%] 0% [0-1%)] 1% [0-2%)] 3% [1-22%] 74%[61-94%)] | 13%[2-25%)]
Moyenne 3% 5% 0% 1% 5% 75% 12%
. o -5\ A

Figure 12. Meilleure visualisation des lymphocytes T CD8+ (jaune) intra-tumoraux en IHCm (B) qu’en coloration H&E (A)
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Cancer du sein de novo oligométastatique : facteurs pronostigues

Facteurs cliniques, anatomopathologiques et biologiques

Nous avons évalué la survie des patientes de novo OM en fonction des parameétres

cliniques, anatomopathologiques et biologiques (Tableau 9). L’élévation du marqueur

tumoral CA 15-3 au diagnostic est associé a une moins bonne SSP sans avoir d'impact

sur la SG. De méme, un grade histopronostiqgue SBR 3 est associé a une moins bonne

SG, sans impact sur la SSP. L’ensemble des autres paramétres, notamment

I'extension de la maladie métastatique (nombre de lésions, nombre de sites atteints et

organes atteints) n’ont pas d’'impact sur la survie des patientes dans notre cohorte.

Tableau 9. Impact pronostic des caractéristiques cliniques, anatomopathologiques et biologiques au diagnostic sur la survie
sans progression et la survie globale chez les patientes de novo oligométastatiques.

Continuum (+1an)

1.00 (0.99 — 1.02)

1.01 (0.99 — 1.02)

<35ans (n = 11) 0.89 (0.47-1.66) | 0.718 0.93 (0.50 - 1.75) 0.842
>25 (n = 59) 1.06 (0.69-1.61) | 0.775 0.95 (0.62 — 1.45) 0.834
T1 (n=18) 1 1
T2 (n=35) 0.90 (0.47-1.74) 1.26 (0.63-2.53)
T3 (n=27) 1.17 (0.60-2.31) 0.928 1.17 (0.56-2.45) 0.975
Tda-c (n = 12) 1.02 (0.44-2.35) 1.26 (0.53-3.00)
T4d (n = 16) 1.12 (0.53-2.39) 1.21 (0.53-2.74)
NO (n = 39) 1 1
> N1 (n = 69) 1.00(0.91-1.10) | 9961 1.17 (0.70 — 1.94) 0432
RH+HER2- (n = 76) 1 1
RH+HER2+(n = 22) 0.70 (0.38-1.27) 0.228 0.57 (0.30-1.10) 0179
RH-HER2+ (n = 9) 0.95 (0.41-2.19) : 0.83 (0.35-1.93) :
TNBC (n = 8) 1.85 (0.84-4.05) 1.67 (0.72-3.89)
1.30 (0.97-1.75) | 0.184 1.67 (1.43 — 1.95) 0.010
>2.1 (n = 31) 0.78 (0.46 — 1.32) | 0.339 0.76 (0.48 — 1.19) 0.275
>3 (n = 14) 1.04 (0.58-1.86) | 0.882 0.88 (0.47 — 1.51) 0.578
1.32(0.70-2.49) | 0.382 1.66 (0.87 — 3.14) 0.118
1.72 (1.06 -2.79) | 0.038 1.12 (0.68 — 1.82) 0.646
1.09 (0.36-3.30) | 0.690 1.41 (0.23 — 4.41) 0.123
1 (n=51) 1 1
2 (n = 25) 1.41 (0.82-2.42) 1.63 (0.90-2.95)
3(n=19) 1.49 (0.83-2.70) 0.323 0.95 (0.51-1.76) 0.376
4(n=15) 1.84 (0.97-3.48) 1.51 (0.77-2.97)
5(n=5) 0.93 (0.29-3.03) 0.93 (0.28-3.06)
0.79 (0.43 - 1.40) | 0.461 0.89 (0.49 — 1.64) 0.729
Os (n = 62) 0.72 (0.49 - 1.04) | 0.086 0.85 (0.59 — 1.23) 0.401
Foie (n = 46) 1.17 (0.80-1.71 | 0.400 1,00 (0.68 — 1.45) 0.999
Autres (n = 19) 1.03(0.61-1.72) | 0.907 0.93 (0.56 — 1.54) 0.784
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Figure 13. A : Survie globale en fonction du grade histopronostique SBR de la tumeur primitive de novo oligométastatique. B :
Survie sans progression en fonction du taux de CA 15-3 au diagnostic chez les patientes de novo oligométastatiques
Impact de la prise en charge thérapeutique

Notre analyse démontre que la stratégie thérapeutique utilisée influence le pronostic
des patientes de novo OM (Tableau 10). En effet, le traitement chirurgical de la tumeur
primitive, la radiothérapie mammaire post-opératoire et [l'utilisation d’une
polychimiothérapie (avant ou aprés chirurgie, y compris dans le sous-groupe des

patientes RH+ pouvant bénéficier d’hormonothérapie), améliorent la SSP. En
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revanche, la séquence des traitements (prise en charge thérapeutique initiale par un
traitement systémique versus chirurgie mammaire) n’est pas associée au devenir
clinique des patientes. A noter que seule la polychimiothérapie, généralement utilisée
dans le cadre de protocoles de chimiothérapie néo-adjuvante ou adjuvante, améliore
la SG des patientes de novo OM. Enfin, le traitement local des métastases n’influence

pas le pronostic dans notre étude.

Tableau 10. Impact pronostic de la stratégie thérapeutique sur la survie sans progression et la survie globale chez les patientes
de novo oligométastatiques.

