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Introduction

1 Epidémiologie

Le cancer de I'ovaire est le 8™ cancer chez la femme en termes d’incidence avec
66 693 nouveaux cas en Europe en 2020 (5320 en France, 314 000 dans le monde),
5¢me en termes de mortalité avec 44053 décés en Europe en 2020 (3935 en France,
207 000 dans le monde) [1]. Les estimations pour 2040 prévoient 72 900 nouveaux
cas par an et 51 800 décés en Europe. Le taux de survie a 5 ans tous stades confondus
est de 43 % en France entre 2005 et 2010 [2]. Autour de 70-80 % des diagnostics se
font cependant a un stade FIGO IlIIC/IV (la classification FIGO est rappelée en annexe)
[3]. Le taux de survie a 5 ans est de 29 % pour les stades lll et autour de 14 % pour

les stades |V [4]. L’age médian au diagnostic est de 65 ans.
2 Histologies

Le cancer de I'ovaire de type épithélial représente 90 % des cancers de 'ovaire [5].
lIs peuvent étre subdivisés en plusieurs catégories (Figure 1) : carcinome séreux de
haut grade (COSHG, 70%), carcinome a cellules claires (10-12 %), carcinome
endométrioide (10 %), carcinome séreux de bas grade (5%), carcinome mucineux (3-
4 %), et de maniéere exceptionnelle : tumeur de Brenner maligne, adénocarcinome

mesonephric-like, carcinome indifférencié, carcinosarcome, carcinome mixte.

Les carcinomes non épithéliaux comprennent : tumeurs mésenchymateuses,

tumeurs des cordons sexuels, tumeurs germinales malignes et autres raretés.
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Figure 1. Sous-types histologiques des cancers épithéliaux de I’'ovaire et caractéristiques moléculaires des
COSHG d’aprés Lheureux et al. [6]

3 Tests génétiques :

Sur le plan constitutionnel : 15-30 % des femmes présentent des prédispositions
génétiques [7], principalement représentées par les genes BRCA1 et BRCA2 (65-75 %
des cas). L'histologie la plus fréquemment retrouvée chez ces femmes est le COSHG.
Cing a 10 % des formes familiales sont représentées par le syndrome de Lynch par
altérations de la voie de réparation Mismatch Repair (MMR). Les histologies les plus
fréquemment retrouvées chez ces femmes sont les carcinomes endométrioides et les
carcinomes a cellules claires [5]. D’autres génes appartenant a la réparation de ’ADN
par recombinaison homologue sont impliqués dans des formes familiales de cancers
de l'ovaire. Le Groupe Génétique et Cancer recommande de réaliser un « panel de
géenes sein/ovaire » contenant 13 génes devant toute suspicion de prédisposition aux

cancers du sein et de 'ovaire [8].

Au niveau somatique, le consortium TCGA a étudié le profil mutationnel de 316
COSHG, le profil d’expression génique ainsi que la méthylation de 'ADN de 489
COSHG. Des mutations de TP53 étaient retrouvées dans 96 % des cas, confirmées
dans d’autres études [9]. Vingt pourcent des tumeurs étaient mutées BRCA 1 ou 2 en
constitutionnel ou somatique et 11 % des tumeurs présentaient une hyperméthylation
du promoteur de BRCAT1 éteignant ainsi son expression (mutuellement exclusif des
mutations BRCA1/2). Les autres anomalies les plus fréquentes étaient : amplification
ou mutation de EMSY (8 %), délétion focale ou mutation de PTEN (7 %),



hyperméthylation de RAD51C (3%), mutation de ATM ou ATR (2%), et mutation des
génes de l'anémie de Fanconi [9,10]. La moitié des tumeurs présentaient une
déficience de la recombinaison homologue (HRD). Les mutations dans les génes
impliqués dans 'homéostasie du génome peuvent expliquer la fréquence d’altération
du nombre de copies de plus ou moins grandes tailles (> 50 % des cas) avec
notamment : une amplification des régions chromosomiques contenant CCNE1, MYC
et MECOM dans plus de 20 % des cas, des délétions homozygotes de PTEN, RB1 et
NF1. L'amplification de CCNET a été montrée par la suite comme étant mutuellement
exclusive de l'altération de la voie BRCA1/2 et associée a une mauvaise réponse a la
chimiothérapie de premiére ligne [9]. Les voies de signalisation empruntées dans le
développement tumoral étaient la voie RB1 (67 % des cas), RAS/PI3K (45 % des cas)
et NOTCH (22 % des cas). Enfin, 'analyse des signatures mutationnelles dans les
cancers de l'ovaire retrouve 2 profils principaux : la signature 1B correspondant aux
mutations induites par I'age et la signature 3 correspondant aux mutations induites par
I'altération de la voie BRCA 1/2 [11]. Les autres signatures mutationnelles étaient plus

rares et parfois non rattachées a une cause identifiée jusqu’alors [12].

Ces études moléculaires permettent a la fois de différencier les sous-types
histologiques et d’identifier plusieurs catégories au sein méme des COSHG. En effet
les carcinomes mucineux, a cellules claires et endométrioides présentent des
caractéristiques moléculaires propres. Au sein des COSHG il est possible d’identifier
4 clusters en fonction des profils d’expression génique : immunoréactif, prolifératif,
différencié et mésenchymateux [10]. Les profils d’expression géniques peuvent aussi
définir des groupes de bon et de mauvais pronostic. Le sous-groupe immunoréactif

semble étre de meilleur pronostic en comparaison aux autres [13].

La détermination de l'efficience du systéme de recombinaison homologue est utile
pour la prise en charge thérapeutique des cancers de I'ovaire. Le test myChoice® de
Myriad Genetics est utilisé dans plusieurs essais thérapeutiques pour déterminer ce
statut. Le test Myriad repose a la fois sur le séquencage des génes BRCA1/2 et sur la
présence d’'une instabilité génomique au sein des cellules tumorales. Des études
académiques sont en cours pour développer des tests fonctionnels d’instabilité
génomiques afin d’identifier ce statut HRD.



4 Traitements de premiere ligne et de maintenance des

cancers de ’ovaire avancés :

4.1 La chimiothérapie

Le traitement de référence de la majorité des cancers de l'ovaire de type
épithélial (COSHG, carcinomes endométrioides, carcinosarcomes et carcinomes
indifférenciés), de stade avancé repose sur I'association d’une chirurgie (d’exérése
tumorale compléte) et d’'une chimiothérapie. La chimiothérapie de référence est
réalisée toutes les 3 semaines par Carboplatine AUC 5-6 + Paclitaxel 175 mg/m? [14]
possiblement associée au Bévacizumab 15 mg/kg toutes les 3 semaines pour 22
cycles au total [15,16]. Un protocole hebdomadaire par Carboplatine AUC2 +
Paclitaxel 60 mg/m?2 chez les femmes présentant des fragilités est possible selon les
recommandations de Saint-Paul de Vence de 2021. Le nombre de cures au total est
de 6 en cas de chirurgie premiere, 6-8 au total en cas de chirurgie intervallaire aprés
3-4 cures. En cas de chirurgie réalisée aprés 6 cures, ces recommandations proposent

de poursuivre jusqu’a 8 cures de chimiothérapie.
4.2 La chirurgie

La chirurgie de référence repose sur une chirurgie de cytoréduction compléte
(CCO0) [17,18]. La chirurgie « minimale » comprend : une hystérectomie totale avec
annexectomie bilatérale, une omentectomie totale, une appendicectomie, une
cytologie et des biopsies péritonéales multiples. Pour obtenir une résection compléte,
il est parfois nécessaire de réaliser des résections digestives (iléales, coliques ou
rectales) avec ou sans stomie transitoire, une cholécystectomie, une splénectomie,
des résections péritonéales étendues, des curages ganglionnaires. L’évaluation
initiale de I'extension de la maladie se fait par le score d’extension de la carcinose
péritonéale ou score de Sugarbaker, ou PCI pour peritoneal carcinoma index [19]. Ce
score est la somme des scores d’extension attribués a 13 régions abdomino-
pelviennes. Il varie entre 0 (pas d’atteinte péritonéale) et 39 (atteinte péritonéale
étendue dans toutes les régions). Il aide au choix entre une chirurgie premiére ou une
CTNA. En cas de maladie étendue ne permettant pas a priori une résection CCO

d’emblée, une CTNA sera proposée pour 3 cycles avant une réévaluation. L’analyse
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poolée des études EORTC 55971 et CHORUS montre une amélioration de la SG chez

les patientes présentant une maladie FIGO IV quand elles sont traitées par CTNA [20].

Dans les Hauts de France, il existe une surmortalité par cancer de I'ovaire de
12 % par rapport a la moyenne de la France métropolitaine (Lapotre-Ledoux 2019).
Une étude récente de vie réelle réalisée au Centre Oscar Lambret montre que pour
62 % des patientes, I'extension initiale de la maladie a nécessité une CTNA avant une
prise en charge chirurgicale et seulement 38 % des patientes sont opérées d’emblée
[21]. Le PCI médian lors de la prise en charge chirurgicale était de 10. |l existait une
différence de qualité de résection entre le groupe chirurgie premiere avec 97.6 % de
chirurgie CCO et le groupe CTNA avec 80 % de chirurgie CCO (p=0.001). Dans le
groupe chirurgie premiére, une résection intestinale était réalisée plus fréquemment
que dans le groupe CTNA (56 % vs 34.9 %, p=0.002). Il n’y avait pas de différence en
termes de complication chirurgicale entre les 2 groupes. La caractéristique majeure
permettant de différencier ces 2 groupes est la charge tumorale initiale, évaluée par le
PCI. La charge tumorale initiale est un argument pour décider de réaliser une CTNA
tout comme d’autres facteurs : age, fragilité, comorbidités, état nutritionnel, morbidité

du geste prédite, choix des patientes.

La chimiothérapie intrapéritonéale hyperthermique (ChIP) par Cisplatine 100
mg/m?2 associée a du thiosulfate est proposée a la patiente en cas de chirurgie
compléte ou avec résidu de < 1 cm apres 3 cures de CTNA [22]. Dans I'étude
OVHIPEC de Van Driel et al. de 2018 [23], I'utilisation de la ChIP améliorait la survie
sans récidive (SSR) médiane, passant de 10.7 mois sans ChIP a 14.2 mois avec ChIP
et la survie globale (SG) médiane avec 33.9 mois sans ChlIP vs 45.7 mois avec ChlP.
Il N’y a cependant pas de données sur I'utilisation du Bévacizumab intraveineux apres
cette procédure. Les indications de la ChIP pourraient s’étendre a la chirurgie
premiére. Cette stratégie est actuellement évaluée dans le cadre de I'étude CHIPPI-
1808 et OVHIPEC-2 [24,25].

4.3 Traitement de maintenance aprés une premiére ligne

Selon les recommandations de Saint-Paul de Vence 2021, en I'absence de
contre-indication, une maintenance est réalisée par inhibiteurs de PARP (PARPI) et/ou
Bévacizumab. Les PARP sont des enzymes impliquées dans la réparation des
cassures simples brins de 'ADN. Leur inhibition entraine des cassures simples brins
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et en I'absence de recombinaison homologue efficace, une instabilité génomique. La
létalité synthétique définit la synergie entre I'altération de la réparation des cassures
simples brins par les PARPI et 'absence de réparation par recombinaison homologue

intrinséque a certaines tumeurs.

L’Olaparib est un PARPI qui peut étre prescrit a la posologie de 300 mg 2/jour
chez les patientes ayant regu une chirurgie premiére ou d’intervalle et une
chimiothérapie par Carboplatine-Paclitaxel en réponse compléte ou partielle et
porteuse d’'une mutation BRCA constitutionnelle ou somatique. La durée maximale du
traitement est de 2 ans en cas de réponse compléte. Dans I'étude SOLO1 [26,27] cette
maintenance améliorait la survie sans progression (SSP) passant de 13,8 mois dans
le groupe placebo a 56,0 mois dans le groupe Olaparib (HR = 0,33 ; 95% IC : 0,25-
0,43). L’essai PAOLA-1 [28], montrait un bénéfice en SSP de l'ajout d’Olaparib au
Bévacizumab chez les patientes suivies pour un carcinome de haut grade FIGO Il ou
IV, aprés chirurgie premiére ou d’intervalle et chimiothérapie par Carboplatine-
Paclitaxel-Bévacizumab en réponse complete ou partielle. Toutes patientes
confondues, cela améliorait la SSP, passant de 16,6 mois dans le groupe
Bévacizumab seul a 22,1 mois dans le groupe Olaparib + Bévacizumab (HR = 0,59 ;
95% IC : 0,49-0,72). Le bénéfice était plus important chez les patientes porteuses
d’'une mutation BRCA avec une SSP médiane de 37,2 mois dans le groupe association
contre 21,7 mois dans le groupe Bévacizumab seul (HR=0,31, 95% IC : 0,20-0,47). Le
bénéfice était aussi présent chez les patientes HRD non BRCA mutées (identifiées par
le test Myriad) avec une SSP de 28,1 mois dans le groupe association vs 16,6 mois
dans le groupe Bévacizumab seul (HR=0,43 ; 95% IC : 0,25-0,45). Les patientes ayant
un test HRP ou non connu ne tiraient pas de bénéfice de I'association. Suite a cet
essai, I'Olaparib peut étre associé au Bévacizumab chez les patientes porteuses d’'une

mutation BRCA constitutionnelle ou somatique, ou HRD.

