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Epigraphe

« Ne disons donc de rien en Science que c’est définitif! et c’est d’ailleurs la lintérét
passionnant et inexprimable de la Science que d’offrir toujours et je m’adresse a vous les
Jjeunes de grandes émotions a découvrir, soyez donc enthousiastes ».

Arséne d'Arsonval, conférence « schéma nouveau de la circulation du sang » 1934

« Mieux vaut connaitre le pire plutét que de rester dans une horrible incertitude ».

Oscar Wilde ; Les aphorismes et pensées (1854-1900)
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1. Introduction

On dénombre 43 366 cas par an de cancer colorectal (CCR) en France, et celui-ci
représente la 2°™ cause de décés par cancer chez 'homme et la 3°™ chez la femme (1).
Jusqu'a la moitié des patients atteints de CCR développeront une maladie métastatique,
avec une survie a 5 ans estimée a 13,5% (2). Le péritoine (séreuse qui recouvre 'ensemble
de la cavité abdominale et les viscéres qui s’y trouvent) est le 3°™ site métastatique apres le
foie et le poumon (3). La localisation reste uniquement péritonéale dans environ 25% de ces
cas (4,5). Les métastases péritonéales d’origine colorectale (MPc) sont synchrones dans 5 a
7% et métachrones dans 4 a 19% (6-8).

Jusqu'a dans les années 80, les oncologues et les chirurgiens digestifs considéraient
les MPc comme une maladie a caractére incurable. Actuellement, le seul traitement curatif
des MPc validé est basé sur une cytoréduction compléte (CCO) ou maximale (avec un
minimum de reliquat tumoral < 1 mm, CC1) qui peut associée a une chimiothérapie
hyperthermique intrapéritonéale (CHIP) a la mitomycine, encadrée par une chimiothérapie
systémique (9). Ce traitement a permis d’améliorer la survie a long terme de patients hyper
sélectionnés avec une médiane de survie qui varie entre 22 et 60 mois et un taux de
guérison de 16% selon Goéré et al. (10).

Cependant, ce traitement chirurgical curatif n’est accessible qu'aux patients
présentant des MPc résécables. Or, les patients atteints de MPc considérées comme non
résécables au moment du diagnostic, ne pourront pas avoir accés a ce traitement curatif
malgré une chimiothérapie systémique néoadjuvante. De plus, ce traitement chirurgical est
associé a une morbidité de 24,1% chez ces patients déja fragiles et toute complication peut
retarder I'introduction de la chimiothérapie systémique post-opératoire qui est tout aussi
importante dans leur prise en charge.

Le but a terme de ce travail est de proposer des alternatives thérapeutiques afin de

pouvoir traiter ces nombreux patients atteints de MPc non résécables.
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1. Rappels concernant les métastases péritonéales et leurs traitements

1.1. Les métastases péritonéales coliques

1.1.1. Réle du péritoine

Le péritoine est une séreuse constituée d’'un mésothélium (épithélium simple) et d’un tissu
conjonctif sous-jacent qui tapisse les parois de la cavité abdomino-pelvienne et représente
une surface totale équivalente a la surface corporelle et mesure 90 um d’épaisseur (11). Il
peut envelopper en totalité ou en partie les organes qui y sont contenus.

Ainsi, on distingue : i) le péritoine pariétal qui tapisse la totalit¢é des muscles de la paroi
abdominale ; ii) le péritoine viscéral qui constitue I'enveloppe externe des organes intra-
abdominaux (hormis l'ovaire) (12). L'espace virtuel entre ces deux couches (viscérale et
pariétale) appelé cavité péritonéale, contient environ 50 a 100 mL de liquide séreux. Chez
’lhomme, le péritoine forme un compartiment entierement clos. Chez la femme, cette cavité

péritonéale est ouverte sur I'extérieur par le biais de la filiére génitale.