Chirurgie (n = 39) 1 1
Traitement systémique (n = 76) 1.00 (0.68 — 1.48) 0.969 1.00 (0.68 — 1.49) 0.969
Avant 1ere progression (n = 79) 0.47 (0.31-0.71) <0.001 0.89 (0.6 —1.32) 0.575
Aprés 1ére progression (n = 12) NA NA 0.56 (0.28 — 1.13) 0.111
Hormonothérapie (n = 36) 1 1
Monochimiothérapie (n = 21) 1.30 (0.74 — 2.24) 0.002 0.97 (0.56 — 1.67) 0.007
Polychimiothérapie (n = 54) 0.49 (0.32 - 0.77) 0.54 (0.35 - 0.85)
Hormonothérapie (n = 35) 1 1
Monochimiothérapie (n = 28) 1.21 (0.64 — 2.04) <0.001 0.84 (0.49 — 1.57) 0.005
Polychimiothérapie (n = 35 0.41 (0.31-0.78) 0.49 (0.35 - 0.89)
0.51(0.34 - 0.76) <0.001 0.78 (0.53 - 1.14) 0.208
0.71 (0.46 — 1.10) 0.129 1.08 (0.70 — 1.67) 0.703
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Figure 14. A : Impact de la chirurgie mammaire avant 18" progression locale ou a distance sur la survie sans progression.

B/C : Survie sans progression/globale en fonction du type de 1¢" traitement systémique. D/E : Survie sans

progression/globale en fonction du type de 1¢" traitement systémique chez les patientes RH+. F : Impact de la radiothérapie

mammaire post-opératoire sur la survie sans progression
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Impact de l'infiltrat immun des tumeurs primitives

Nous avons étudié I'impact sur la survie des TILs évalués sur colorations standards
H&E au niveau de la tumeur primitive de novo OM. Apres retrait des 2 tumeurs « fully
inflamed » et des 2 tumeurs « margin-restricted » en raison d’'un trop petit nombre
d’événements, la configuration spatiale de [linfiltrat immun « stroma-restricted »
n’apparait pas pronostique de la SSP (HR 0.65, p = 0.130) ou de la SG (HR 0.86, p =
0.820) par rapport a une configuration « cold » (Figure 12). La présence de TILs au
niveau de la tumeur primitive de novo OM n’influence pas non plus la survie des
patientes dans notre cohorte. Un taux >5% de TILs, correspondant au taux médian
chez les patientes dans notre cohorte, n’a pas de valeur pronostique sur la SSP (HR
0.73, p =0.289) ou la SG (HR 0.74, p = 0.306). De méme, un taux > 10% n’influence
pas la SSP (HR 0.63, p = 0.241) ou la SG (HR 0.79, p = 0.529) dans notre étude. En
revanche, chaque 10% supplémentaires de lymphocytes infiltrant la tumeur est
associé a une meilleure SSP (HR 0.10, p = 0.043), sans impact statistiquement

significatif sur la SG (HR 0.10, p = 0.115).
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SG et presence de TILs
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Figure 15. A/B : Impact de la configuration spatiale des TILs au niveau de la tumeur primitive de novo OM sur la SSP/SG.
B/C : Impact de la présence de TILs au niveau de la tumeur primitive de novo OM sur la SSP/SG. D/E : Impact de la présence

de TILs a un taux supérieur a la médiane au niveau de la tumeur primitive de novo OM sur la SSP/SG
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Nous avons ensuite évalué l'impact pronostic de la composition de [linfiltrat
immunitaire retrouvé en IHCm dans notre cohorte de patientes de novo OM (Tableau
11). Les taux de lymphocytes T CD4+ et de macrophages CD68+ n’influencent pas la
SSP ou la SG dans notre cohorte. En revanche, un taux croissant de lymphocytes T
CD8+ est en faveur de meilleures SSP et SG. Ainsi, une infiltration supérieure au taux
médian de 4% est fortement associée a une meilleure SG, sans impact statistiguement
significatif sur la SSP. Cet impact pronostic favorable est également retrouvé pour les
iCD8 et les sCD8. La présence de lymphocytes B CD20+ totaux (tCD20) ne semble
pas influencer le pronostic dans notre cohorte mais de maniére intéressante, la
présence de lymphocytes B iCD20+ est quant a elle fortement associée a une moins
bonne SSP, sans impact sur la SG alors que la présence de lymphocytes B sCD20+
n’influence pas le devenir. Enfin, la présence de lymphocytes T régulateurs tFoxP3+
ameéliore la SG sans influencer la SSP. Nos analyses suggérent que c’est le taux de
lymphocytes T régulateurs sFoxP3+ au niveau stromal qui influence la SG et méme la
SSP alors que la présence et le taux de iFoxP3 au niveau intra-tumoral n’a pas

d’'impact sur le devenir des patientes.

Tableau 11. Impact pronostic sur la survie sans progression et la survie globale des différents sous-types immuns détectés
en IHCm sur tumeur primitive de patientes de novo oligométastatiques.

SSP SG SSP SG SSP SG
Taux (+1%) HR 1.02 HR 1 HR 1.15 HR 0.97 HR 1.02 HR 0.99
CD4 p =0.457 p =0.807 p=0.128 p=0.761 p=0.471 p =0.964
A, HR 0.54 HR 0.50 HR 1.45 HR 0.95 HR 0.84 HR 0.64
p=0.129 p=0.07 p=0.345 p = 0.899 p=0.653 p=0.234
Taux (+19%) HR 0.92 HR 0.93 HR 0.90 HR 0.88 HR 0.91 HR 0.91
cD8 p = 0.006 p=0.013 p =0.046 p =0.041 p=0.017 p=0.018
Taux > médiane HR 0.53 HR 0.48 HR 0.56 HR 0.35 HR 0.50 HR 0.34
p=0.108 p=0.071 p=0.142 p = 0.009 p = 0.091 p = 0.009
Taux (+1.%) HR 0.81 HR 0.80 HR 1.02 HR 0.78 HR 0.81 HR0.78
=oE p=0.034 p=0.019 p=0913 p=0.357 p=0.073 p=0.036
Taux > médiane HR 0.64 HR 0.60 HR 1.32 HR 1.01 HR 0.66 HR 0.44
p=0.272 p=0.198 p=0.548 p=0.978 p=0.293 p=0.038
Taux (+1%) HR 0.95 HR 0.94 HR 2.14 HR 1.16 HR 0.92 HR 0.89
D20 p = 0.207 p=0.116 p = 0.001 p =0.392 p =0.249 p = 0.097
Taux > médiane HR 0.75 HR 0.55 HR 11.13 HR 2.36 HR 0.92 HR 0.89
p =0.465 p=0.135 p =0.001 p=0.188 p=0.249 p =0.097
Taux (+1 %) HR 1.01 HR 1.02 HR 1.05 HR 1.04 HR 1.07 HR 1.04
CD68 p =0.694 p = 0.640 p=0.196 p=0.293 p=0.185 p=0.425
Tawne s méclkne HR 0.95 HR 1.04 HR 1.25 HR 1.12 HR 1.76 HR 1.40
p = 0.909 p = 0.901 p=0.538 p = 0.750 P=0.128 p = 0.360
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Facteurs pronostiques en analyse multivariée