L’étude PRIMA [29] portait sur des patientes atteintes d’'un cancer de l'ovaire
de stade FIGO III avec résidu tumoral aprés chirurgie ou inopérable, de stade FIGO
IV ou des patientes nécessitant de la CTNA. Cette étude a montré un bénéfice en SSP
chez les patientes recevant du Niraparib en comparaison au placebo avec une SSP
médiane de 13,8 mois vs 8,2 mois dans I'ensemble de la population (HR=0,62 ; 95 %
IC : 0,50-0,76). Chez les patientes HRD (identifiées par le test Myriad® et comprenant
les patientes BRCA mutées) la SSP médiane était de 21,9 mois dans le groupe
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Niraparib contre 10,4 mois dans le groupe placebo (HR=0,43 ; 95 % IC : 0,31-0,59).
Dans le groupe HRP, la SSP médiane était de 8,1 mois dans le groupe Niraparib vs
5,4 mois dans le groupe placebo (HR=0,68 ; 95% IC : 0,49-0,94). A noter que le groupe
contréle n’était pas traité par Bévacizumab car ce traitement n’était pas autorisé dans
tous les pays participant a I'étude. Le Niraparib peut étre prescrit chez les patientes
suivies pour un carcinome de haut grade de stade FIGO Il ou IV apres chirurgie
premiere ou d’intervalle non éligible au Bévacizumab en réponse compléte ou partielle

suite a la chimiothérapie.

L’utilisation d’'un PARPi en association avec la chimiothérapie a base de
platines a été testée par I'essai VELIA [30]. Cette étude concernait les patientes
atteintes d’'un COSHG de stade Ill ou IV traitées par chirurgie premiére ou d’intervalle
et traitées par Carboplatine-Paclitaxel. Les patientes étaient randomisées dans 3
groupes : placebo en association avec la CT puis placebo en maintenance ; veliparib
en association avec la CT puis placebo en maintenance ; veliparib en association avec
la CT puis veliparib en maintenance (veliparib tout du long). Cette étude montrait un
bénéfice en SSP dans le groupe veliparib tout du long avec une SSP médiane de 23,5
mois vs 17,3 mois dans le groupe placebo (HR=0,68; 95 % IC : 0,56-0,83). Le
bénéfice était plus marqué dans le groupe de patientes porteuses d’une mutation
BRCA constitutionnelle ou tumorale avec une SSP médiane de 34,7 mois contre 22,0
mois (HR=0,44 ; 95 % IC : 0,28-0,68) et dans le groupe HRD 31,9 mois contre 20,5
mois (HR=0,57 ; 95 % IC : 0,43-0,76). Cependant ce traitement n’a pas dAMM ni

d’ATU, il n’y a donc a ce jour pas d’association entre PARPI et chimiothérapie.

La Figure 2 résume la stratégie de maintenance. Elle tient compte des contre-
indications au Bévacizumab, de la présence ou non de mutations BRCA et du statut
HRD/HRP.
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nf : non fait
nc : non contributif

Figure 2. Algorithme décisionnel sur la maintenance aprés une premiére ligne de chimiothérapie d’aprés
les recommandations de St Paul de Vence 2021.

Malgré I'amélioration de la prise en charge par chirurgie et chimiothérapie, 75 a
80 % des patientes en rémission compléte apres ces traitements récidiveront dans les
2 ans suivant la fin des traitements [31]. Ces données ne tiennent cependant pas
compte des avancées thérapeutiques récentes concernant les PARPi et de nouvelles

études devront préciser ce risque a la lumiére des avancées thérapeutiques récentes.

Parmi les patientes recevant de la CTNA, pres de 30 % ne seront finalement
pas opérées [32], en partie du fait d’'une mauvaise réponse a la chimiothérapie. Du fait
de ces résultats cliniques, il est essentiel de développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques pour ces patientes ainsi que des biomarqueurs de réponse a ces

nouveaux traitements.
5 L’immunothérapie dans les cancers de I’ovaire

Devant la révolution de I'immunothérapie par inhibiteurs de points de controle
immunitaires (ICl) dans de nombreux cancers (poumon, mélanome, rein, vessie...),
ces thérapeutiques ont aussi été évaluées dans les cancers de l'ovaire, avec des

résultats moins spectaculaires.

5.1 Principe de 'immunoédition

L’'immunoédition est, de maniére simplifiée, la capacité du systéme immunitaire a
reconnaitre les cellules tumorales. Cette interaction peut avoir 3 conséquences :

entrainer I'élimination des cellules tumorales en faisant intervenir I'immunité innée et
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adaptative (immunosurveillance), établir un équilibre dynamique ou se jouent des
mécanismes de pression de sélection immune et enfin favoriser I'échappement

immunitaire par la sélection des clones les moins immunogénes [33].

Ce concept d’'immunoédition, d’interaction entre cellules immunitaires et cellules
tumorales est a la base du développement des immunothérapies utilisées
actuellement dans les cancers solides. Afin d’appréhender la réponse a ces
traitements et de comprendre les limites de I'immunothérapie dans les cancers de

l'ovaire, il est nécessaire de s’intéresser au micro-environnement tumoral (MET).

5.2 Reconnaissance des antigenes tumoraux par les cellules de

Pimmunité

Les antigénes reconnus par les cellules immunitaires tous cancers confondus

sont de 4 types :

- Les néoantigénes (créés par les altérations génétiques et notamment les
mutations des séquences codantes, les fusions).

- Les « Cancer Testis Antigens » (antigénes exprimés durant 'embryogenése
puis éteints par méthylation d’ilots CpG et réactivés dans un contexte de néoplasie par
modification de I'épigénome).

- Les antigénes retrouvés dans des tissus normaux et surexprimés dans des
cancers.

- Les antigénes provenant d’agents pathogénes a l'origine de la néoplasie.

Ces antigénes vont étre présentés aux cellules de 'immunité par les cellules
présentatrices d’antigénes (CPA) : les cellules dendritiques, via le complexe majeur
d’histocompatibilité¢ (CMH ou HLA) de type | et Il. Les allotypes HLA vont présenter
des peptides propres a leurs caractéristiques d’ancrage. Ainsi, selon l'allotype HLA,
un méme peptide sera présenté par les CPA de maniére différente entre deux
individus. Les « T Cell Receptor » ou TCR sont composés de chaines a et B a la
surface des lymphocytes T (identifiés par le CD3+) et reconnaissent les antigenes
tumoraux. Les LT n’ayant pas encore rencontré un antigéne sont appelés LT naifs. lIs
expriment le CD45RA.

Le TCR reconnait un antigéne lorsqu’il est présenté sous forme d’épitope par le
CMH. Le ligand reconnu est composé a la fois des acides aminés composant les
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molécules du CMH ainsi que des acides aminés composant I'épitope. Cette capacité
de présentation des peptides par le CMH et de reconnaissance par les TCR a été
modélisée par I'outil de bio-informatique PRIME [34]. L’étude rapportant I'utilisation de
cet outil bio-informatique est passionnante. PRIME combine a la fois des données de
présentation des néoépitopes (synthétisés suite a [I'apparition de mutations
somatiques dans les cellules tumorales) par le CMH et leur reconnaissance par les
TCR. Il a permis d’identifier les acides aminés aromatiques et hydrophobes comme
les plus a méme détre reconnus au niveau des TCR et donc d’identifier les
néoépitopes les plus immunogenes. Cet outil PRIME a été couplé a la base de
données TCGA. Il est alors possible d’étudier le profil des néoépitopes créés par les
mutations somatiques des cellules tumorales. L'étude de Schmidt et al. [34] a ainsi
montré que les mutations les plus frequemment retrouvées dans les cancers sont
moins présentes chez les patients dont les mutations donneraient des néoépitopes
immunogénes. Ceci est une démonstration par la bio-informatique des mécanismes
de pression immune. Au total, 'immunoédition est spécifique de chaque allotype HLA

et dessine le profil mutationnel des cellules tumorales.
5.3 Cellules immunes composant le MET dans le COSHG

Aprés rencontre avec un antigéne, les lymphocytes vont exprimer le CD45R0O,
identifiant les LT mémoires. L’activation des LT CD8+ et la réponse cytotoxique
nécessitent a la fois cette reconnaissance antigénique et l'interaction des molécules
de co-stimulation avec leur ligand (OX40/0X40L, CD28/CD80 et C28/CD86) comme
représenté dans la Figure 3. Les lymphocytes T CD8+ vont alors s’activer et adopter
une réponse cytotoxique par sécrétion d’enzymes et de cytotoxines ou par contact
direct avec les cellules tumorales. En réponse a cette activation, des molécules de co-
stimulation inhibitrices apparaissent sur les lymphocytes (PD1, CTLA4, TIM3, LAG3)
et les cellules tumorales (PD-L1, PD-L2, CD80, CD86) induisant I'épuisement
lymphocytaire et la perte de leur capacité de réponse cytotoxique et de sécrétion
cytokinique. Ces molécules de co-stimulation inhibitrice sont les cibles actuelles des

immunothérapies.
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Figure 3. Expression de molécules activatrices et inhibitrices au cours de I’activation du lymphocyte T tiré
du livre « Inmunologie fondamentale et immunopathologie » [35].

Les cellules NK ont également un role cytotoxique. Elles sont identifiées par
'expression du CD56, du CD16 et 'absence du CD3. Leur activité cytotoxique se fait
par contact direct avec les cellules tumorales ou par dégranulation. Elles sont a
l'interface entre 'immunité innée et adaptative en favorisant la maturation des cellules

dendritiques et en orientant la polarisation des LT CD4+.

Les cellules NKT expriment a la fois des TCR et des récepteurs spécifiques aux
cellules NK. Elles sécrétent de I'lFNy responsable du recrutement des LT CD8+
effecteurs et des cellules NK favorisant ainsi la réponse cytotoxique antitumorale. Les
cellules NKT expriment a la fois le CD3, le CD56 et le CD16.

Les lymphocytes T régulateurs (CD4+ CD25+ FoxP3+) ont un réle freinateur
sur les LT effecteurs par la sécrétion de TGF( et d’IL-10. lls jouent un réle essentiel
dans I'’échappement des cellules tumorales au systéme immunitaire. A noter que les
cellules tumorales sécretent elles aussi de I'lL-10 et du TGF favorisant la polarisation

des LT naifs en LT régulateurs.

Les lymphocytes T auxiliaires ou « helper » (LTh) sont des LT CD4+
différenciés [35,36]. La polarisation en Th1, Th2 ou Th17 se fait en fonction des
antigenes et des cytokines présents dans le MET (Figure 4). Les Th1 se différencient
sous l'influence de I'lL-2, I'lL-12, I'lFNy et du TNFa sécrétés entre autres par les LT
CD8+ et soutiennent la réponse cytotoxique antitumorale médiée par les LT CD8+.
Les Th2 se différencient sous l'influence de I'lL-4, I'lL-5 et I'lL-10. Le développement

des Th1 et des Th2 est mutuellement antagoniste : I'lFNy sécrété par les cellules Th1
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inhibe la polarisation en Th2 et I'lL-4 sécrétée par les cellules Th2 bloque la
polarisation en Thi. Outre cette dichotomie historique, les LT CD4+ peuvent se
différencier en cellules Th17 sous l'influence de I'lL-6 et du TGF[3. Les LTh17 sécretent
de I'lL-17 notamment. Ces cellules sont plastiques et peuvent se convertir en cellules
Th1 et ainsi sécréter de I'lFNy en perdant la capacité de sécréter I'lL-17. Ce phénotype
Th1 « non classique » se distingue des Th1 classiques par I'expression du CD161. Ce
changement se fait sous l'influence continue de I'lL-12. Leur rble dans la progression
tumorale est soumis a controverse et reste a éclaircir [37]. Les cellules Th17
sembleraient avoir un rble régulateur ou pro-inflammatoire en fonction des stimuli du
MET. La présence de cellules Th17 a été décrite dans les cancers de I'ovaire avec
une proportion supérieure dans les stades précoces et présentait une corrélation

négative avec les LT CD4+ régulateurs [38].
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Figure 4. Polarisation des LT tiré du livre « Inmunologie fondamentale et immunopathologie » [35]

Les lymphocytes B (LB) expriment le CD19 et le CD20 et reconnaissent les
antigenes via le B Cell Receptor (BCR). Apres rencontre avec un antigéne, les LB naifs
se différencient en plasmocytes (CD38+) dans les tissus ou forment les centres
germinatifs (CG) ou se déroulent les hypermutations somatiques (afin d’obtenir des
anticorps plus affins) et les commutations isotypiques (permettant de changer les
classes d'immunoglobulines) [35]. Les cellules formées dans ces CG se différencient

en cellules B mémoires (CD27+) ou en plasmocytes a longue durée de vie.