Le péritoine est dérivé embryologiquement du mésoderme. Plus précisément, le péritoine
pariétal est dérivé du mésoderme somatique et le péritoine viscéral est dérivé du
mésoderme splanchnique. |l aide a suspendre le tube intestinal primitif pendant le
développement via les mésentéres ventraux et dorsaux. Ainsi, la cavité péritonéale est
subdivisée en compartiments interconnectés, qui dictent I'écoulement du liquide péritonéal
circulant dans le sens céphalique par une pression négative produite dans le haut de
I'abdomen via la respiration (Figure 1A). Sur le plan histologique, le péritoine est constitué
d'une mince couche de cellules mésothéliales (ou mésothélium) recouvrant un tissu
conjonctif cellulo-graisseux dense, qui recouvre une seconde couche de tissu conjonctif plus
lache contenant les cellules de la lignée inflammatoire, les vaisseaux sanguins et

lymphatiques et le réseau nerveux (Figure 1B-C).
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Figure 1 : A) Mouvements des liquides dans la cavité péritonéale influencés par la gravité, les
inspirations et le péristaltisme intestinal (1 Courant ascendant, 2 courant descendant) selon Elias et al.
2010 (13), B) coupe schématique du péritoine selon Sugarbaker et al. 2007 (14), C) coupe
histologique du péritoine en coloration HES (1 mésothélium, 2 submesothélium, 3 tissu adipeux

fibreux) selon Mizumasa et al. 2020 (15).

Les cellules mésothéliales peuvent étre « squameuses » ou « cuboides » et présentent des
différences de structure. Les cellules mésothéliales de type squameux contiennent peu de
mitochondries, un réticulum endoplasmique et un appareil de Golgi peu développé. Ces
organites sont situés au centre de la cellule, prés du noyau qui est rond ou ovale (16). Les
cellules mésothéliales cuboides contiennent un nucléole central volumineux avec des
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mitochondries et réticulum endoplasmique abondants, un appareil de Golgi bien développé
(17).

La surface des cellules mésothéliales est constituée de nombreuses microvillosités variant
en forme, en taille et en densité, permettant ainsi d’augmenter la surface fonctionnelle
mésothéliale (18). Cette monocouche dynamique contribue sensiblement aux propriétés
structurales, fonctionnelles et homéostatiques du péritoine (16).

La membrane basale sous-jacente est un mince réseau laminaire contenant du collagéne de
type | et IV, des protéoglycanes et des glycoprotéines, qui agit comme une barriére sélective
aux macromolécules entrant dans la couche sous-mésothéliale.

Le tissu conjonctif cellulo-graisseux est constitué d'un réseau complexe de matrice
extracellulaire composé de différents types de collagéne, glycoprotéines,
glycosaminoglycanes et protéoglycanes. Il contient également des vaisseaux sanguins,
lymphatiques et divers types de cellules tels que des fibroblastes, des macrophages et
mastocytes (16,19).

La vascularisation de la cavité péritonéale est différente selon le feuillet péritonéal. Le feuillet
viscéral a une vascularisation identique a l'organe dont il est la séreuse (via les artéres a
destinées digestives et le drainage porte). Le feuillet pariétal regoit une vascularisation de
type somatique, identique a celle de la paroi abdominale. Ainsi il existe des anastomoses
artérielles et veineuses entre ces deux feuillets, pouvant aboutir au développement de
varicosités lors d'une hypertension portale.

La vascularisation lymphatique est paralléle a la vascularisation sanguine et assure le
drainage de I'ensemble de la cavité abdominale par des relais lymphatiques situés au niveau
des deux coupoles diaphragmatiques. On note de nombreuses anastomoses entre les
lymphatiques du péritoine pariétal et de la plévre pariétale de part et d'autre du diaphragme.

Le liquide péritonéal est ensuite drainé vers le médiastin puis vers le conduit thoracique.

Les roles du péritoine sont multiples :

- il permet I'échange du liquide péritonéal et des protéines de faible masse moléculaire
a travers la membrane péritonéale. Les microvillosités de la surface luminale des
cellules mésothéliales jouent un réle important dans ce processus (20,21).