Les données d'IHCm n’ont pu étre incluses dans I'analyse multivariée en raison d’'un
nombre d'événements trop faible (IHCm chez 31/115 patientes). Le grade
histopronostique SBR 3 reste associé a une moins bonne SSP et une moins bonne
SG. La chirurgie mammaire avant 1 progression reste également significativement
associée a une meilleure SSP mais pas a la SG. L'utilisation de polychimiothérapie
ameéliore la SSP et s’approche de la significativité statistique pour la SG. Le CA 15-3
et la radiothérapie mammaire post-opératoire n’ont pas d’'impact pronostic sur la SSP

ou la SG en analyse multivariée. Les résultats sont résumés dans le Tableau 12.

Tableau 12. Analyse multivariée des facteurs pronostiques pour le cancer du sein de novo oligométastatique.

HR (95% IC) P value HR (95% IC) P value

Grade histopronostique SBR > 2 2.49 (2.05-3.03) 0.002 2.58 (2.18 - 3.06) <0.001
CA 15-3 > Normal 1.23 (0.58 — 2.58) 0.458 0.90 (0.17 — 4.55) 0.724
Chirurgie mammaire avant 1ére progression 0.41 (0.30 — 0.54) 0.014 1.07 (0.72 - 1.60) 0.839
Utilisation de polychimiothérapie 0.44 (0.34 — 0.56) 0.012 0.57 (0.31-1.02) 0.056
Radiothérapie mammaire post-opératoire 0.92 (0.56 -1.52) 0.799 1.03 (0.80 - 1.32) 0.899

De facon intéressante, linfiltration par des lymphocytes T CD8+ > 4% (infiltration
médiane) reste significativement associée a une meilleure SG (HR 0.33, p =0.002) en
analyse multivariée incluant le grade, la chirurgie mammaire avant 1¢® progression et

I'utilisation de polychimiothérapie.
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Figure 16. A/B : SSP/SG en fonction du taux de lymphocytes T CD8+ totaux (stroma + intra-tumoral) en IHCm dans la tumeur

primitive de novo oligométastatique
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Discussion

Ce travail est une des premiéres études s’intéressant spécifiquement a linfiltration
immune tumorale dans le cancer du sein de novo OM. L’inclusion de patientes non
sélectionnées pour un traitement permet de décrire de fagon objective les
caractéristiques au diagnostic mais également la prise en charge thérapeutique et les

données de survie de ces patientes dans deux centres spécialisés.

Cancer du sein de novo oligométastatique : une entité a part entiére ?

L’age médian au diagnostic de 55 ans pour les patientes de novo OM et 58 ans pour
les patientes de novo PM contraste avec I'age médian pour le cancer du sein tous
stades confondus, rapporté a 63 ans en France (59). Ceci pourrait s’expliquer par un
« effet centre », les patientes plus jeunes et d’emblée métastatiques étant volontiers

adressées aux centres de référence pour le traitement du cancer du sein.

Il est démontré que plus la taille tumorale et/ou I'envahissement ganglionnaire au
diagnostic sont importants plus le risque d’atteinte métastatique est élevé (60). Nous
notons cependant un nombre non négligeable de patientes avec une tumeur de petite
taille (cT1 = 12.2%) et/ou sans envahissement ganglionnaire (cNO = 33.9%). De plus,
le grade histopronostique est faible/intermédiaire chez la moitié des patientes,
contrastant avec l'agressivité attendue d’'une tumeur diagnostiquée d’emblée a un
stade métastatique. Le stade T/N peu avancé et le grade histopronostique
faible/intermédiaire sont interpellant et remettent en cause I'hypothése d’un processus
métastatique lié a I'extension a distance d’'une maladie localement avancée. Ceci est
en faveur, au moins pour certains cancers du sein de novo métastatiques, d’'une

maladie d’emblée systémique en accord avec la théorie systémique de Fisher (61).

Pres de la moitié des patientes de novo OM ont une lésion unique et la grande majorité

n‘'ont qu'un site métastatique atteint, témoignant d’'une véritable limitation de la
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dissémination métastatique. De facon attendue, le squelette osseux est le plus
frequemment touché (62/115, 53.9%) (62). En revanche, on observe un taux important
d’atteinte hépatique dans nos deux cohortes, supérieur aux 30% habituellement
rapportés et un taux moins important d’atteinte pulmonaire, habituellement le 2¢™¢ site
métastatique aux alentours de 35% dans la littérature. Ceci pourrait correspondre a un
tropisme patrticulier pour le foie de la maladie de novo métastatique, qui contrasterait
avec celui des récidives métastatiques représentant la majorité des cas de cancers du

sein métastatiques.

L’analyse des caractéristiques au diagnostic de nos deux cohortes montre que celles-
ci sont comparables pour les criteres cliniques et anatomopathologiques. En revanche,
elles semblent se distinguer par leurs criteres biologiques, notamment le reflet de la
charge tumorale par les taux de LDH et de CA 15-3, plus souvent élevés chez les
patientes PM. Un taux élevé chez une patiente étiqguetée OM pourrait donc refléter une

maladie PM non identifiée par les limites des examens d’'imagerie actuels.