Les LT CD4+ se différencient en lymphocytes T folliculaires auxiliaires ou T

folliculaires « helper » (TFH) sous linfluence des cellules dendritiques et par
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I'expression du facteur de transcription Bcl6 [39]. L’IL-2 inhibe cette différenciation en
induisant I'expression de Blimp-1, un régulateur négatif de la différenciation en
lymphocytes TFH. Ces cellules sont nécessaires a la prolifération et la différenciation

des LB naifs en LB mémoires et en plasmocytes.

La valeur pronostique de l'infiltrat immun tumoral dans les cancers de I'ovaire a
été beaucoup discutée au cours du temps. La méta-analyse dirigée par I'équipe de
Coukos en 2012 [40] a montré que 60 % des prélevements présentaient des
lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs) intraépithéliaux. La présence de TlLs est
associée a un meilleur pronostic. Zhang et al. rapportaient en 2003 que la SG a 5 ans
des patientes ayant une infiltration en TILs (identifiés par I'expression du CD3)
intraépithéliaux était de 38 % contre 4.5 % chez les patientes n’ayant pas de TILs [41].
Le rdle de chaque sous-population de TlLs peut étre variable d’'une étude a une autre.
La présence de LT régulateurs est globalement de meilleur pronostic que leur
absence. Ceci reflete sans doute la valeur pronostique positive de Tlinfiltration
lymphocytaire globale. L’accumulation de LT régulateurs semble cependant de
mauvais pronostic [42] et I'étude du ratio CD8+/CD4+ régulateurs appuie cette
observation [43,44]. Les lymphocytes T CD4+ mémoires auraient davantage un réle
antitumoral favorisant une meilleure survie. Dans de nombreuses études, l'infiltrat
tumoral par les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et I'augmentation du ratio

CD8+/CD4+ sont associés a une meilleure survie [40].

Ce champ d’étude est en pleine expansion avec la mise en lumiére du role
d’autres types cellulaires présents dans le MET : fibroblastes associés au cancer,
macrophages associés aux tumeurs, lymphocytes non conventionnels comme les

lymphocytes T yd [45].

5.4 Micro-environnements au pluriel dans les COSHG -
hétérogénéité inter- et intra-patientes

Le COSHG est un excellent modéle pour étudier I'hétérogénéité du MET et la
phylogénie tumorale entre plusieurs sites métastatiques, avant ou apres
chimiothérapie. En effet, comme nous I'avons vu, le traitement des COSHG est basé
sur la chirurgie, premiére ou d’intervalle, ce qui permet d’étudier 'ensemble des sites

meétastatiques péritonéaux d’'une méme patiente.
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Cette hétérogénéité intra et inter-patiente a été rapportée par Zhang et al. chez
38 patientes a partir de 212 échantillons obtenus par chirurgie de cytoréduction [46].
Les échantillons ont été étudiés par Whole Genome Sequencing, IHC, séquencage
des TCR et des BCR et RNA-seq. Cette étude est un exemple de l'apport du
séquencgage haut débit et des analyses bio-informatiques a la compréhension du MET.
Elle a permis d’identifier 3 catégories de micro-environnements : faiblement infiltrés en
TILs (N-MET), majoritairement infiltrés en TlLs stromaux (S-MET), équilibre des TILs
stromaux et épithéliaux (ES-MET). Les profils d’expression génique de ces 3 sous-
types leur étaient propres. Parmi ces patientes, 14/31 ne présentaient qu’un seul type
de micro-environnement parmi les différents échantillons et 17/31 patientes
présentaient 2 voire les 3 catégories de MET montrant ainsi une grande variabilité intra

et inter-patientes.

Par des études spatiales de colocalisation des TILs et des cellules tumorales
Zhang et al. [46] ont montré que les TILs présents dans le stroma semblaient peu
interagir avec les cellules tumorales, a contrario des TILs intraépithéliaux. Afin de
déterminer s’il existe un lien entre catégorie de MET et répartition des clones
tumorauy, ils ont réalisé des études de lignage des cellules tumorales par profilage de
variants mononucléotidiqgues (SNV), de nombre de copies alléliques et de
réarrangements géniques des cellules tumorales au sein des 3 catégories de MAT. La
catégorie ES-MET présentait une hétérogénéité intratumorale faible en comparaison
aux autres MET. D’une méme facgon, les échantillons ayant une diversité de clones
tumoraux la plus faible étaient fortement infilirés par les LT CD8+. Au total,
'abondance de TILs épithéliaux était négativement corrélée a la diversité de clones

tumoraux.

Ceci suggére que les sous-clones tumoraux exprimant des néoantigenes
supplémentaires par rapport aux clones parentaux ont plus de chance d’étre éliminés
par les TILs. Pour tester cette hypothese, ils ont utilisé des outils de bio-informatique
afin de prédire les néoantigenes créés par les SNV. De plus, a l'aide d’outils de
phylogénie, ils ont déterminé le moment d’apparition de ces néoantigénes. De cette
fagon, ils ont montré que les échantillons riches en LT CD8+ étaient associés a une
élimination des clones tumoraux présentant des néoantigénes sous clonaux
participant a la purification de la diversité tumorale par les TILs. Il n'y avait pas de
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corrélation entre les TILs stromaux et la déplétion en néoantigénes clonaux ou sous

clonaux.

En réponse a cette immunoédition, certains clones tumoraux échappent au
systeme immunitaire par la perte de [I'hétérozygotie HLA. Ce meécanisme
d’échappement a la pression immunitaire a également été observé dans d’autres
cancers, chez les patients de la cohorte TRACER X [47]. La perte d’hétérozygotie des
génes HLA est associée a une densité augmentée en TILs. La question qui s’est alors

posée est de savoir si un clonotype de TCR est associé a un clone tumoral.

Le séquencage ARN des TCR et des BCR permet d’étudier la variabilité intra-
patiente des TILs entre différents sites métastatiques et leur suivi en lien avec les
clones tumoraux. Dans I'étude de Zhang et al., il y avait bien une corrélation entre la
similarité des TCR et la similarité des clones tumoraux chez 7/13 patientes. Cette
observation était plus marquée chez les patients ayant une densité élevée de LT
CD8+. Une hypothése est que les clonotypes de TILs suivent a la trace les clones
tumoraux. Il n’y avait pas de corrélation entre similarité de BCR et clones tumoraux

suggérant que cette filature des clones tumoraux est réservée aux cellules T.

De nombreuses avancées ont été apportées a la compréhension des
mécanismes d’échappement au systéme immunitaire par la cohorte TRACER X [47].
Chez ces patients atteints de cancer du poumon et de carcinomes rénaux a cellules
claires, 2 mécanismes principaux d’échappement au systéme immunitaire ont été
observés : la baisse du nombre de néoantigénes et l'altération de la machinerie de
présentation des néoantigenes par le CMH. La baisse du nombre de néoantigenes
pouvait passer par 4 mécanismes : l'altération du nombre de copies géniques, la
répression transcriptionnelle, 'hyperméthylation des promoteurs des genes codant les
néoantigénes et I'élimination des clones immunogénes par les cellules T. L’altération
de la machinerie de présentation des néoantigenes par le CMH passait par la perte
d’hétérozygotie des génes HLA ou des mutations dans ces génes [47]. Tous ces

mécanismes n’ont pas encore été étudiés dans les cancers de I'ovaire.
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5.5 Modification du micro-environnement sous l’'influence de la

chimiothérapie

Comme vu précédemment, la chimiothérapie a base de platines et de taxanes fait
partie du traitement de référence dans les cancers de I'ovaire avancés. Il est donc
essentiel d’étudier I'évolution des TlLs avant et apres chimiothérapie pour avoir un
apergu de I'évolution du MET au cours de I'évolution de la maladie.

Les TILs présentent une grande variabilité inter et intra-patientes dans les
différentes études. Une maniére permettant de prendre en compte cette variabilité est
de comparer un méme site métastatique avant et apres CTNA. Jiménez-Sanchez et
al. [48] ont comparé les profils transcriptionnels de 38 sites tumoraux avant et apres
chimiothérapie. Les profils transcriptionnels ont été catégorisés par voies de
signalisation. Avant chimiothérapie, I'expression génique était en majorité celle des
voies oncogéniques. Aprés chimiothérapie, ces mémes sites métastatiques
présentaient une augmentation de I'expression des génes en lien avec 'immunité. La
proportion de cellules NK augmentait aprés CTNA sans modification des autres
populations lymphocytaires. Le séquencage des TCR retrouvait une expansion
oligoclonale apres CTNA entre sites métastatiques identiques. D’autres études
retrouvent une augmentation de la proportion de LT CD8+ et du ratio CD8+/CD4+
apres CTNA [49,50].

Plus le ratio effecteurs sur régulateurs est élevé, meilleur est le pronostic [49]. De
méme, I'équipe de Bohm et al. retrouvait une baisse plus importante des LT
régulateurs chez les patientes bonnes répondeuses a la chimiothérapie en
comparaison aux patientes répondant moins bien a la CTNA [51]. Les patientes
bonnes répondeuses avaient une augmentation du profil d’expression Th1. D’autre
part, plusieurs études retrouvent une augmentation de I'expression de PD-L1 sous
CTNA [51,52].

Ces résultats suggérent que la chimiothérapie par platines et taxanes induit le
passage d’un MET régulateur immunosuppresseur a une réponse cytotoxique
antitumorale. Cette réponse cytotoxique passe par une expansion oligoclonale des LT.

En réponse, I'expression de PD-L1 par les cellules immunes et tumorales augmente.
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5.6 TILs et altérations génétiques

Les altérations génétiques dans les cancers de I'ovaire concernent plusieurs
génes et voies de réparation de ’'ADN : la voie du « mismatch repair » et la voie de la
recombinaison homologue en particulier. L’altération de ces voies de réparation de
'’ADN conduit @ une augmentation de la charge mutationnelle des tumeurs et a une
augmentation de I'expression de néoantigénes [53,54].

En conséquence, les tumeurs BRCA mutées et HRD sont riches en TILs [55].
Strickland et al. [53] ont montré qu’il y avait plus de CD3+ et de CD8+ dans les tumeurs
BRCA mutées que dans les tumeurs HRP. Il n’y avait pas de différence concernant les
CD4+ dans cette étude. lls ont également observé une augmentation de I'expression
de PD1 sur les lymphocytes et de PD-L1 sur les cellules immunes dans les tumeurs
BRCA mutées en comparaison aux tumeurs HRP.

Concernant les anomalies du systeme MMR, Xiao et al. [56] retrouvent une
proportion plus importante de CD3+ et de CD8+ dans les tumeurs avec une perte
d’expression des protéines MMR en comparaison aux tumeurs ayant une conservation
de I'expression de ces protéines. La principale explication est la aussi 'augmentation
des néoantigenes induits par 'augmentation de l'instabilité génomique. L’étude du
MET dans les cancers de 'ovaire MSI est cependant rendue difficile par leur fréquence
faible.

5.7 Principe de I'immunothérapie par inhibiteur de point de

controle immunitaire

Les immunothérapies par anticorps anti-PD1, anti-PDL1, anti-CTLA4 inhibent
l'interaction des molécules de co-stimulation inhibitrice et rétablissent I'activité
antitumorale des lymphocytes. Cette réponse n’est donc pas une réponse immunitaire
de novo, mais rétablit la réponse immunitaire préexistante. Cela nécessite une
infiltration préexistante des tumeurs par des TILs. La réponse aux inhibiteurs de points
de contréle immunitaire (ICl) sera d’autant plus importante que le répertoire de TCR
sera clonal [57].
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5.7.1 Marqueurs de réponse a 'immunothérapie

L’lImmuno Oncology Handbook de 'lESMO répertorie 3 biomarqueurs de réponse a
limmunothérapie [58] :
- L’expression de PD-L1 par les cellules tumorales et cellules immunes en
immunohistochimie.
- La charge mutationnelle tumorale reflétant les néoantigénes, avec la difficulté
de définir le seuil qualifiant une haute charge mutationnelle, variable en fonction

du primitif [59].

- L’infiltration par cellules de l'inflammation : CD3+, CD8+, macrophages, cellules
régulatrices.