- les cellules mésothéliales produisent en petite quantité le liquide péritonéal riche en
phosphatidylcholine permettant de diminuer la friction entre organes et de faciliter
leurs mouvements (22).

- le péritoine agit comme une premiére barriére de défense (23). En effet, le péritoine

est perméable a certaines cellules via les vaisseaux lymphatiques et micropores
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appelés stomates (3 a 12 uym). Ces stomates sont principalement situés dans le
grand omentum et dans les régions sous-phréniques (14).

- Enfin, le péritoine a un rdle dans la cicatrisation en libérant des facteurs de
croissance aprés une agression bactérienne ou iatrogéne comme une chirurgie (24).
Ainsi, les cellules tumorales circulantes dans la cavité abdominale peuvent étre
emprisonnées par la fibrine sur les sites traumatisés, et proliférer sous I'effet des
facteurs de croissance (25). C’est pourquoi lors d’'une ccelioscopie exploratrice dans
un contexte de métastases péritonéales, les trocarts doivent étre placés sur la ligne
médiane pour limiter au maximum la dissémination. En effet, |l n’est pas rare de voir
limplantation tumorale au niveau des orifices des trocarts, secondaire au
traumatisme musculaire. Pour limiter ce risque de dissémination, certains auteurs
prénent I'exploration abdominale via un mono-trocart qui semble bien adapté pour

réaliser cette exploration abdominale (26,27).

En conclusion, le péritoine doit étre considéré comme un « organe » ayant une fonction
structurelle et protectrice pour le contenu de la cavité péritonéale. Mais comme tout
organe, il peut aussi étre a l'origine de pathologie cancéreuse primaire ou secondaire.
Nous allons aborder ce point et détailler la spécificité des voies métastatiques de cet
organe, voies qui font encore actuellement I'objet de recherches.

1.1.2. Physiopathologie des métastases péritonéales coliques

Le terme de carcinose péritonéale était utilisé pour décrire 'ensemencement de cellules
tumorales sur le péritoine pariétal ou viscéral. Le terme de métastases péritonéales (MP)
semble actuellement étre plus approprié. Les MP sont habituellement secondaires a une
tumeur provenant d’'un organe intra-abdominal (célon, rectum, pancréas, estomac, vésicule
biliaire, intestin gréle ou de I'ovaire), mais peuvent parfois provenir d’'une tumeur d’un organe
extra-abdominal tel que le sein ou le poumon (28). Enfin, de fagon plus exceptionnelle, il
peut s’agir d’'un cancer primitif du péritoine : le mésothéliome abdominal par exemple.

Grace a une meilleure compréhension des mécanismes de la propagation métastatique du
cancer colorectal (CCR), les patients avec des métastases péritonéales coliques (MPc)
isolées, sans autre métastase extra-péritonéale sont considérés aujourd’hui, comme étant
porteurs d’'une maladie loco-régionale d’'un stade avancé (29,30). Ces données montrent
aussi la complexité de cette propagation métastatique au niveau péritonéal. En effet, bien

que de nombreux progrés aient été réalisés dans la compréhension de la biologie tumorale
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et des mécanismes de diffusion des métastases, les facteurs influencant la « route
métastatique » des cellules tumorales restent peu connus.

Ainsi, plusieurs voies de propagation des cellules tumorales pourraient étre a l'origine de
'ensemencement des cellules tumorales sur le péritoine :

- La voie dite hématogéne, principale voie des autres sites métastatiques, implique des
molécules spécifiques (Figure 2) et pourrait étre a I'origine des MP secondaires aux organes
extra-abdominaux comme le sein par exemple. Cette physiopathologie métastatique est un
processus complexe, non aléatoire qui est régulé par différents facteurs intrinséques des

cellules cancéreuses, le microenvironnement tumoral et leurs interactions (31).
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Figure 2 : Physiopathologie des voies métastatiques hématogéne et transccelomique selon
Pretzsch et al., 2019 (32).