Notre travail révele I'nétérogénéité de prise en charge thérapeutique des patientes
atteintes d’'un cancer du sein de novo OM. En effet, différentes stratégies
thérapeutiques ont été proposées, allant de la prise en charge par hormonothérapie
palliative seule (9/115, 7.8%) a un traitement multimodal intégrant polychimiothérapie,
chirurgie de primitif et traitement local des métastases avant 1 progression (15/115,
13%). Ceci reflete bien la difficulté de prise en charge de cette présentation

particuliére, sans recommandations précises.

Enfin, notre analyse de survie met en évidence le pronostic favorable des patientes de
novo OM. En effet, nous observons une SSP médiane de 23.9 mois, proche des 24.8
mois observés dans I'essai clinique PALOMA-2 chez les patientes RH+/HER2- traitées

par palbociclib et letrozole en 1¢ ligne, représentant la meilleure SSP rapportée, alors
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gu’aucune de nos patientes n’a bénéficié de ce « nouveau » traitement (63). De méme,
la SG médiane de 50.4 mois est nettement supérieure a ce qui est rapporté dans la
littérature pour 'ensemble des patientes métastatiques, rapportée par exemple a 37.2
mois dans I'étude prospective observationnelle francaise ESME-MBC, incluant
'ensemble des patientes diagnostiquées pour un cancer du sein métastatique entre
2008 et 2014 (64). Toutefois, I'analyse des extrémes (SSP: 1 — 221 mois; SG: 2 -
221 mois) met en évidence une évolution variable des patientes de novo OM, certaines
progressant rapidement (24/115 progressant dans la 1°® année) tandis que d’autres
présentent une maladie plus indolente (24/115 n’ayant jamais progressé durant un
suivi de 24 & 221 mois). L’évolution variable de ces patientes et 'hétérogénéité des
attitudes thérapeutiques soulignent l'intérét d’identifier des facteurs pronostiques qui
permettraient de mieux distinguer les patientes présentant une maladie OM vraie d’'une
maladie en cours de dissémination PM et ainsi proposer une prise en charge plus

personnalisée.

L’identification de facteurs pronostiques est un élément essentiel permettant de guider
la prise en charge thérapeutique des patientes atteintes de cancer du sein, que ce soit
au stade localisé ou métastatique. Les données de la littérature démontrent cependant
gue certains facteurs associés a la survie dans le cancer du sein localisé ne sont plus
relevant au stade métastatique (Tableau 1) (65,66). Le cancer du sein de novo OM
représente une situation intermédiaire, il est donc important de rechercher les facteurs
pronostiques spécifiques a celle-ci. Notre cohorte, bien que rétrospective, a I'avantage
de représenter les patientes de la pratique courante, non sélectionnées pour un

traitement.

Notre travail démontre que les facteurs pronostiques validés pour le cancer localisé

tels que 'age, le stade T/N ou le sous-type n’influencent pas la survie des patientes
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de novo OM. L’extension métastatique, représentée par le nombre de Iésions et de
sites métastatiques atteints, que I'on pouvait penser déterminante, n’apparait pas non
plus associée au devenir de ces patientes. L’atteinte hépatique par exemple, fortement
représentée dans notre cohorte et habituellement de pronostic péjoratif, n’influence
pas la survie des patientes de novo OM. De méme, les taux de LDH et de CA 15-3 ne
sont pas associés au pronostic dans notre étude, indiquant que la charge tumorale
n'est pas un bon reflet du devenir de cette maladie particuliére. Ainsi, parmi les
données disponibles en routine au diagnostic, seul le grade histopronostique SBR 3
est associé a une moins bonne SSP et SG en analyse multivariée, ce qui laisse penser
gue le devenir des patientes de novo OM est lié a I'agressivité de la maladie plus qu’a

I'extension métastatique en soi.

L’analyse de I'impact pronostic de la stratégie thérapeutique est particulierement
intéressant et met en évidence un réel bénéfice a une prise en charge « agressive ».
En effet, une chirurgie de la tumeur primitive et 'administration de polychimiothérapies
améliorent la SSP de ces patientes. L’absence de bénéfice en SG pour la
polychimiothérapie (proche de la significativité statistique, p = 0.056) pourrait
s’expliquer par le manque de puissance de notre cohorte, les données manquantes
réduisant I'effectif a 72 patientes pour I'analyse multivariée. Ces résultats représentent
néanmoins un argument supplémentaire pour une prise en charge multimodale
« agressive » chez les patientes de novo OM en état de le tolérer, option proposee

dans les derniéres recommandations de TESMO (35).

L’ensemble de nos données indique que le cancer du sein de novo OM représente
vraisemblablement une entité a part entiere avec des facteurs pronostiques propres.
Comme précédemment évoqué, deux hypothéses pourraient expliquer la présentation

et I'évolution particulieres de cette maladie : un défaut d’acquisition d’'une des étapes
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de la cascade métastatique et/ou un certain contr6le de la dissémination par le
systeme immunitaire. Nous avons exploré cette derniere par I'analyse de [linfiltrat
immun des tumeurs primitives de novo OM, qui pourrait potentiellement ouvrir la porte

a des traitements déja disponibles, tels que les inhibiteurs de point de contrdle.

Infiltrat immunitaire dans le cancer du sein de novo oligométastatique : un acteur

clé ?

Ces dernieres années ont été le ttmoin de nombreux efforts visant a déterminer le réle
pronostic et prédictif de I'infiltrat lymphocytaire dans le cancer du sein. |l en ressort que
la présence de TILs est associée a un taux plus élevé de réponse pathologique
complete aprés chimiothérapie néo-adjuvante pour tous les sous-types et a une
meilleure survie pour les sous-types HER2+ et TNBC aux stades localisé et

métastatique (67).