Les essais d’'immunothérapie en premiére ligne sont peu satisfaisants. L’étude
JAVELIN 100, par exemple, évaluant I'ajout de I'’Avelumab a la chimiothérapie par
Carboplatine-Paclitaxel, a été arrété pour futilité [60]. L’étude IMAGYN 050 évalue
I'ajout de I’Atezolizumab a un traitement par Carboplatine, Paclitaxel et Bévacizumab
[61]. La PFS médiane dans la population en intention de traiter est de 19,5 mois dans
le groupe Atezolizumab et 18,4 mois dans le groupe placebo (HR = 0,92, IC 95 % :
0,79-1,07). La PFS médiane dans le groupe PD-L1 > 1% était de 20,8 mois dans le
groupe Atézolizumab et de 18,5 mois dans le groupe placebo (HR = 0.80, IC 95 % :
0,65-0,99, p=0.038). Les données de SG ne sont pas encore disponibles. Comme vu
précédemment, le MET s’enrichit en LT CD8+ cytotoxique et I'expression de PD-L1
augmente sous CTNA. Il est donc intéressant d’étudier la place de 'immunothérapie

dans le cancer de I'ovaire prétraité.

Zhu et al. [62] ont conduit une méta-analyse a partir de 15 études utilisant des
inhibiteurs de PD1 ou PD-L1 seuls ou en association en cas de récidive de cancer de
l'ovaire. Le taux de réponse globale s’étend de 4 a 48 %, avec un taux de réponse
toutes études confondues a 19 %. La résistance aux platines ne semblait pas
influencer ce taux. L’hétérogénéité de réponse aux ICI pouvait s’expliquer par
l'utilisation des ICI en monothérapie ou en combinaison. En cas de traitement par ICI
(Pembrolizumab, Avelumab, Atezolizumab, Nivolumab), le taux de réponse globale
étaitde 9 % (1IC 95 % : 7-12 %).

Une des hypothéses avancées dans la littérature pour expliquer ce faible taux
est la faible charge mutationnelle (autour de 3,6/Mb) dans les cancers de l'ovaire
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[59,63]. Cependant, dans les cancers de l'ovaire, cette charge mutationnelle et le
nombre de néoantigénes ne semblent pas corrélés a l'infiltration en LT CD8+ [64].
Cette hypothése n’est donc pas suffisante. De plus, malgré la faible charge
mutationnelle, Bobisse et al. ont mis en évidence des LT CD8+ reconnaissant
spécifiquement de néoantigenes tumoraux dans la plupart des cancers de l'ovaire
étudiés par des méthodes d’enrichissement des LT oligoclonaux [65]. Ceci suggére
que malgré I'absence de réaction immune antitumorale dans certaines tumeurs, ces
tumeurs ont une infiltration en TILs reconnaissant les cellules tumorales, alimentant
I'espoir envers les thérapies cellulaires. Concernant I'utilisation de I'expression de PD-
L1 comme biomarqueur, il existe des données discordantes sur lefficacité des
immunothérapies en fonction de ce biomarqueur. Ceci peut étre expliqué en partie par

'absence d’homogénéité dans les techniques et les seuils utilisés [66—69].

Comme vu précédemment, la chimiothérapie modifie le MET en induisant une
augmentation du ratio CD8+/CD4+, une augmentation de la réponse cytotoxique des
TILs et une augmentation de I'expression de PD-L1. Une piste intéressante semblait
donc étre I'association des ICl a la chimiothérapie. La méta-analyse conduite par Zhu
et al. [62] retrouve un taux de réponse globale en cas de combinaison d’un ICI avec
une chimiothérapie de 36% (IC 95 % : 24-51 %). Les études étaient hétérogenes,
utilisant des chimiothérapies diverses (Doxorubicine liposomale pégylée, Cisplatine

associée a la Gemcitabine, Cyclophosphamide).

Le rationnel de l'utilisation du cyclophosphamide dans ce contexte repose sur
ses propriétés alkylantes et donc d’altération de I’ADN ainsi qu'immunomodulatrice.
Le cyclophosphamide réduit de la tolérance immunitaire en abaissant les cellules T
régulatrices, en restaurant les fonctions effectrices des TILs et des cellules NK, et en
maintenant une homéostasie permettant le bon fonctionnement des cellules
dendritiques. |l permet alors d’orienter le MET vers une réponse antitumorale [70-73].

Cette chimiothérapie est souvent utilisée dans les protocoles de thérapie cellulaire.

Plusieurs autres stratégies thérapeutiques ont été développées pour modifier le
MET en faveur d’'un environnement immun antitumoral effectif. Le VEGF a une action
protumorale et immunosuppressive en inhibant la maturation des cellules dendritiques,
en induisant I'expression de molécules de co-stimulation inhibitrices sur les LT CD8+
et en favorisant l'induction et la maintenance des LT régulateurs [70,72,73]. Des
études de combinaison du Bévacizumab avec des ICl ont été menées. Zhu et al.
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rapportent un taux de réponse globale de 30% (IC 95% : 19-44%) en cas d’association

d’ICI avec le Bévacizumab.

Enfin, concernant les PARPI, ceux-ci génent les mécanismes de réparation de
'ADN et favorisent linstabilité génomique. Leur efficacité passe par la létalité
synthétique, mais passerait également par leur capacité a augmenter la charge
mutationnelle tumorale et le nombre de néoantigene méme en I'absence d’altération
de la voie de recombinaison homologue. Ceci expliquerait 'augmentation, bien que
faible, de la SSP dans le groupe Niraparib en comparaison au groupe placebo chez
les patientes HRP dans 'étude PRIMA [29]. Par ailleurs, I'activité immunomodulatrice
des PARPI passerait par la production d’interféron et de cytokines pro-inflammatoires.
La méta-analyse de Zhu et al. rapporte un taux de réponse globale de 17 % (IC 95 % :

11-26 %) en cas de combinaison d’un ICI avec un PARPI.

A noter, des résultats de phase | encourageants utilisent des combinaisons de
trithérapie par PARPi + anti-VEGF + ICI (Olaparib + Cediranib + Durvalumab) ou CT
+ ICI + anti-VEGF (Endoxan + Pembrolizumab + Bevacizumab).

Le défi actuel est donc dagir sur le MET pour le rendre moins
immunosuppresseur et orienter les TILs vers une activité cytotoxique antitumorale.
Pour ce faire, des études se tournent actuellement sur l'utilisation des cellules du
systéme immunitaire pour orienter le MET vers une activité antitumorale. Nous allons

brievement évoquer ces thérapies cellulaires.
6 Vers les thérapies cellulaires lymphocytaires et au-dela

Les thérapies cellulaires utilisent les TILs ou les lymphocytes périphériques pour
induire une réponse antitumorale. De maniere synthétique, 3 méthodes peuvent étre

envisagées et sont illustrées par la Figure 5 [58] :

- La récupération de cellules T naturellement dirigées contre les cellules
tumorales du patient soit en récupérant les lymphocytes T dans le sang
périphérique par aphérese soit en récupérant les TILs.

- Lamodification des lymphocytes T du patient par ingénierie génétique pour faire
exprimer un TCR dirigé contre un antigéne d’intérét.

- La modification des lymphocytes T du patient par ingénierie génétique pour faire
exprimer un récepteur antigénique chimérique (CAR) dirigé contre un antigene
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d’intérét aussi appelé « CAR T cells ». Actuellement 17 études utilisant des
CAR T cells sont référencées sur ClinicalTrials.gov comme étant dans les

cancers de l'ovaire.

Ces thérapies nécessitent la réalisation de chimiothérapies lympho-déplétives et
d’injection d’IL-2 a visée d’expansion lymphocytaire et sont responsables de toxicité
non négligeables a type d’infection, de syndrome de relargage cytokinique (SRC) et

de neurotoxicité.

Isolement des cellules T a
A Exérése tumorale B partir du sang périphérique

M

tumorales
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- =
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Expansion des Expansion des cellules T et
cellules T élaboration de la perfusion

Figure 5. Thérapie cellulaire par transfert adoptif des TILs (A) ou par modification génétique des
lymphocytes T sanguins pour qu’ils expriment un TCR ou un CAR spécifique d’un antigéne tumoral (B)
d’aprés I'lmmuno-Oncology Handbook [58].

Les thérapies cellulaires ont changé les pratiques dans plusieurs hémopathies
malignes telles que les lymphomes B diffus a grandes cellules ou les leucémies aigués
lymphoblastiques de type B. Dans les cancers solides, des résultats intéressants ont
également été obtenus dans le mélanome [74]. Les thérapies cellulaires ont été
évaluées dans les cancers de l'ovaire depuis le début des années 1990 [75]. Les
résultats sont variables et les limites sont marquées par : 'hétérogénéité intratumorale,
limmunogénicité des antigénes de surface, la difficulté d’acheminement des cellules

au site tumoral.

D’autres stratégies sont a I'étude, telles que des thérapies cellulaires utilisant
les cellules NK. Leur profil de toxicité est différent avec notamment 'absence de SRC

et de neurotoxicité du fait d’'un profil de sécrétion cytokinique différent, de 'absence de
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réaction de greffon VS hote en 'absence de dépendance des cellules NK au systéme
HLA. La recherche de vaccins antitumoraux utilisant les cellules dendritiques est aussi
une voie de recherche active et peut s’associer aux thérapies cellulaires utilisant les

lymphocytes T.

La discussion des avantages, limites et perspectives de ces stratégies
thérapeutiques peut faire I'objet d’'un manuscrit a part entiére et n’est pas développée
iCi.

7 Ascite maligne dans les COSHG
7.1 Physiopathologie

La formation d’ascite maligne est multifactorielle. Elle résulterait d’'un déséquilibre
entre le drainage lymphatique et la filtration vasculaire. La baisse du drainage se fait
par obstruction des vaisseaux lymphatiques par les cellules tumorales. L’augmentation
de la filtration vasculaire peut étre expliquée par 'augmentation de la perméabilité des
néovaisseaux tumoraux via la sécrétion de VEGF, d’IL-6 et d’IL-8 [76,77].

Meésothélium ’Cavitv:é Mésothélium
péritonéale

Cellules
endothéliales Vaisseaux
sanguins

Dilatation
vasculaire par
sécrétion de

VEGF

Fuite Passage du Accumulation du Obstruction
vasculaire liquide a liquide dansla  lymphatique par les
de liquide travers le cavité péritonéale cellules tumorales

mésothélium
Figure 6. Mécanisme de formation de I’ascite maligne d’apreés Ford et al. [76]

L’ascite maligne est un liquide riche en cellules diverses : fibroblastes,
adipocytes, cellules immunitaires, cellules tumorales isolées ou organisées en
sphéroides [76]. Les lymphocytes présents dans l'ascite maligne sont appelés
« lymphocytes associés aux tumeurs » (TALs). L’ascite contient aussi des composants
non cellulaires sécrétés par les cellules composant I'ascite : ADN libre (tumoral et
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sain), cytokines, métabolites, exosomes, protéines impliquées dans la communication
intercellulaire (Figure 7).

La dissémination péritonéale des cellules tumorales, aussi appelée
transccelomique, passerait par une transition épithélio-mésenchymateuse des cellules
tumorales favorisant leur adhésion aux cellules mésothéliales bordant la cavité
péritonéale [78]. L’ascite joue un role majeur dans cette dissémination de plusieurs
maniéres. La transition épithélio-mésenchymateuse serait induite en partie par I'lL-6
et I'lL-8 présents dans I'ascite et la dissémination transccelomique serait facilitée par
la présence d’ascite. Le sens des flux d’ascite participerait aussi a déterminer la
localisation des implants tumoraux péritonéaux [79,80]. Au total, I'ascite est un micro-
environnement a part entiere ou se jouent des interactions, entre composants
cellulaires et non cellulaires, qui sont impliquées dans la dissémination péritonéale et
la chimiorésistance [77,81].
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Figure 7. Composition de I’ascite maligne dans le cancer de I'ovaire d’aprés Ford et al. [76]
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Le passage de lymphocytes dans l'ascite est cependant peu décrit. Les TALs
pourraient provenir des vaisseaux, mais aussi directement du MET des implants

péritonéaux.

7.2 L’ascite : un symptéme fréquent et de mauvais pronostic dans

les cancers de I'ovaire

Le cancer de l'ovaire est la premiére cause d’ascite maligne chez la femme.
Ayantunde et al. ont réalisé une étude rétrospective retrouvant une étiologie ovarienne
dans 36,7 % des cas d’ascite maligne [82]. Dans cette cohorte, I'ascite était constatée
cliniquement dans 41 % des cas. Lorsque cette ascite n’était pas diagnostiquée
cliniquement, elle était objectivée lors de la laparotomie ou des examens d’'imagerie
(scanner ou échographie). Dans cette cohorte, 58 % des patients développaient des
symptdémes en lien avec l'ascite (augmentation du périmétre abdominal, douleurs,

nausée, dyspnée, satiété précoce, asthénie).

La ponction d’ascite permet de soulager les patientes des symptébmes causés
par la présence d’ascite, mais n’empéche pas la ré-apparition d’ascite. Les diurétiques
(spironolactone ou furosémide) sont parfois utilisés lorsqu’il y a une part
d’hypertension portale expliquant la production d’ascite. Le traitement par anti-VEGF
a montré une augmentation du délai entre 2 ponctions d’ascite [83]. La mise en place

d’un drain abdominal est également une option en cas d’ascite récidivante.