- Néanmoins, la principale voie métastatique des MP secondaires aux organes intra-
abdominaux comme le CCR, repose habituellement sur la propagation transccelomique
des cellules tumorales dans la cavité péritonéale. L'émergence des MP est le résultat
d'interactions moléculaires entre les cellules cancéreuses et les éléments hbtes, impliquant
plusieurs étapes bien définies, appelée « la cascade métastatique péritonéale ».
Le développement des MP utilise une voie différente qui implique cing étapes essentielles
(Figure 3):

- détachement des cellules tumorales de leur tumeur primaire et gain de mobilite,

- évasion,

- adhérence a la surface péritonéale,
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- invasion du péritoine,

- prolifération et formation de métastases péritonéales (33).
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Figure 3 : Physiopathologie des métastases péritonéales selon Sluiter et al., 2016 (33)

Ainsi, le détachement des cellules tumorales du CCR peut étre di aux mécanismes suivants:

I’exfoliation spontanée des cellules tumorales se développant a travers la séreuse
(stade T4). Au niveau moléculaire, le détachement des cellules tumorales et le gain
de mobilité qui en résulte sont le résultat d'une régulation négative des molécules
d'adhérence cellule-cellule dans le cadre de la transition épithélio-mésenchymateuse
et des changements dans le cytosquelette. Les molécules d’adhérence cellule-cellule
comprennent les intégrines, les cadhérines et les sélectines. L’'EGFR, ¢c-MET sont
des récepteurs également impliqués dans le processus de transition épithélio-
mésenchymateuse (34). De fagon similaire, la perforation d’une tumeur peut mener a
une spoliation de cellules tumorales et entrainer un ensemencement de ces cellules
sur le péritoine (35).

Le rejet spontané des cellules tumorales dans les vaisseaux lymphatiques autour
de la tumeur primaire en raison d'une augmentation de la pression du liquide
interstitiel (36).

la dissémination iatrogéne en peropératoire, en raison de l'ouverture de la tumeur
ou de I'écoulement lors de la section des vaisseaux lymphatiques et vaisseaux
sanguins (37,38).

La dissémination iatrogéne postopératoire via une fuite anastomotique (33,39,40).

Une fois libres dans la cavité abdominale, les cellules tumorales sont transportées dans

'ensemble de la cavité abdominale suivant le mouvement du liquide péritonéal (décrit plus
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haut). Les zones préférentielles sont les sites de stagnation du liquide (espace sous

phrénique droit, gouttiere pariéto-colique droite) et les zones déclives (cul de sac de

Douglas, angle de Treitz et pédicule hépatique), les zones peu mobiles (valvule iléo-caecale,

antre gastrique), enfin les zones de réabsorption du liquide péritonéal (grand omentum). En

effet, 'omentum est un site privilégié d'implantation de cellules tumorales notamment via la

présence d’unités fonctionnelles microscopiques appelés taches laiteuses ou « milky spots »

qui constituent en quelque sorte un microenvironnement (41-43).

Ainsi, 'adhérence des cellules va pouvoir se faire sur le péritoine via deux mécanismes :

I'envahissement transmésothélial et 'envahissement translymphatique.

La voie transmésothéliale : les cellules tumorales libres dans la cavité péritonéale
produisent des cytokines qui vont permettre une ré-organisation du cytosquelette des
cellules mésothéliales. Ce réarrangement structural va permettre aux cellules
tumorales de s’infiltrer dans le péritoine pour atteindre la membrane basale et s’y lier
grace a des mécanismes d’adhérence cellulaire s’appuyant sur les intégrines (44) et
la surexpression de molécules de surface telles que le CD44 (45,46). Les cellules
tumorales activent ensuite une néo-angiogenése indispensable dans le
développement et la propagation des MP.

Le processus translymphatique : 'envahissement de la membrane basale et du
tissu conjonctif via les stomates est plus rapide. Ainsi, une fois adhérentes au tissu
conjonctif sous-mésothélial, les cellules tumorales vont pouvoir se multiplier sous
l'influence de facteurs de croissance (TGF-B, EGF et FGF) et former les MP (47).