Dans notre cohorte, la moitié des tumeurs primitives de novo OM sont dénuées de
TILs et lorsque présents, ceux-ci se limitent principalement au stroma. La configuration
spatiale de cet infiltrat immun ou la présence de TILs sur lames H&E n’ont pas
démontré d’'impact sur la survie (excepté un bénéfice en SSP par incrément de 10%
de TILs). Ces résultats sont a nuancer par le faible effectif de patientes pour lesquelles
du matériel tumoral était disponible (54/115) et par le fait que la majorité correspondait
a une tumeur LUMINALE (38/54), pour lesquelles la valeur pronostique des TILs est
encore controversée(68). Une autre hypothese pouvant expliquer I'absence de
bénéfice en survie en présence de TILs correspond a la possibilité d’infiltration par des
cellules immmunosuppressives. En effet, les TILs peuvent avoir une activité pro- ou anti-
tumorale, leur étude sur lames H&E ne permettant pas de les distinguer. Afin d’explorer
cette hypothése, nous avons donc réalisé un phénotypage des cellules immunitaires

par IHCm.
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L’IHCm est une technique particulierement intéressante pour la caractérisation des
TILs, avec de nombreux avantages par rapport aux techniques plus classiques d’étude
des protéines in situ. Premieérement, elle permet le maintien de 'architecture tissulaire,
permettant I'analyse des interactions cellulaires. De plus, elle permet une économie
de matériel tumoral par rapport a I''lHC monoplex nécessitant la réalisation de coupes
successives pour chaque marqueur. L’utilisation de fluorophores permet d’augmenter
le nombre de marquages et de visualiser d’éventuelles co-expressions, rapidement
limités avec les chromogenes qui posent le probléeme de chevauchement rendant la
lecture de la lame difficile. Enfin, le Tyramide permet de détecter des signaux faibles
grace a une importante amplification du signal et d’'empécher leur dégradation au fur
et a mesure des lavages successifs. Malgré les quelques difficultés techniques
(décollement des tissus lors des bains successifs), notre travail démontre qu’il s’agit
d’'une technique réalisable sur échantillons FFPE de tumeur mammaire, méme

anciens (2000 a 2016).

L’IHCm montre que les tumeurs primitives de novo OM peuvent étre infiltrées par
'ensemble des sous-types lymphocytaires de méme que par de nombreux
macrophages (CD68+), témoignant d’interactions complexes entre les différents
acteurs du systeme immunitaire inné et adaptatif, les cellules tumorales et le micro-
environnement tumoral comme illustré par la Figure 10 . Nos résultats suggérent
également que I'lHCm est plus sensible que I'ceil de I'anatomopathologiste pour la
détection des TILs, ce qui pourrait modifier la classification de certaines tumeurs par

rapport a I'étude sur lames H&E.

L’analyse de I'impact pronostic de la composition de linfiltrat immun révéle que la
présence de lymphocytes T CD8+ et/ou T régulateurs FoxP3+ est associée a une

meilleure survie. Alors que les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sont classiquement
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associés a un meilleur devenir dans le cancer du sein (69), le role des lymphocytes T
régulateurs FoxP3+, habituellement considérés comme immunosuppresseurs, est
plus controversé (70). L’association a un meilleur devenir en présence de lymphocytes
T régulateurs FoxP3+ pourrait s’expliquer par une corrélation a linfiltration par les
lymphocytes T CD8+, comme décrit dans certaines études (71,72). De plus, certains
travaux récents suggérent que les lymphocytes T régulateurs FoxP3+ forment un
groupe hétérogene de cellules a la fois immunosuppressives et anti-tumorales, avec
une activité anti-tumorale notamment par expression d’Interferon gamma et
d’Interleukin-17 (73). Comme pour les lymphocytes T régulateurs FoxP3+, l'infiltration
par les lymphocytes B CD20+ dans le cancer du sein est associée a un devenir
variable selon les études, avec une possible activité anti-tumorale par sécrétion
d’anticorps et d’Interleukins et une possible activité immunosuppressive par
inactivation des lymphocytes voisins par la voie du PD-1/PD-L1 (74). Dans notre étude,
la présence de lymphocytes B CD20+ est un évenement rare et associé a une moins
bonne SSP. Enfin, nous n’avons pas mis en évidence d’impact sur la survie pour les
macrophages CD68+, un résultat qui pourrait s’expliquer par le fait que les
macrophages associés aux tumeurs peuvent avoir a la fois une activité pro et anti-
tumorale selon leur différenciation M1/M2 (75). De maniéere intéressante, l'infiltration
par les lymphocytes T CD8+ reste significativement associée a une meilleure SG en
analyse multivariée incluant le grade et les traitements malgré un effectif réduit. Bien
gu’exploratoires, ces données soulignent le rble potentiel du systeme immunitaire dans
la présentation et le devenir de cette maladie et motive la poursuite des investigations

en ce sens.
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Conclusion et perspectives

Le cancer du sein de novo OM, malgré une incidence rare, représente une entité
importante parmi les cancers du sein métastatique de par la possibilité d’obtention
d’'une rémission prolongée. Toutefois, la physiopathologie de cette présentation reste
mal connue et des études dédiées sont nécessaires afin d’espérer mieux guider la

prise en charge thérapeutique a 'avenir.

Notre travail permet de souligner que ces patientes représentent une entité particuliere
de cancer du sein, au pronostic plus favorable, avec une maladie plus indolente chez
un nombre non négligeable de patientes. Bien que limitée par certains biais, tels que
le caractere rétrospectif et hétérogéne de la population ou encore I'absence de cas
contrbles pour les analyses de I'environnement immunitaire, ce travail présente
'avantage d’étudier une cohorte non sélectionnée représentant des patientes de novo
OM de la pratique courante. Malgré un effectif limité, certains facteurs associés au
pronostic ont été mis en évidence, tels que le grade histopronostique SBR ou encore
les traitements proposés. Cette étude suggere qu’un traitement multimodal agressif
est a envisager au moins chez certaines patientes, comme proposé par les dernieres

recommandations de 'TESMO (35).