Dans une étude sur 333 patientes atteintes d’'un cancer de I'ovaire de type
epithélial, 80 % des patientes présentent de l'ascite au diagnostic tous stades
confondus [84], 90 % chez les patientes avec FIGO Ill et 100 % en cas de FIGO V.
La présence d’ascite de haut volume (>1.8L) était associée a un pronostic plus sévere.
Le seuil définissant une ascite de haut volume est variable entre les études, mais sa
valeur pronostique est conservée. A noter que la présence d’ascite est presque

systématique lors de la récidive.

Ainsi, I'ascite est un matériel facilement accessible par une procédure simple,
réalisable au lit des patientes. Ce geste permet a la fois de soulager les patientes des
symptomes en lien avec I'accumulation de I'ascite et d’avoir accés a du matériel
tumoral. Cette procédure est plus simple a mettre en place que les biopsies sous
contréle radiologique ou les biopsies chirurgicales nécessitant une anesthésie
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générale. Plusieurs études se sont donc intéressées a l'ascite et a son informativité

concernant les cellules tumorales et le MET.
7.3 L’ascite maligne comme biopsie liquide ?

L’ascite est donc un matériel facilement accessible et riche en informations.
Patch et al. ont pu étudier, en utilisant des prélévements d’ascite, le génome, le
transcriptome et le méthylome des cellules tumorales de patientes en récidive et
identifier des mécanismes de résistance a la chimiothérapie [9]. Pour cela, ils ont
récupéreé les cellules tumorales présentes dans I'ascite grace a des billes couvertes
d’anticorps reconnaissant I'antigene EpCAM présent a la surface des cellules
epithéliales. lls en ont ensuite extrait TADN et 'ARN. lls ont ainsi montré que les
patientes atteintes d’un cancer de I'ovaire présentaient une charge mutationnelle (un
nombre de SNV) plus élevée lors de la récidive en comparaison au tissu tumoral de
ces mémes patientes avant traitement. Le nombre de SNV semblait li€ au nombre de
cures de chimiothérapies réalisées. L’apparition d’'une résistance a la chimiothérapie
pouvait s’expliquer par des mécanismes de réversion des mutations de BRCA1/2
germinales. Cela pouvait passer par divers mécanismes chez une méme patiente et
allait jusque 11 mécanismes de réversions différents. De méme, les patientes ayant
une tumeur initiale comportant une méthylation du promoteur de BRCA7T pouvaient
présenter des clones déméthylés spécifiguement sur le promoteur de BRCAT a la
récidive. Un autre mécanisme de chimiorésistance, identifié par I'étude des transcrits
de fusion, était des fusions impliquant le gene ABCB1 codant la protéine MDR1. Cette
protéine est une pompe a efflux entrainant des résistances au Paclitaxel et a la

Doxorubicine.

L’étude des sphéroides présents dans I'ascite est aussi riche en informations.
Les sphéroides sont des agrégats de cellules tumorales non adhérentes, de
fibroblastes et de macrophages présents dans I'ascite. Leur formation nécessite une
transition épithélio-mésenchymateuse des cellules tumorales via la voie de
signalisation Wnt et une perte de I'expression de I'E-cadhérine. Ces sphéroides sont
chimiorésistants et seraient a I'origine des récidives [76,81]. Kim et al. ont comparé les
profils mutationnels de tumeurs primitives a ceux de sphéroides [85]. lls ont ainsi
retracé la phylogénie des cellules tumorales et ont montré qu’il existe une séparation

précoce entre les clones tumoraux dans la tumeur primitive et dans l'ascite. Les
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sphéroides présents dans I'ascite présentaient moins d’hétérogénéité que la tumeur
primitive et les différents sphéroides semblaient provenir d’un clone tumoral unique.
L’étude de ces sphéroides est intéressante et pourrait permettre l'identification
précoce des néoantigenes potentiellement ciblables par thérapie cellulaire des clones

tumoraux responsables des récidives.
7.4 L’infiltration immune dans I’ascite maligne

Le volume de l'ascite lors d’'une chirurgie premiére a été rapporté comme un
critere pronostic [84]. Feigenberg et al. rapportent des profils d’expression génique
différents en fonction du volume de I'ascite. L’ascite de faible volume était enrichie en
cellules exprimant des génes impliqués dans I'immunité [86]. La valeur pronostique de
I'ascite pourrait reposer sur son infiltration en cellules immunes. Cette hypothése est
supportée par le fait qu’un ratio CD4+/CD8+ élevé est associé a un mauvais pronostic
[87].

La plupart des articles s’intéressant a l'infiltration de I'ascite maligne utilisent les
lymphocytes sanguins comme groupe comparateur. Ces différentes études et leurs
résultats principaux sont détaillés dans la Table 1.

La caractérisation des TCR par séquencage permet d’étudier la diversité des
clonotypes lymphocytaires entre les patientes et les tissus. Dans I'ascite, le répertoire
de clones lymphocytaire semble tres variable entre les patientes [88]. L’étude des TCR
permet aussi d’identifier les antigénes tumoraux immunogeénes. Il serait intéressant de
déterminer si I'étude du répertoire de clones lymphocytaires présent dans l'ascite

reflete la diversité de clones tumoraux.
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Table 1. Résumé des articles s’intéressant aux TALs chez les patientes suivies pour un cancer de I’ovaire

Premier Nombre . :
auteur et de pl\f:a)lg‘\?en;g:tss L?:::I'y:: Lymphocytes étudiés Coarzgie:;a‘l/sson Résultats principaux
année patientes
Bamias, 71 Diagnostic (n=49) CMF LT CD8+, CD4+, CD4+ Sang (71) et | Plus de lymphocytes NKT et LT CD4+ régulateurs
2007 [89] et récidive (n=22) REG, cellules NKT péritoine (20) |dans A vs S.
Giuntoli Diagnostic (n=25) Faible r_atio C_D4/CD8 dans A associé a _meilleur
5009 [8,7] 27 et récidive (n=2) CMF LT CD4+, LT CD8+ Sang (22) pronostic. Baisse de I'lL-2 et augmentation de I'lL-6
et'lL-8 dans A vs S.
Landskron _ . LT CD4+, LT CD8+, LT Diminut.ion du ratio QD4/CD8 dans A vs S., .
2014 [90] ’ 17 Diagnostic CMF CD4+ REG, LT EM, LT Sang (17) Proportion augmentée de LT effecteurs/mémaoires,
naifs LT régulateurs et LT activés dans A vs S.
Ratio CD4+/CD8+ > 1. Plus de LT activés dans A vs
L LT (CD4+ et CD8+) S. Moins de LB et de cellules NK dans A vs S.
ukesova, , . mémoires et naifs activés . U ;
2015 [91] 53 Diagnostic CMF ou non, cellules NK et Sang (53) Presenqe de LT CD4+ associée a moins bon
NKT. LB pronqs:uc ‘et présence de LT CD8+ et cellules NK
’ associée a meilleur pronostic.
Lieber _ _ LT CD8+ et QD4+ et !_eur Plus de CD8+ EM et moins de CD8+ EFF et naifs
5018 [’92] 49 Diagnostic CMF sous populations : naifs, Sang (41) dans A vs S. Plus de CD4+ EM dans A. Les LT
MC, EM et EFF. CD8+ EM sont associés a un meilleur pronostic.
W Ratio de CD4+/CD8+ > 1 dans I'ascite. Tendance a
efers, . . Pas de L ) ) T
2019 [93] 62 Diagnostic CMF LT CD4+, CD8+ comparatif amélioration dg la PFS e’E de .I OS si rajuo -
CD4+/CD8+ faible dans I'ascite (non significatif).
LT CD3+, CD4+ acivés, s plus présents dane fascls sont los offscteurs
Vazquez, 5 |pi . oME  |LT naifs, LT CD4+ et CD8+ | Pas de o Las LT DA o]  cartes otaiont
2020 [94] iagnostic EM. LT REG, comparatif Imem0|res. es LT CD4+ les plus représentes étaien
Th1/Th2/Th17. cellules NK es effgcteurs mémoires, les Th1, les Th2 et les
’ memoires centraux.
Baisse des CD4+ et augmentation des CD8+ dans A
Tonetti, 14 Diaqnostic CMF IE{-II-ESDF:neLch?; ﬁE‘; Sang (14) vs S, ratio CD4/CD8 > 1. Tendance a augmentation
2021 [95] 9 » lymphocy 9 des CD4+ régulateurs dans A. Augmentation de

NKT

I'expression lymphocytaire de PD1 dans A vs S.

A : ascite ; CMF : cytométrie en flux ; EFF : effecteur ; EM : effecteurs/mémoires ; LB : lymphocytes B ; LT : lymphocytes T ; MC : mémoires

centraux ; REG : régulateurs ; S : sang




Objectif de I’étude

Ce travail peut étre dissocié en deux parties. La premiére partie a pour but de faire
la synthése des écrits récents sur I'étude des TlLs dans les cancers de l'ovaire. La
deuxiéme partie a pour but de comparer les caractéristiques phénotypiques des
lymphocytes présents dans l'ascite et dans la carcinose péritonéale de patientes
suivies pour un cancer de I'ovaire avancé. Pour cela, nous avons utilisé les données
recueillies dans I'étude TILSOV-1805, une étude visant a caractériser [linfiltrat
lymphocytaire au diagnostic et aprés chimiothérapie dans les cancers ovariens de

stade avancé dans le sang, I'ascite et le péritoine.



Matériel et méthodes

1 Méthodologie de réalisation de la revue de la littérature

Les criteres PRISMA-P 2015 [96] visent a structurer la méthodologie pour la
réalisation de revues systématiques et de méta-analyses. Nous avons réalisé nos
recherches d’articles dans les bases de données EMBASE via Embase et MEDLINE
via Ovid suivant des mots clés prédéfinis identiques pour ces 2 bases. Ces mots clés
concernaient : le micro-environnement tumoral, les lymphocytes T infiltrant la tumeur,
les lymphocytes T CD8+, les lymphocytes T CD4+, les lymphocytes B, les lymphocytes
T helper, les lymphocytes T régulateurs, les immunocheckpoints, les lymphocytes

folliculaires auxiliaires et des mots clés concernant les cancers de I'ovaire et ses sous-
types.

Nous avons ensuite éliminé les doublons obtenus par les recherches dans les 2
bases de données puis nous avons éliminé les articles correspondant a des revues,
lettres, commentaires, éditos. En nous basant sur les résumés d’articles, nous avons
éliminé les articles n’abordant pas les TlLs et les cancers de l'ovaire avanceés, les
études pré-cliniques ou in vitro, les essais thérapeutiques, les revues/éditos qui
n‘auraient pas été vus a I'étape précédente, les études de cas. Aprés lecture des
articles sélectionnés, nous avons éliminé les articles traitant de parametres immuns
autres que les TlLs, les études sur plasma, les études sur animaux ou in vitro non
eliminés lors de I'étape précédente, les articles traitant de multiples cancers et de

facon minoritaire des cancers de 'ovaire.

Par la suite, nous avons séparé la revue en différentes sous parties : la définition
des TILs, les différentes sous-populations de TILs, la valeur pronostique des TILs,
l'influence des altérations des voies de réparation de 'ADN sur les TILs, les TILs et

immunocheckpoint, l'influence de la chimiothérapie sur les TILs.

Je me suis chargée de la sélection d’articles parus en 2021 et de la rédaction
des parties suivantes : “Influence of DNA repair deficiency on TILs”, “Influence of first

line chemotherapy on TILs landscape”, “Perspectives” et participation a I'écriture du

reste de la review.
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2 Méthodologie du projet exploratoire de TILSOV-1805

2.1 Conception de I'étude

L’étude TILSOV-1805 est wune étude prospective, unicentrique,
interventionnelle, non randomisée réalisée au Centre Oscar Lambret & Lille. Elle est
déclarée sur le site clinicaltrials.gov (NCT 03922776). Cette étude s’adresse aux
patientes atteintes d’'un cancer de I'ovaire ou des trompes a un stade avancé. |l est
réalisé plusieurs prélevements de sang, ascite et péritoine a différents moments de
leur histoire : avant ou aprés chimiothérapie. Le but de I'étude est de décrire le profil
immunologique a ces différents moments au niveau du sang (cellules mononucléées
sanguines périphériques), du péritoine (TILs) et de l'ascite (TALs). Ma theése est un

projet exploratoire ancillaire de I'étude TILSOV.

Les critéres d’inclusion de I'étude TILSOV-1805 étaient :
- Patiente 4gée de 18 ans ou plus ;
- Présence d’'une carcinose avec suspicion de cancer de l'ovaire ou cancer
tubaire, stade IlIC ou IV pleural initial, relevant d’'une ccelioscopie diagnostique ;
- Traitement planifié par chirurgie et chimiothérapie adjuvante, ou chimiothérapie
néo-adjuvante puis chirurgie +/- chimiothérapie adjuvante ;
- Patiente informée et ayant signé le consentement éclairé de la présente étude ;

- Affiliée a un régime de sécurité sociale.