Aprés ce paragraphe sur la physiopathologie, nous comprenons mieux les conditions

d’implantation et de propagation des cellules néoplasiques au sein de la cavité

péritonéale. Cela explique en partie les difficultés de diagnostic des MP a la phase

précoce, souvent peu symptomatiques, de petite taille et étendues sur I'ensemble du

péritoine. En effet, actuellement 'imagerie diagnostique des MP (infracentimétriques) a de

nombreuses limites et la confirmation histologique des MP via des biopsies nécessite un

abord chirurgical. Ainsi, I'évaluation de I'étendue des MP coliques via un score de cotation

est un élément indispensable dans la prise de décision oncologique et chirurgicale

initiales, mais également dans I'évaluation post-thérapeutique.
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1.1.3. Evaluation de I’extension de la maladie péritonéale

L’évaluation initiale de I'extension des MP est un élément clé dans la discussion en réunion
de concertation pluridisciplinaire (RCP) de la stratégie thérapeutique. Ainsi, ce critére a une
valeur pronostique et présage de I'ampleur de la future résection chirurgicale si celle-ci est
indiquée.

Etant donné les limites des méthodes d’évaluation en imagerie qu’on ne détaillera pas dans
ce travail, le recours a une méthode plus invasive est indispensable. La ccelioscopie est
'examen de référence mais peut sous-estimer I'étendue de la maladie comparativement a la
voie de laparotomie (48).

La cotation de I'étendue des MP se base sur plusieurs scores mais le plus courant reste
index de carcinose péritonéale (appelé « Peritoneal Cancer Index », PCI). Il s’agit d’'un
systéme de cotation employé aussi comme un outil diagnostic et pronostic. Ce score est en
fait la somme des valeurs des treize régions abdominales, chacune recevant un chiffre de 0-
3 basé sur la plus grande taille de tumeur dans chaque région. Le PCI varie de 0 a 39 et il

est proportionnel a I'étendue de la maladie (Figure 4).
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Figure 4 : index de carcinose péritonéale selon Liang et al. 2019 (49)

Initialement, ce score a été utilisé pour I'exploration chirurgicale par ccelioscopie ou
laparotomie mais il a été décliné récemment en radiologie (PCl radiologique). Ces
explorations doivent étre standardisées, minutieuses, quadrant par quadrant pour déterminer
au mieux le PCI.
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Comme nous I'avons abordé plus haut, ce score est principalement analysé pour décider
en RCP de la prise en charge des patients avec MP coliques (MPc). Cette prise en
charge s’est ainsi basée sur 3 objectifs :

- Un contrdle systémique,

- Un contrdle locorégional macroscopique,

- Un traitement microscopique.

1.2. Prise en charge des métastases péritonéales par chimiothérapie

Jusqu'aux années 80, les oncologues et les chirurgiens digestifs considéraient les MPc
comme une maladie incurable (50), traitée par des soins palliatifs. La prise en charge des
MPc a beaucoup évolué ces dernieres années notamment par la compréhension du
phénomeéne de dissémination (détaillée précédemment dans le 1) de ce manuscrit). En effet,
les chirurgiens et oncologues ont considéré les MPc non pas comme une maladie terminale
généralisée, mais plutdt comme une premiere étape de diffusion de la maladie, au méme
titre que les métastases hépatiques (7). Ainsi, outre le traitement de la maladie systémique
basé sur la chimiothérapie veineuse, un traitement locorégional a été proposé reposant sur
la résection chirurgicale et le traitement de la maladie péritonéale microscopique par

chimiothérapie intrapéritonéale.

La premiére étape de traitement d’'un patient avec MPc synchrone ou métachrone, repose
sur la chimiothérapie systémique de 6 mois au total (51). Plusieurs protocoles sont proposés
en fonction de l'age du patient, de son état général et de ses comorbidités notamment
cardiaque et rénale.