Notre travail révele le réle potentiel de la composition de l'infiltrat immun dans les
tumeurs primitives de novo OM. Bien qu’exploratoire, I'impact sur la survie des
lymphocytes T  cytotoxiques CD8+ pourrait représenter un  critere
anatomopathologique facilement évaluable en routine et reste a explorer. Enfin, ''lHCm
pourrait étre utilisée et optimisée afin d’approfondir le réle du systéme immunitaire
dans le cancer du sein de novo OM, notamment par une adaptation des cibles

recherchées.
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Annexe 1. Tableaux et Figures

Tableau 1. Etudes ayant identifié des facteurs pronostiques pour le cancer du sein de novo
oligométastatique selon la définition de TESMO

1 -5 |ésions extra-craniennes
Dans 1 — 3 sites

SBRT hypofractionnée
des métastases

OS médiane :

-métastases osseuses exclusives : non atteinte

(2.9 - 16.8 ans)

-exclusion des métastases osseuses : 3.2 ans

(0.5-17.9)
OSab5ans:

-métastases osseuses exclusives : 83%

-exclusion des mét:

osseuses : 31%

Atteinte uniquement
osseuse (SG)

37

1 - 5 lésions hépatiques 8/44 Radiofréquence OS médiane 84.5 mois (45.4 — 166.2) Taille des lésions (38
(27 ptes avec atteinte extra- hépatique métastatiques > 2.5cm )
hépatique rapportée, nombre +/- chir primitif (43/52) (SG aprés radiofréquence)

de |ésions non connu) +/- chimio (40/52)
+/- HT (10/52)

1 - 5 |ésions extra-craniennes 20/59 Ablation thermique | OS a2 ans:95.5% TNBC (40
percutanée des | DFS: (survie sans maladie) )
métastases -médiane 14.2 mois Taille tumorale des
Traitement  systémique | -2 ans: 30.4% métastases > 4cm
(chimio ou HT) 79/79 (survie sans maladie)

1 & 3 |ésions pulmonaires Non précisé | Chirurgie pulmonaire OS lésion unique : Chirurgie RO (SG) (39
407 +/- chirurgie primitif -Médiane 41 mois )
patientes +/- TTT néo-adjuvant / | -5ans:44%
au total adjuvant OS2 -3 lésions :

+/- TTT  systémique | -Médiane 33 mois
palliatif -5 ans : 25%

Tableau 2. Quantification des sous-types cellulaires au niveau total (stromal + intra-tumoral) par IHCm

chez 15 patientes de novo oligométastatiques classées "cold" sur lames H&E

11% 6% 4% 2% 5% 59% 14%
4% 4% 1% 0% 6% 68% 18%
8% 2% 1% 3% 13% 53% 19%
5% 5% 1% 1% 5% 57% 27%
9% 6% 2% 2% 4% 50% 27%
7% 2% 0% 1% 6% 57% 28%
2% 3% 0% 1% 5% 59% 29%

17% 10% 4% 3% 4% 30% 33%
3% 1% 7% 0% 6% 49% 33%

11% 1% 2% 3% 4% 46% 34%
3% 2% 0% 1% 8% 47% 39%
8% 5% 2% 3% 13% 21% 48%
5% 1% 0% 1% 3% 38% 52%
18% 5% 0% 5% 8% 8% 56%
11% 4% 11% 1% 1% 9% 62%

Tableau 3. Quantification des sous-types cellulaires au niveau intra-tumoral par IHCm chez 14
patientes de novo oligométastatiques classées "stroma-restricted" sur lames H&E

2% 6% 1% 1% 22% 65% 4%
1% 18% 1% 1% 3% 74% 2%
2% 4% 0% 1% 7% 63% 23%
% 3% 1% 1% 10% 71% 8%
0% 0% 0% 0% 1% 91% 7%
3% 9% 0% 1% 4% 2% 12%
1% 1% 0% 0% 1% 94% 3%
4% 4% 0% 0% 6% 73% 13%
1% 1% 0% 1% 1% 81% 14%
5% 2% 1% 0% 2% 76% 14%
2% 1% 0% 1% 5% 7% 14%
2% 12% 0% 2% 7% 70% 6%
4% 8% 1% 0% 2% 61% 25%
2% 1% 0% 1% 2% 76% 17%
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Figure 1. Réle pro- et anti-tumoral des cellules du systéme immunitaire inné et adaptatif (extrait de

Allard B. et al. Immuno-oncology-101: overview of major concepts and translational perspectives.

Semin Cancer Biol. 2018 Oct)
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Figure 2. Diagramme de flux pour la cohorte de novo oligométastatique

1435 patientes évaluées pour éligibilité

Diagnostic de cancer du sein entre 2000 et 2016

Diagnostic de métastase < 6 mois aprés le diagnostic de cancer

du sein

/ 1320 patientes exclues (non respect des critéres d’inclusion)

*  Cancer du sein histologiquement prouvé diagnostiqué entre janvier
2000 et décembre 2016

* <5 métastases viscérales et/ou osseuses et/ou ganglionnaires
(excepté adénopathies axillaires et/ou sus-claviculaires
homolatérales)

+ Diagnostic de métastase < 3 mois apres le diagnostic de cancer du
sein

*  Traitement jusqu'a 1ére progression au Centre Oscar Lambret ou
I'Institut Jules Bordet

* Age>18ans
kPas d’antécédent de cancer, excepté carcinome baso-cellulaire /

115 patientes de novo oligométastatiques incluses

Centre Oscar Lambret : 56 patientes

Institut Jules Bordet : 59 patientes

54 échantillons de tumeur primitive collectés (tumorothéque)
(biopsie ou piéce opératoire avant traitement systémique)
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Figure 3. Diagramme de flux pour la cohorte de novo polymétastatique

518 patientes évaluées pour éligibilité
=  Diagnostic de cancer du sein entre 2000 et 2016

* Diagnostic de métastase < 6 mois aprés le diagnostic de cancer

du sein

4

/.