Les critéres d’exclusion étaient :
- Stade IV avec métastases viscérales (pulmonaires, hépatiques...) ;
- Contre-indication a la chirurgie et/ou a la chimiothérapie ;
- Femme enceinte ou allaitante ;

- Patiente sous tutelle ou curatelle.
2.2 Recueil et traitements des échantillons

Les prélévements ont été réalisés lors de la coelioscopie diagnostique. Etaient
recueillis a visée de recherche : 5 mL d’ascite (ou de lavage péritonéal en I'absence
d’ascite), un fragment péritonéal d’environ 2 cm?. Les échantillons de péritoine étaient

découpés au scalpel en fragments de 2 a 4 mm afin de dissocier les cellules a I'aide

36



du gentleMAC® (Miltenyi), dissociateur mécanique. L’ascite, elle, était filtrée et les
globules rouges étaient lysés en cas d’ascite sanglante. Les échantillons mis en
suspension étaient ensuite incubés avec les différents anticorps de marquage

membranaires ou cytoplasmique (Table 2). Cet immuno-phénotypage permettant de
définir des sous-populations cellulaires.
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Table 2. Anticorps de marquage des lymphocytes

Antigene cible fluorochrome clone fournisseur
CD4 BUV395 RPA-T4 BDBioscience
Tim-3 CD 366 BV 421 7D3 BDBioscience
CD3 BV510 SK7 BioLegend
CCR6 SB 600 R6H1 eBioscience
CD56 - NCAM BV 711 5.1H11 BioLegend
PD-1 - cD 279 FITC MIH4 eBioscience
Crth2 - cD294 PE BM16 BioLegend
CD45RA PE Cyan7 HI100 eBioscience
CD25 APC 4.E.3 Miltenyi
CD27 SB 780 0323 eBioscience
PDL-1 - cD 274 PE MIH1 eBioscience
CD8 PE Cyan5 RPA-T8 eBioscience
CTLAA4 - cD152 APC REA1003  Miltenyi
CXCR5 SB 436 MUSUBEE eBioscience
ICOS BV 785 C398.4A BioLegend
CXCR3 -CD183 PE REA232 Miltenyi

Bcl6 APC REA373 Miltenyi

IgD BV 421 IA6-2 BioLegend
CD38 PerCPCyan5,5 HIT2 BDBioscience
CD19 FITC LT19 Miltenyi

CD10 PE 97C5 Miltenyi

CD20 PE Cyan7 2H7 eBioscience
igM APC SA-DA4 eBioscience
Zombie Red™ Fixable Viability Kit BioLegend

2.3 Analyse des échantillons

Les échantillons marqués ont ensuite été analysés par cytométrie en flux. La
cytométrie en flux permet a la fois un décompte et la caractérisation phénotypique des
lymphocytes. Aprés marquage, les cellules passent dans un capillaire permettant de
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les individualiser. L’équipement par laser permet de caractériser la taille cellulaire
(FSC), la complexité cellulaire (SSC) ainsi que les lumieres émises par les
fluorochromes marquant les cellules. Les longueurs d’onde spécifique aux différents
fluorochromes sont recueillies par un photomultiplicateur dédié (Figure 8). Des
représentations graphiques sont ainsi générées et il est possible de dessiner des
fenétres informatiques permettant d’identifier des sous-populations cellulaires.
L’avantage de la CMF en comparaison a I'lHC est la grande rapidité de réalisation de
la technique, la possibilité d’utiliser de nombreux marqueurs sur un seul échantillon et
sa capacité de quantification quand I'lHC est semi-quantitative. La méme machine de
CMF a été utilisée pour 'ensemble des échantillons et I'analyse a été réalisée par la

méme personne.

Systéme électronique
+ informatique

Systéme ffuid_ic_ql.ie S Tig "\ "
LASEHN | hh\
L_: . % 1)\ :

Systéme optique

Figure 8. Principe de la cytométrie en flux (tiré de : https://www.univ-reims.fr/minisite_87/plateau-
technique-de-cytometrie-en-flux/urcacyt-plateau-technique-de-cytometrie-en-flux,17140,31442.html).

SSC : Side Scatter, analyse de la réfraction de la lumiére permettant d’étudier la granularité des cellules ;
FSC : Forward Scatter, diffusion de la lumiere dans I’axe permettant d’étudier Ia taille des cellules.

Le cytometre en flux utilisé était le modele LSR Fortessa BDBioscience, 5
lasers, de la plateforme d’imagerie cellulaire BICeL de Lille. Les données ont été
analysées avec le logiciel FlowJo v10 10.8.0 (FlowJo™). Cette méthode a permis
d’analyser ces sous-populations lymphocytaires : lymphocyte T, lymphocyte CD8+,
lymphocyte CD4+, lymphocyte régulateur, lymphocyte CD4+ mémoire, lymphocyte
CD8+ mémoire, lymphocyte T auxiliaire, lymphocyte TH1, lymphocyte TH2,
lymphocyte TH17, lymphocyte folliculaire T auxiliaire, lymphocyte NK, lymphocyte B
et plasmocytes, les lymphocytes CD3, CD8+ et CD4+ exprimant PD1 et CTLA4.
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Avant l'inclusion de la premiére patiente, des compensations de fluorescence
ont été réalisées avec des tubes par monomarquage pour calibrer 'appareil de mesure

aux anticorps utilisés. Le méme calibrage a été utilisé pour 'ensemble des patientes.
2.4 Analyse de données

Ce travail vise a comparer la proportion de chaque sous-population
lymphocytaire dans I'ascite et dans le péritoine puis a évaluer si la différence entre ces

proportions est significative.

Les CD3+ sont exprimés en pourcentage par rapport a I'ensemble des
lymphocytes ; les CD8+, les CD4+ et les cellules NK en pourcentage par rapport aux
lymphocytes ; les CD8 mémoires en pourcentage par rapport au CD8 ; les CD4
meémoires, par rapport aux CD4 ; les TH1, TH2, TH17 et TFH en pourcentage des
CD4 mémoires ; les TFH naifs, TFH1, TFH2 et TFH17 en pourcentage par rapport a
'ensemble des TFH, les lymphocytes B en pourcentage par rapport a 'ensemble des
lymphocytes ; les LB naifs, mémoires ou les plasmocytes en pourcentage par rapport

a 'ensemble des lymphocytes B.

La stratégie d’analyse des lymphocytes T peut étre trouvée a la Figure 9, la
stratégie d’analyse des lymphocytes B a la Figure 10, la stratégie d’analyse des points
de contrble immunitaires a la Figure 11. Le fenétrage de chaque sous-population est

le méme entre toutes les patientes, mais différe d’'un type de prélévement a un autre.
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Figure 9. Stratégie d’analyse des lymphocytes T
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Figure 11. Stratégie d’analyse des points de contréle immunitaires

2.5 Analyses statistiques

Le logiciel utilisé pour les analyses statistiques est le Stata Software v15.0
(StataCorp 2017. Stata Statistical Software:Release 15. College Station, TX:
StataCorp LLC). Les caractéristiques de la population sont décrites en nombre absolu,
pourcentage, médiane, valeurs extrémes, moyenne et écart-type. Les différentes
populations de TILs et de TALs sont décrites par des médianes, valeurs extrémes,

moyennes et écarts-types.

Le test de Shapiro Wilk a été utilisé pour tester la distribution normale des
variables dans les échantillons. Devant une distribution non gaussienne, le test de
Wilcoxon a été utilisé pour tester la différence de distribution des TlLs et des TALs. Le
test de Wilcoxon est un test non paramétrique permettant de comparer des groupes
appariés de petite taille (N<30). Tous les tests ont été réalisés avec un seuil alpha de
5 %, mais devant la multiplicité des tests et donc du risque élevé de résultats
significatifs dus au hasard, les analyses ont été considérées comme exploratoires et
les résultats significatifs devront étre confirmeés sur échantillons indépendants étudiant
spécifiguement ces associations. La moyenne des différences de valeurs entre I'ascite
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et le péritoine pour chaque patient a été analysée, le test permettait d’analyser si elle
était significativement différente de zéro.

L’étude TILSOV a été construite initialement pour analyser 50 patientes avec
des prélevements initiaux et donc inclure 55 patientes (en considérant un taux de

patients non évaluables de 10 %).

La représentation graphique des boites a moustache représente du haut vers le
bas :

- La valeur adjacente supérieure : la valeur la plus proche égale ou inférieure au
75¢ percentile + 1,5*'écart interquartile ;

- La charniére supérieure : le 75¢ percentile ;

- Laligne dans la boite : la médiane ;

- La charniere inférieure : le 252 percentile ;

- La valeur adjacente inférieure : la valeur la plus proche égale ou supérieure au

25¢ percentile -1.5%I'écart interquartile.

Les valeurs extrémes (outliers, supérieures au 75 percentile + 1,5*|'écart interquartile
ou inférieures au 25° percentile -1.5*I'écart interquartile) sont indiquées en note des
graphiques par une étoile. La dispersion des points est représentée autour de I'axe
central avec un faible bruit aléatoire afin de pouvoir mieux visualiser les points se

chevauchant.
2.6 Cadre réglementaire

Cette étude rentre dans le groupe de Recherche Impliquant la Personne
Humaine catégorie 2 ne portant pas sur un produit (articles L.1121-1 et L.5311-1 du
code de la santé publique). C’est une recherche interventionnelle qui ne comporte que
des risques minimes et des contraintes minimes (prélevements biologiques). Un avis
favorable du CPP XI a été obtenu le 18/09/2018 puis des avis favorables ont été
rendus suite aux amendements n°1 (du 31/12/2018, AF le 22/05/2019) et n°2 (du
15/04/2021, AF le 16/09/2021). L’information a TANSM a été réalisée le 20/09/2018.
Le promoteur de I'étude est le Centre Oscar Lambret et s’est engagé a se conformer
ala MR001 de la CNIL. Les patientes sont informées et signent un consentement écrit
libre et éclairé pour participer a cette étude. Une assurance a été prise dans le cadre
de cette étude. Elle est enregistrée sous un numéro IDRCB conformément a la loi.
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Résultats

1 Partie revue de la littérature

La revue de la littérature se trouve en Annexe 2. Elle est en cours de révision dans la

revue Cancers.
2 Partie projet ancillaire exploratoire TILSOV

Ce projet exploratoire sera présenté sous forme de poster au Congrés de I’Association

Européenne de Recherche en Cancérologie a Séville le 22 juin 2022.
2.1 Caractéristiques des patientes

Au 12/03/2022, 21 patientes ont été incluses dans I'étude (Figure 12). Les
caractéristiques histologiques et moléculaires des patientes incluses sont présentées
dans la Sur le plan moléculaire, 7 des 21 patientes présentaient une mutation BRCA
positive (5 BRCAT et 2 BRCA2). Le phénotype RER a été recherché chez 6 patientes,
toutes présentaient un phénotype microsatellitaire stable. Une patiente a regu une
analyse via le test Myriad® qui a retrouvé un variant de signification inconnue de
BRCAT.

Table 3 et les caractéristiques cliniques dans la Table 4. L’age médian des
patientes était de 69.4 ans. L’histologie principale était le COSHG, dans 95 % des cas.
Une patiente avait un carcinome hépatoide ovarien. Les patientes présentaient un
stade FIGO IIIC dans 95 % des cas, un stade IV pleural au diagnostic dans 5% des
cas. Le PCl médian au diagnostic était de 20. L’ascite au diagnostic était présente
chez 76 % des patientes, sans que cela soit pour autant constaté cliniquement. Ainsi,
seules 14 % des patientes présentaient une augmentation du volume abdominal au
diagnostic. Dans notre étude, 48 % des patientes présentaient des douleurs au
diagnostic, 62 % présentaient des symptdmes : ballonnement, constipation,

métrorragies, sub-occlusion, perte d’appétit ou de poids.
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Evaluées pour I'éligibilité
N=29

Exclues
N=8
1. Cancer autre que ovaire/trompe (4)

2. Probléme logistique (1)
3. Stade FIGO IVB (1)
4. Histologie rare (2)

Incluses pour I'analyse
N=21

Figure 12. Diagramme de flux de I’étude TILSOV-1805

Sur le plan moléculaire, 7 des 21 patientes présentaient une mutation BRCA
positive (5 BRCAT et 2 BRCA2). Le phénotype RER a été recherché chez 6 patientes,
toutes présentaient un phénotype microsatellitaire stable. Une patiente a regu une
analyse via le test Myriad® qui a retrouvé un variant de signification inconnue de
BRCAT.