Les deux principaux cytotoxiques en pratique courante sont le 5-Fluorouracile (5-FU) et
I’'Oxaliplatine :

- Le 5-FU, utilisé depuis les années 1950, est le plus ancien médicament prescrit dans
le traitement des cancers digestifs. |l est encore actuellement 'un des médicaments
les plus couramment utilisés en cancérologie. Il appartient a la classe des anti-
métabolites de type anti-pyrimidique dont le mécanisme d’action principal est de
bloquer la méthylation de l'uracile en thymine et donc d’inhiber la synthése de 'ADN
(52).
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- Dans les années 1990, I’Oxaliplatine a été découvert et a montré une activité
cytotoxique contre le cancer colorectal avancé. |l s’agit d’'un agent alkylant qui se
distingue des autres platines par un radical porteur cyclique di-amino-cyclo-hexane. Il
interagit principalement au niveau de 'ADN en induisant des lésions primaires qui
bloquent la réplication de I'ADN et sa transcription en ARN. C’est ainsi qu’a
concentration plus faible, I'Oxaliplatine entraine une inhibition de la croissance
cellulaire et la survenue plus importante de I'apoptose (53). L’efficacité anti-tumorale
de I'Oxaliplatine est maintenant clairement établie tant sur le plan fondamental que
cliniqgue compte tenu de nombreuses études disponibles. In vitro, I'Oxaliplatine a
démontré une activité cytotoxique sur de nombreuses lignées cellulaires humaines,
notamment coliques, de méme que in vivo sur les modéles animaux.

- L’activité synergique in vitro et in vivo de I'Oxaliplatine et du 5-FU est clairement
démontrée et a permis d’adopter de nouveaux schémas thérapeutiques chez les

patients présentant un CCR (54).

Les avantages de la chimiothérapie systémique chez ces patients porteurs de MPc
sont nombreux, mais le principal reste la réduction du PCI post-traitement permettant ainsi
d’envisager chez le patient non résécable d’emblée, une chirurgie de cytoréduction

maximaliste et une préservation d’organe (55,56).

Cependant pour certains auteurs, 'efficacité de la chimiothérapie systémique doit étre mise
en balance avec les complications telles que la neuropathie due a I'Oxaliplatine, I'aplasie
fébrile, I'atteinte hépatique. En effet, les effets secondaires de la chimiothérapie systémique
chez ces patients fragiles, associés a sa potentielle non-efficacité, doivent remettre en cause

I'intérét de celle-ci a chaque RCP de cancérologie digestive.

En pratique, la chimiothérapie systémique fait partie intégrante de la prise en charge
initiale des patients atteints de MPc. Mais il est nécessaire d’évaluer la réponse apres
chimiothérapie systémique afin d’aider les oncologues et chirurgiens dans leur choix de

stratégie oncologique notamment chirurgicale.

1.3. Evaluation de la réponse a la chimiothérapie systémique
Actuellement, la clé de la prise en charge en cancérologie repose sur la réponse au
traitement mise en place par I'équipe médico-chirurgicale. Cela permet de suivre I'efficacité

de la thérapie et d’adapter de fagon précise la prise en charge au cours du temps. Plusieurs
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stratégies ont été mises en place afin d’évaluer la réponse thérapeutique apres

chimiothérapie pour des MPc : radiologique, coelioscopique et anatomopathologique.

Le bilan radiologique est I'outil d'évaluation de la réponse au traitement le plus couramment
en routine. Ainsi, dans les MPc, le scanner abdomino-pelvien, 'IRM abdominale et la
tomographie a émission de position couplée au scanner (TEP-SCAN) sont largement

pratiqués dans le bilan initial et le suivi des patients traités par chimiothérapie.