401 patientes exclues (non respect des critéres d’inclusion) \
Cancer du sein histologiquement prouvé diagnostiqué entre janvier
2000 et décembre 2016

> 5 métastases viscérales et/ou osseuses et/ou ganglionnaires
(excepté adénopathies axillaires et/ou sus-claviculaires
homolatérales)

Diagnostic de métastase < 3 mois apres le diagnostic de cancer du
sein

Traitement jusqu'a 1&re progression au Centre Oscar Lambret ou
I"Institut Jules Bordet

Age > 18 ans

Pas d'antécédent de cancer, excepté carcinome baso-cellulaire /

117 patientes de novo polymétastatiques incluses
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Annexe 2 : Mise au point de la technique d’'Immunohistochimie

multiplex multispectrale

L’interprétation d’'une lame d’immunohistochimie multiplex multispectrale nécessite dans un premier
temps la mise au point d’'une librairie spectrale qui permettra I'identification précise en fonction de son
spectre d’émission de chaque fluorophore lors de I'étape d’«unmixing». Cette mise au point a été
réalisée sur un tissu d’amygdale, ce dernier étant un organe lymphoide particulierement infiltré par tous
les types de lymphocytes. Chaque fluorophore de notre kit Opal 7 Solid Tumor Immunology Kit (Akoya
Biosciences) a ainsi été détecté aprés avoir été couplé a I'anticorps secondaire reconnaissant le CD20,
un marqueur de lymphocytes B.

Le deuxieme temps de la mise au point de la technique d'immunohistochimie multiplex multispectrale a
consisté en la réalisation d'immunohistochimies monoplex pour chaque couple anticorps primaire —
fluorophore sur tissu d’amygdale. Plusieurs concentrations d’anticorps primaires et de fluorophore ainsi
que plusieurs temps d’incubation de I'anticorps secondaire ont ainsi été testés jusqu’a obtention d’'une
détection optimale de chaque couple anticorps primaire — fluorophore.

Le troisieme temps de mise au point a consisté en la réalisation de la technique d'immunohistochimie
multiplex multispectrale sur un tissu d’amygdale. Plusieurs concentrations d’anticorps primaires et de
fluorophores ainsi que plusieurs temps d’incubation de I'anticorps secondaire ont ainsi été une nouvelle
fois testés jusqu’a obtention d’une détection optimale de chaque couple anticorps primaire — fluorophore
sur une méme lame. Cette étape permet ainsi d’avoir un contréle positif de qualité sur tissu d’'amygdale
qui sera utilisé lors de la réalisation de la technique sur tissu mammaire.

Figure 1. A-F : Immunohistochimies monoplex sur tissu amygdalien. G : Immunohistochimie multiplex sur tissu

amygdalien
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Annexe 3. Protocole d'Immunohistochimie multiplex multispectrale sur
tissu mammaire

Préparation :

Réalisation de lames superfrost plus/plus de 3,5um d’épaisseur a partir de chaque bloc FFPE
(possibilité de réaliser des lames plus épaisses en cas de piece opératoire)

Incubation « overnight » dans 37°C. Possibilité de chauffer les coupes a 60°C au chauffe-
plaque durant 1h30 en cas de piéce opératoire afin d’'améliorer 'adhérence

Déparaffinage et réhydratation par passages successifs dans des solutions de xyléne
(3x10min), de concentrations décroissantes d’éthanol et d’eau distillée

Fixation des coupes par NBF 4% 20min puis ringage a I'eau distillée

Récupération des épitopes par « primary heat-induced epitope retrieval », HIER) dans une
solution d’Antigen Retrieval AR9 diluée a 1:10 dans de 'eau distillée a 1000 Watts jusqu’a
ébullition (environ 1min30) puis 100 Watts durant 15min. Laisser refroidir & température
ambiante 20min

Blocage des sites non spécifiques par incubation avec de I'Antibody Diluent 10min a
température ambiante

Cycle 1:

Incubation de I'anticorps primaire anti-CD4 (160ng/mL) 1h30. Ringage au TBST Wash Buffer
3x2min

Incubation de I'anticorps secondaire Opal Polymer HRP 30min a température ambiante.
Rincage au TBST Wash Buffer 3x2min

Incubation de I’Opal Fluorophore 520 dilué a 1 :100 dans de I’Amplification Diluent 10min a
température ambiante. Rincage au TBST Wash Buffer 3x2min

Retrait des anticorps par traitement au micro-ondes dans une solution d’Antigen Retrieval AR9
diluée a1 : 10 dans de I'eau distillée a 1000 Watts jusqu’a ébullition (environ 1min30) puis 100
Watts durant 15min. Laisser refroidir a température ambiante 20min

Cycle 2:

Incubation de I'anticorps primaire anti-CD8 (25.9ng/mL) 1h30. Rin¢cage au TBST Wash Buffer
3x2min

Incubation de I'anticorps secondaire Opal Polymer HRP 30min a température ambiante.
Ringage au TBST Wash Buffer 3x2min

Incubation de I’Opal Fluorophore 570 dilué a 1 :100 dans de I’Amplification Diluent 10min a
température ambiante. Ringcage au TBST Wash Buffer 3x2min

Retrait des anticorps par traitement au micro-ondes dans une solution d’Antigen Retrieval AR6
diluée a 1 : 10 dans de I'eau distillée a 1000 Watts jusqu’a ébullition (environ 1min30) puis 100
Watts durant 15min. Laisser refroidir & température ambiante 20min

Cycle 3:

Incubation de I'anticorps primaire anti-CD20 1h30. Ringage au TBST Wash Buffer 3x2min
Incubation de I'anticorps secondaire Opal Polymer HRP 10min a température ambiante.
Rincage au TBST Wash Buffer 3x2min

Incubation de I’Opal Fluorophore 540 dilué a 1 :100 dans de I’Amplification Diluent 10min a
température ambiante. Ringcage au TBST Wash Buffer 3x2min

Retrait des anticorps par traitement au micro-ondes dans une solution d’Antigen Retrieval AR6
diluée a 1 : 10 dans de I'eau distillée a 1000 Watts jusqu’a ébullition (environ 1min30) puis 100
Watts durant 15min. Laisser refroidir a température ambiante 20min
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Cycle 4:

Incubation de l'anticorps primaire anti-FoxP3 (1000ng/mL) 1h30. Ringage au TBST Wash
Buffer 3x2min

Incubation de I'anticorps secondaire Opal Polymer HRP 30min a température ambiante.
Ringage au TBST Wash Buffer 3x2min

Incubation de I’Opal Fluorophore 620 dilué a 1 :100 dans de I’Amplification Diluent 10min a
température ambiante. Ringage au TBST Wash Buffer 3x2min

Retrait des anticorps par traitement au micro-ondes dans une solution d’Antigen Retrieval AR6
diluée a 1 : 10 dans de I'eau distillée a 1000 Watts jusqu’a ébullition (environ 1min30) puis 100
Watts durant 15min. Laisser refroidir a température ambiante 20min

Cycle 5:

Incubation de I'anticorps primaire anti-CD68 (25.9ng/mL) 1h30. Rincage au TBST Wash Buffer
3x2min

Incubation de I'anticorps secondaire Opal Polymer HRP 10min a température ambiante.
Rincage au TBST Wash Buffer 3x2min

Incubation de I’Opal Fluorophore 650 dilué a 1 :100 dans de I’Amplification Diluent 10min a
température ambiante. Ringage au TBST Wash Buffer 3x2min

Retrait des anticorps par traitement au micro-ondes dans une solution d’Antigen Retrieval AR6
diluée a 1 : 10 dans de I'eau distillée a 1000 Watts jusqu’a ébullition (environ 1min30) puis 100
Watts durant 15min. Laisser refroidir a température ambiante 20min

Cycle 6:

Incubation de I'anticorps primaire anti-panCK 1h30. Ringcage au TBST Wash Buffer 3x2min
Incubation de I'anticorps secondaire Opal Polymer HRP 10min a température ambiante.
Ringage au TBST Wash Buffer 3x2min

Incubation de I’Opal Fluorophore 690 dilué a 1 :100 dans de I’Amplification Diluent 10min a
température ambiante. Ringage au TBST Wash Buffer 3x2min

Retrait des anticorps par traitement au micro-ondes dans une solution d’Antigen Retrieval AR6
diluée a 1 : 10 dans de I'eau distillée a 1000 Watts jusqu’a ébullition (environ 1min30) puis 100
Watts durant 15min. Laisser refroidir & température ambiante 20min

Spectral DAPI :

Rincage a I'eau distillée 2min puis au TBST Wash Buffer 2min.
Incubation dans du DAPI 5min a température ambiante
Ringage au TBST Wash Buffer 2min puis a I'eau distillée 2min

Montage par application du milieu de montage et application d’une lamelle
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Résumeé

Contexte Le cancer du sein de novo oligométastatique (OM), défini par la présence de < 5
|ésions métastatiques au diagnostic, est une présentation rare de la maladie. Peu d’études se
sont intéressées a cette présentation clinique et leurs résultats sont biaisés par une sélection
des patientes et une définition variable de la maladie OM. Le systéeme immunitaire pourrait jouer
un roéle dans la présentation et le devenir de ces patientes.

Méthodes Cette étude rétrospective a inclus 115 patientes présentant un cancer du sein de
novo OM et 117 patientes de novo polymétastatique (PM) traitées entre 2000 et 2016 au Centre
Oscar Lambret et a I'Institut Jules Bordet. Les caractéristiques d’intérét au diagnostic ainsi que
les stratégies thérapeutiques et les données de survie ont été collectées. L'infiltrat immun des
tumeurs primitives de novo OM a été évalué par quantification des TILs (Tumor-Infiltrating
Lymphocytes, n=54/115) et caractérisé par immunohistochimie multiplex multispectrale (IHCm,
n=31/115) permettant l'identification des lymphocytes T CD4+, CD8+ et FoxP3+, B CD20+ et
des macrophages CD68+.

Résultats Les patientes de novo OM ont une meilleure survie sans progression et globale,
respectivement 23.9 et 54.9 mois, par rapport aux patientes de novo PM. Leur présentation se
différencie principalement par des taux plus faibles de LDH et CA 15-3 ainsi que par une
infiltration moins importante de différents sites métastatiques. Les tumeurs primitives de novo
OM ont une infiltration médiane par des TILs de 5%, avec 50% des tumeurs sans aucune
infiltration. L’analyse par IHCm montre une infiltration possible par tous les sous-types de
cellules immunes, avec une prédominance pour les lymphocytes T CD4+/CD8+ et les
macrophages CD68+ (médianes de 8, 4 et 5% respectivement). Seuls les lymphocytes T CD8+
et FoxP3+ sont associés a une meilleure survie en analyse univariée, tandis que les
lymphocytes B CD20+ intra-tumoraux sont corrélés a une moins bonne SSP. En analyse
multivariée, un grade 3 est associé a une moins bonne survie tandis que la chirurgie mammaire
et l'utilisation de polychimiothérapie sont associés a une meilleure survie.

Conclusion Notre travail suggére que le cancer du sein de novo OM est une entité particuliere
au pronostic plus favorable. Il souligne l'importance d'une stratégie thérapeutique plus
« agressive » chez les patientes en état de le supporter. La composition de [linfiltrat
lymphocytaire semble jouer un réle dans le devenir de ces patientes.
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