Table 3. Caractéristiques histologiques et moléculaires des patientes incluses

Caractéristiques histologiques et moléculaires TOTAL
N(%) N=21
Type histologique
COSHG 20 (95%)
Autre (Hépatoide ovarienne) 1(5%)
BRCA tumeur NR=3
Négatif 13 (72%)
Positif BRCA1 4 (22%)
Positif BRCA2 1(6%)
BRCA sang NR=10
Négatif 6 (55%)
Positif 5 (46%)
BRCA sang : type NR=15
BRCA1 4 (67%)
BRCA2 1(17%)
BRCA2 variant de signification inconnue 1(17%)
Statut HRD NR=20
BRCA1 variant de signification inconnu 1(100%)
Phénotype RER NR=15
MSS 6 (100%)
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Une chirurgie premiére a été réalisée chez 5 patientes (24 %) et une CTNA a été
délivrée chez 16 patientes (76 %). Parmi ces patientes ayant recu de la CTNA, 6
patientes ne seront pas opérées. Au total, 15 patientes ont été opérées (d’emblée ou
secondairement). Le nombre de cures de chimiothérapie médian avant chirurgie était
de 6. L’ensemble des patientes opérées ont regu une chimiothérapie adjuvante avec

une médiane de 3 cures adjuvantes.

Table 4. Caracteéristiques cliniques des patientes incluses

Caractéristiques cliniques TOTAL
N(%) — Med[extrémes] N=21
Age

Médiane en années (Min ;Max) 69.4 [43.3;85.9]
ATCD fam. cancer sein < 50 ans

Oui 12 (57%)
Ascite initial

Oui 16 (76%)
Augmentation du volume abdominal

Non 18 (86%)
Douleur

Oui 10 (48%)
Altération de I'état général

Non 21 (100%)
Autre symptome clinique

Non 8 (38%)

Oui
(Anémie microcytaire, ascite et masse pelvienne,
ballonnements abdominaux, constipation, hernie | 13 (62%)
ombilicale, métrorragies noiratres sur masse utérine,
perte d’appétit, perte de poids, sub-occlusion)
Stade FIGO

e 20 (95%)

IV pleural 1(5%)
Score de Sugarbaker initial NR=1

Médiane (Min ;Max) 20[11;39]
Décision thérapeutique (initiale)

Chirurgie premiére 5 (24%)

Chimiothérapie néo-adjuvante 16 (76%)
Chirurgie

Non 6 (29%)

Oui 15 (71%)
S| CHIRURGIE N=15
Moment de la chirurgie

Chirurgie initiale 5(33%)

Chirurgie intervallaire 10 (67%)
S| CHIRURGIE INTERVALLAIRE N=10
Nombre cures avant chirurgie

Médiane-(Min ;Max) 6[3;9]
SI CHIRURGIE N=15
CT adj

Oui 15 (100%)
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2.2 Proportions des différentes populations lymphocytaires dans

I’ascite en comparaison au péritoine au diagnostic

La proportion de chaque sous-population lymphocytaire est représentée dans
la Table 5 et sous forme graphique dans la Figure 13. Avant introduction d’un
traitement par chimiothérapie, la proportion de lymphocytes CD3+ dans I'ascite est
plus importante que dans le péritoine (58.3 % vs 23.6%, p=0.01). Parmi les
lymphocytes T, la proportion de CD4+ est plus importante dans I'ascite (19.2 % vs 3.6
%, p=0.002). Il n’y a pas de différence lorsque I'on regarde la proportion de CD8+ total,
mais il semble y avoir une proportion plus importante de CD8 mémoires dans le
péritoine que dans l'ascite, 29.4 % vs 20.2 % (p=0.044). Le ratio CD4+/CD8+ est
significativement plus important dans l'ascite (0.7 vs 0.3, p=0.002). Parmi la sous-
population de CD4+, les CD4 mémoires sont moins présents dans I'ascite que dans le
péritoine (82.4 % vs 99.1 %, p=0.002) avec un enrichissement de CD4 régulateurs
dans I'ascite en comparaison au péritoine (7.9 % vs 1.8 %, p=0.003). Les différentes
sous-populations de lymphocytes T auxiliaires, Th1, Th2 et Th17 ne semblent pas étre
différentes dans l'ascite en comparaison au péritoine, tout comme les lymphocytes T
folliculaires auxiliaires. La proportion de cellules NK est significativement augmentée
dans le péritoine avec 18.9 % vs 6.9 % dans l'ascite (p=0.002). Concernant la
population de LB, il ne semble pas y avoir de différence dans la proportion de LB ou
de plasmocytes dans I'ascite en comparaison au péritoine. La proportion de LB naifs
est augmentée dans 'ascite en comparaison au péritoine (64 % vs 52.3 %, p=0.03). Il
n'y a cependant pas de différence lorsque I'on considére les LB mémoires. Les
lymphocytes T CD4 exprimant le PD1 sont moins importants dans I'ascite que dans le
péritoine, 5.3 % vs 14.6 % (p=0.001), de méme pour les LT CD8+, 2.9 % vs 19.7 %

(p<0.001). Il n’y a pas de différence observée lorsque I'on s’intéresse au CTLA4.
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Table 5. Proportion des différentes populations lymphocytaires au diagnostic

N Péritoine Ascite Ascite-Péritoine

Paramétres avant la CT N=21 N=21 N=21 p® z

CD3+ (%) 0.01 2.54
Médiane-(Min,Max) 23.6[1.1;82.7] 58.3[0.1;86.2] 14.6 [-60.8;67.4]

CD4+ (%) 0.002 3.05
Médiane-(Min,Max) 3.6 [0;32.3] 19.2 [0;72.5] 8.5 [-12;55.4]

CD8+ (%) NR=2 NR=2 NR=2 0.31 1.01
Médiane-(Min,Max) 14.2 [2.6;50.4] 22.1[0.1;42.5] 4.8 [-49.8;33.9]

Ratio CD4+/CD8+ NR=2 NR=2 NR=2 0.002 3.08
Médiane-(Min,Max) 0.3[0;1.7] 0.7 [0;4.4] 0.4[-0.6;3.6]

CD8 MEM (%) NR=2 NR=2 NR=2 0.044 -2.01
Médiane-(Min,Max) 29.4 [5.7;97.1] 20.2 [3.2;68.5] -10.8 [-71.1;25]

CD4 MEM (%) 0.002 -3.16
Médiane-(Min,Max) 99.1 [0;100] 82.4 [0;95.8] -9.7 [-50;35.8]

NK (%) NR=1 NR=1 0.002 -3.02
Médiane-(Min,Max) 18.9[1.3;73.8] 6.3[0.9;35.4] -9.4 [-63.3;24.7]

TH1 (%) 0.55 0.59
Médiane-(Min,Max) 42.9 [0;93.4] 50.6 [0;91.2] 0.7 [-56.5;61.6]

TH2 (%) NR=1 NR=1 0.91 0.11
Médiane-(Min,Max) 1.6 [0;10] 1.4 [0;7.9] 0[-10;6.8]

TREG (%) NR=1 NR=1 0.003 2.97
Médiane-(Min,Max) 1.8 [0;10] 7.9 [0;23.4] 4.3 [-10;20]

TH17 (%) NR=1 NR=1 0.08 1.77
Médiane-(Min,Max) 4.2 [0;66.7] 10.9 [0;40] 1.3[-26.7;23.3]

TFH (%) 0.97 -0.03
Médiane-(Min,Max) 2.1[0;94.4] 2.5[0;69] 0.1[-43.4;25.3]

TFH1 (%) 0.90 -0.12
Médiane-(Min,Max) 29.5 [0;100] 19.4 [0;100] 0 [-80.6;59.9]
Moyenne-écart-type 33.9(34.3) 31.3(32.1) -2.6 (37.7)

TFH2 (%) 0.58 -0.56
Médiane-(Min,Max) 7.7 [0;90.9] 14.3 [0;68.3] -0.7 [-76.5;36.1]

TFH17 (%) 0.79 0.26
Médiane-(Min,Max) 7.3[0;75.1] 4.9 [0;60] 0 [-45.1;47.9]

LB (%) NR=1 NR=1 0.74 -0.34
Médiane-(Min,Max) 3.3[0.7;22] 3[0;18.2] 0.4 [-15.7;9.8]

LB naif (%) NR=1 NR=1 NR=2 0.03 2.17
Médiane-(Min,Max) 52.3 [21.8;98.6] 64 [26.7;85.7] 10.6 [-28.1;47.8)

LB MEM (%) NR=1 NR=1 NR=2 0.31 1.01
Médiane-(Min,Max) 54.9[30.2;99.2] 64 [0.9;86.1] 3.4[-61.9;41.2]

Plasmocyte (%) NR=1 NR=1 NR=2 0.28 -1.09
Médiane-(Min,Max) 5.1[0.1;20] 2.6[0;17.2] -0.7 [-19.1;16]

PD1+ total (%) 0.11 1.62
Médiane-(Min,Max) 4.2[0.2;71.9] 19.9 [0;47.9] 12.8 [-60.5;39.3]

PD1+ CD4+ (%) 0.001 -3.19
Médiane-(Min,Max) 14.6 [0;57.1] 5.3 [0;50] -7.3 [-43.9;50]

PD1+ CD8+ (%) NR=2 NR=2 NR=2 <0.001 -3.82
Médiane-(Min,Max) 19.7 [4.7;97.5] 2.9[0.2;42.6] -14.8 [-90.3;-2.5]

PD1+ CD3+ (%) <0.001 -4.01
Médiane-(Min,Max) 8.6[2.1;86.8] 1.1 [0;20.1] -6.1 [-80.6;-0.9]

CTLA4+ total (%) NR=2 NR=2 NR=2 0.75 -0.32
Médiane-(Min,Max) 0[0;0.2] 0[0;5.2] 0[-0.2;5]

CTLA4+ CD4+ (%) NR=2 NR=2 NR=2 0.40 -0.85
Médiane-(Min,Max) 0.7 [0;42.9] 0.3[0;11.8] 0[-38.8;6.2]

CTLA4+ CD8+ (%) NR=2 NR=2 NR=2 0.29 -1.07
Médiane-(Min,Max) 0.9 [0.1;79] 0.1[0;63.3] -0.1[-72.2;41.6]

CTLA4+ CD3+ (%) NR=2 NR=2 NR=2 0.84 -0.2
Médiane-(Min,Max) 0.1[0;45.2] 0[0;17.7] 0 [-44.2;16.5]

(1) p-value du test de Wilcoxon pour données appariées, testant la différence de distribution.

plus grandes dans |'ascite.
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Au total, avant chimiothérapie, le micro-environnement immun dans I'ascite
semble enrichi en lymphocyte T ayant des propriétés régulatrices et pauvre en cellules
cytotoxiques aidant possiblement a la propagation tumorale au sein du péritoine par
dissémination dans le liquide d’ascite. Par ailleurs, les lymphocytes mémoires sont
moins nombreux dans 'ascite, les lymphocytes T ainsi sécrétés dans I'ascite seraient

naifs, préts a étre recrutés dans les sites métastatiques péritonéaux.
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(Avant CT, N=21, p=0.01) (Avant CT, N=21, p=0.002) (Avant CT, N=19, p=0.31)
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Figure 13. Représentation graphique des populations lymphocytaires dans le péritoine et dans I'ascite
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(Avant CT, N=21, p=0.90)
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Figure 14. Représentation graphique des populations lymphocytaires dans le péritoine et dans I’ascite

(suite 1)
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(Avant CT, N=19, p=0.40) (Avant CT, N=19, p=0.29) (Avant CT, N=19, p=0.84)
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(suite 2)
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Discussion

1 Principaux résultats

Ce projet exploratoire ancillaire de I'étude TILSOV-1805 visait a comparer les TlLs
et les TALs afin de déterminer si le micro-environnement tumoral du péritoine pouvait
étre étudié par I'observation du liquide d’ascite. Pour cela, nous avons utilisé des
prélevements de péritoine et de liquide d’ascite de patientes atteintes d’un cancer de
I'ovaire avancé. Nous avons identifié différentes sous-populations lymphocytaires a
I'aide de la cytométrie en flux puis nous avons utilisé le test de Wilcoxon pour comparer

les échantillons d’ascite et de péritoine.

Nous avons ainsi mis en évidence des différences entre TILs et TALs dans
certaines sous-populations. Nous avons trouvé une différence de proportion de CD4
avec plus de CD4+ dans I'ascite en comparaison au péritoine. Parmi les différentes
populations de LT CD4+ nous avons trouve, de maniére significative, une proportion
plus faible CD4+ mémoires et une plus grande proportion de CD4+ régulateurs dans
'ascite en comparaison au péritoine. Parmi les LT CD8+, la proportion de CD8+
mémoires était plus faible dans l'ascite en comparaison au péritoine. Le ratio
CD4+/CD8+ était significativement plus important dans I'ascite en comparaison au
péritoine, tout en restant inférieur a 1, montrant ainsi une proportion de CD8+
supérieure au CD4+ que ce soit dans I'ascite ou dans le péritoine. Le marquage PD1
des lymphocytes était moins important dans I'ascite en comparaison au péritoine parmi
les CD8+ et les CD4+. Les proportions de LT auxiliaires et de LT folliculaires auxiliaires
ne semblaient pas différentes. Nous avons mis en évidence une proportion de cellules
NK dans l'ascite significativement plus faible en comparaison au péritoine. Le nombre

de LB naifs était augmenté dans I'ascite en comparaison au péritoine.
2 Discussion des résultats

A notre connaissance, il N’y a qu’une seule autre étude ayant comparé les TALs et
les TILs dans les cancers de I'ovaire avancés de type épithélial par la technique de
cytométrie en flux [89]. Cependant, comme discuté en Introduction, I'étude de Bamias
et al. incluait une grande partie de patientes ayant recu de la CTNA, ce qui, comme
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discuté précédemment, modifie le MET. Par ailleurs, les patientes chez qui il y avait
un prélévement d’ascite n’avaient pas forcément de prélevement de carcinose. Ces
données n’étaient pas appariées. Plusieurs autres études ont décrit les TALs dans le
cancer de I'ovaire. Dans notre étude, la proportion des LT dans I'ascite était de 58 %.
Les valeurs retrouvées dans la littérature sont trés variables, les études de cytométrie
en flux portant souvent sur un nombre d’échantillons faible. Toutefois, ces données
restent souvent proches de nos résultats [86, 87, 93, 95]. Dans notre étude, le ratio
CD4/CD8 était inférieur a 1, montrant ainsi une proportion supérieure de CD8+ que de
CD4+ dans l'ascite. Cette donnée est discordante avec certaines études de la
littérature [87, 88, 93] et concordante avec une autre [88]. La variabilité est importante
entre différentes études et parmi les patientes d’'une méme étude [86, 95] mettant en
lumiére la singularité de chaque patiente. A noter que ces études ont utilisé la
technique de cytométrie en flux sur des échantillons de patientes non prétraitées,
ayant un MET non modifié par la chimiothérapie.

Cependant, l'ascite a été décrite comme un milieu immunosuppresseur,
protumoral. Tran et al. [97] ont étudié le role de I'ascite maligne de 5 patientes sur la
fonctionnalité des TALs. lls ont observé une inhibition de la dégranulation des
lymphocytes T CD8+ et une baisse de la sécrétion d’IL-2 dans le liquide d’ascite,
responsable d’une baisse de 'activité antitumorale dans I'ascite. L’étude de Giuntoli et
al. [87] portait elle sur 37 patientes, afin d’analyser a la fois les LT CD8+ et LT CD4+
dans l'ascite et le profil cytokinique dans l'ascite et dans le péritoine. Les profils
cytokiniques retrouvaient une augmentation de la concentration d’IL-6, d’'IL-8 et d’IL-
10 dans l'ascite. Ces cytokines sont associées a la progression tumorale par I'inhibition
de la polarisation Th1, la promotion en Th2, la migration des cellules tumorales et
limmunosuppression. lIs retrouvaient eux aussi une baisse de I'lL-2 impliquée dans

I'expansion des lymphocytes effecteurs et donc dans la réponse antitumorale.

Nous avons retrouvé une baisse des CD8+ mémoires dans I'ascite en comparaison
au péritoine. L’étude de Landskron et al. [90] ne différenciait pas les TALs mémoires
et effecteurs. lls retrouvaient une augmentation de la population effectrice/mémoire
que ce soit pour les LT CD8+ ou les LT CD4+. L’étude de Tran et al. [97] suggérait,
elle, que les LT CD8+ présents dans l'ascite étaient des effecteurs différenciés. lls
n’ont pas étudié la population de LT CD8+ mémaoires. Ces 2 études peuvent étre mises
en paralléle de I'étude de Zhang et al. [46], décrite en introduction, suggérant que les
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LT CD8+ suivent les clones tumoraux péritonéaux. Ainsi le liquide d’ascite semble étre
un milieu de transport actif et pourrait permettre aux LT effecteurs de pister les clones

tumoraux afin de délivrer une réponse antitumorale.

La valeur pronostique des LT CD8+ a été étudiée dans le liquide d’ascite de 30
patientes atteintes d’'un cancer de I'ovaire avancé non prétraitées [92]. Cette étude a
montré que les patientes avec un liquide d’ascite riche en LT CD8+
effecteurs/mémoires avaient un meilleur pronostic que celles avec un liquide d’ascite
pauvre en LT CD8+ effecteurs/mémoires. Une autre étude de Wefers et al. portant sur
62 patientes non prétraitées présentant de I'ascite au diagnostic n’a pas montré
d’amélioration significative, mais une tendance a I'amélioration de la SG et de la SSR
chez les patientes ayant une ascite riche en CD8+, faible en CD4+ et ayant un ratio
CD4/CD8 faible [93].

Nous avons trouve une différence dans la proportion de CD4+ régulateurs avec
une proportion de 7,9 %, plus importante dans l'ascite que dans le péritoine. Cette
proportion est proche de celles retrouvées dans la littérature [86, 88, 93, 95]. Dans
notre étude, I'ascite semble étre un milieu immunosuppresseur avec une augmentation

des LT CD4+ régulateurs en comparaison au péritoine.

Nous avons aussi recherché I'épuisement lymphocytaire dans le liquide d’ascite
par le marquage de PD1 et CTLA4. Nous avons trouvé une baisse des LT PD1+ dans
'ascite en comparaison au péritoine avec 1 % des CD3+PD1+. Ceci est discordant
avec la littérature. L’étude de Wefers et al. [93] retrouvait un marquage des LT de 30
% et I'étude de Tonetti et al. [95] un marquage proche de 25 %. Le marquage des LT
par CTLA4 était insignifiant dans notre étude. Ceci concorde avec I'étude de Wefers

et al
3 Discussion de la méthode

La cytométrie en flux est une technique quantitative rapide pouvant détecter de
nombreux fluorochromes. Cependant, elle n’est pas dénuée de biais. Il existe une
incertitude de mesure quant au fenétrage permettant d’identifier les différentes sous-
populations lymphocytaires. Le biais d’évaluation entre les préléevements d’ascite et de
péritoine est cependant limité car le fenétrage des sous-types lymphocytaires est le

méme entre toutes les patientes pour un méme type de prélévement. Le traitement
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des échantillons et les analyses ont été faits par une seule et méme personne pour
tous les prélevements sans deuxieéme lecture, ce qui limite la validité interne de I'étude.

Une autre limite de cette technique est la quantité limitée d’anticorps utilisable
qui reste toutefois plus importante que les possibilités qu’offre 'HC. L’anticorps
CD45RA permet de différencier les LT naifs des LT mémoires (mémoire/effecteur et
mémoires centraux). L'anticorps CCR7 permet de différencier les LT mémoires
effecteurs et mémoires centraux, mais nous ne I'avions pas dans le panel d’anticorps
utilisés. Cette technique ne permet pas non plus d’étudier la spécificité de
différenciation des LT par I'étude des TCR, ce qui permet par extension d’identifier les

clones tumoraux cibles des LT effecteurs [46].

Concernant l'identification des sous-types de LB, les LB naifs et mémoires n’ont
pas été identifiés par le méme fenétrage et il y a sans doute eu un recoupement entre
ces deux populations expliquant certains de nos résultats.

Lorsque les patientes ne présentaient pas d’ascite au diagnostic, un lavage
péritonéal était réalisé au bloc opératoire afin de récupérer les cellules desquamantes.
Cela représentait 24 % des patientes. La composition du lavage péritonéal est
probablement différente de celle de I'ascite. En effet, comme vu en introduction, la
formation d’ascite est un processus actif et dynamique et contient aussi des

composants acellulaires qui influencent la composition cellulaire de I'ascite [80].

D’autre part, I'effectif de patientes incluses dans cette étude est faible (N=21).
Ceci est expliqué en grande partie par la pandémie de COVID19 qui s’est développée
quelques mois aprés I'ouverture de I'étude TILSOV-1805 et responsable d’un retard
diagnostic chez beaucoup de patientes [98]. Comme nous I'avons vu plus haut, les
études précédentes ont aussi porté sur de faibles effectifs et relevaient une grande
variabilité inter-patiente.

Enfin, au vu de la multiplicité des tests statistiques et du risque élevé de faux
positifs, ces résultats doivent étre considérés comme exploratoires.
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4 Perspectives

Nous avons vu qu'il existait des différences dans la proportion des sous-types
lymphocytaires dans I'ascite et le péritoine. Cependant, nous n’avons pas étudié leur
spécificité. L’analyse des TCR des sous-types lymphocytaires reflete les antigenes
tumoraux les plus immunogénes. L’analyse des TCR des TALs en parallele de celle
de I'ensemble des TILs d’'une méme patiente permettrait de savoir si un unique
prélevement d’ascite pourrait refléter 'ensemble des LT différenciés de 'ensemble des
implants péritonéaux d’'une méme patiente. D’autre part, la mise en paralléle de
'analyse des TCR et de la prédiction des néoantigenes par le séquengage du génome
des clones tumoraux permettrait d’analyser si les spécificités des TALs permettent
d’identifier les antigénes tumoraux les plus immunogénes dans le cancer de 'ovaire.

Dans le cadre de l'étude TILSOV-1805, les caractéristiques cliniques des
patientes sont recueillies. L’analyse des caractéristiques phénotypiques des
lymphocytes se fait sur des prélévements de sang, d’ascite et de péritoine avant et
apres chimiothérapie. Ainsi, cette étude permettra de préciser le lien entre les
différents sous-types lymphocytaires dans la réponse a la chimiothérapie et le
pronostic. Les inclusions de I'étude TILSOV se poursuivent.

Enfin, sur le plan thérapeutique, I'étude des TILs et des TALs donne une idée
des antigénes tumoraux les plus immunogénes. Ainsi I'étude des TlLs et des TALs
sous chimiothérapie pourrait donner une idée de I'émergence de sous clones

tumoraux pouvant étre ciblés par des thérapies cellulaires.
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Conclusion

Dans un premier temps, ce travail a permis de synthétiser les dernieres études sur
les TILs dans les cancers de I'ovaire. Ainsi, notre revue de la littérature met en lumiere
'hétérogénéité des préléevements étudiés, I'hétérogénéité des techniques,
'hétérogénéité de leurs normes, la variabilité inter et intra-patientes du MET. Nous
retrouvons trés peu d’études comparant les TALs au TILs. Cette synthése renforce

'idée d’homogénéiser la lecture des TlLs et des TALs a I'avenir.

Dans un second temps, le projet exploratoire mené a partir de I'étude TILSOV-
1805 suggere des différences entre les TILs et les TALs. En particulier en ce qui
concerne les cellules T protumorales et les cellules mémoires. Ainsi, dans notre
expérience, I'étude des TALs provenant de I'ascite n’est pas superposable a celle des

TILs de la carcinose péritonéale dans les cancers de I'ovaire de stade avancé.
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Résumé :

Contexte : De nombreuses études se sont intéressées a la valeur pronostique des
lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs) dans les cancers de I'ovaire avancés et les
recherches actuelles se focalisent sur leur utilisation en thérapeutique. L’étude des
TILs au cours de I'évolution de la maladie est freinée par la difficulté a obtenir du
matériel tumoral. Les lymphocytes associés aux tumeurs (TALs) présents dans
l'ascite sont plus facilement accessibles. Afin de faciliter I'étude du micro-
environnement au cours de la maladie, nous avons comparé les TILs et les TALs.

Matériel et Méthodes : Dans cette étude monocentrique, interventionnelle, non
randomisée chez des patientes atteintes d’'un cancer de l'ovaire ou des trompes
avancé, de stade FIGO IlIC ou IV, éligible a une ccelioscopie de diagnostic, des
échantillons d’ascite et de carcinose péritonéale (CP) ont été collectés. Des analyses
de cytométrie en flux ont permis de comparer les TILs et les TALs. L’analyse
statistique a été faite par le test de Wilcoxon pour des données appariées. Cette
étude est enregistrée sur ClinicalTrials.gov, numéro NCT03922776.

Résultats : Vingt et une patientes ont été incluses dans I'étude TILSOV-1805. Les
échantillons d’ascite et de péritoine ont été obtenus avant chimiothérapie. Nous
avons trouvé une différence dans la proportion de lymphocytes CD4+ (p=0.002) et
du ratio CD4+/CD8+ (p=0.002) dans I'ascite en comparaison a la CP. Dans les sous-
populations de lymphocytes T, nous avons trouvé une différence avec plus de
lymphocytes T régulateurs (p=0.003) et moins de lymphocytes T mémoires dans
'ascite en comparaison a la CP. La proportion de cellules B naives était plus
importante dans I'ascite en comparaison a la CP (p=0.03). Nous n’avons pas observé
de différences dans la proportion de lymphocytes auxiliaires ou folliculaires
auxiliaires entre les deux types d’échantillons. Nous avons observé une baisse
d’expression de PD1 sur les TALs en comparaison aux TILs sans différence
concernant I'expression de CTLA4.

Conclusion : Nos résultats suggerent des différences entre les TILs et les TALs en
particulier concernant les cellules T protumorales et les cellules naives. Ainsi, les
TALs provenant de 'ascite ne peuvent étre considérés comme un substitut aux TlLs
de la carcinose péritonéale dans les cancers de l'ovaire.
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