Le but est de rechercher les critéres de non résécabilité comme I'atteinte du pédicule ou du
hile hépatique, de la racine du mésentére, l'atteinte diffuse de lintestin gréle et I'atteinte
pelvienne majeure comprenant la vessie (57). Les recommandations du Thésaurus National
de Cancérologie Digestive (TNCD) de 2019 abordent surtout le bilan et la prise en charge
des métastases hépatiques de CCR (58). Néanmoins, le scanner thoraco-abdomino-
pelvien (TAP) est 'examen de référence dans les CCR métastatiques (58). Le scanner TAP
non injecté, artériel et portal est 'examen le plus couramment utilisé et permet de détecter
les MPc avec une sensibilité de 25% a 96% et une spécificité d’environ 85% (59-62). Cela
s’explique par son accessibilité, son temps d’acquisition rapide, son codt, mais également
son interprétation qui est plus facile pour les chirurgiens digestifs dits « non experts » en
MPc (63).

Cependant, il a une principale limite qui résume bien la problématique et la spécificité de
cette maladie a savoir, la détection des lésions infra-centimétriques. Certaines équipes,
proposent de coupler au scanner TAP, une ingestion de produit de contraste afin d’améliorer

la détection des MPc sur le péritoine viscéral de l'intestin gréle notamment (64).

L’IRM abdominale de diffusion a une place importante dans la détection des MPc.
Plusieurs études ont comparé cet examen au scanner TAP mais les résultats sont
divergents. Cet examen doit respecter un protocole d’acquisition particulier, bien décrit par le
réseau francais RENARAD (65) et donc nécessite un temps d’acquission plus long que le
scanner. Son co(t et sa disponibilité limitent aussi son extension. Cependant, entre des
mains expertes, sa sensibilité serait meilleure, notamment pour la détection des tumeurs
mucineuses (66,67).

Pour Dohan et al., ces deux examens doivent étre interprétés de maniére concomitante afin
de combiner la haute résolution de contraste de I''RM et la haute résolution spatiale du
scanner (68). Mais la principale limite de I'IRM reste également la détection les lésions
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péritonéales infracentimétriques avec une sensibilité de 74% mais une spécificité de 97%
(69,70).

Le 3°™ examen de détection des MPc est la tomodensitométrie a emission de positons
(TEP) au 18-FDG couplée au scanner TAP, souvent utilisée par les oncologues dans le
suivi. Cet examen a sa place dans le bilan initial des CCR métastatiques résécables selon
les recommandations francaises, dans le but de rechercher d’autres métastases extra-
abdominales (58). Plus spécifiquement pour les MPc, les résultats des études sont
hétérogenes (71) mais cependant la méta-analyse de Kim et al. qui a inclus 14 études avec
671 patients au total, retrouvait une sensibilité de 87% et une spécificité de 92% (72). La
réponse métabolique compléte peut donc présager d’'une réponse a la chimiothérapie
neoadjuvante, mais doit nécessairement étre étayée par d’autres arguments de réponse au

traitement.

L'exploration chirurgicale reste la pierre angulaire du bilan préopératoire mais également
du bilan post chimiothérapie systémique (73). La ccelioscopie exploratrice serait
théoriquement le meilleur examen pour évaluer le PCI, reflet de la réponse thérapeutique
post-chimiothérapie (74). Cette voie mini-invasive a également l'avantage d’obtenir des
biopsies de MP afin de confirmer I'étiologie et d’évaluer la réponse histologique post
chimiothérapie systémique. Elle permet surtout de sélectionner les patients candidats a une
chirurgie curative de cytoréduction et + CHIP, et d’éviter des laparotomies inutiles chez ces
patients en cours de traitement par chimiothérapie systémique (37). Récemment, Iversen et
al. ont conclu que le taux de contre-indication a la chirurgie curative par la ccelioscopie était
de 41%, alors qu'il était de 31,3% pour Tabriziean et al. (76,77).

Toutefois, I'exploration par ccelioscopie a ses limites :

Elle pourrait étre responsable de la propagation des cellules malignes et notamment au
niveau des orifices de trocarts (discuté précédemment dans le 1) de ce manuscrit). Elle n’est
pas possible chez tous les patients, notamment chez ceux avec des antécédents
chirurgicaux abdominaux rendant I'exploration hasardeuse ou délétere. Néanmoins, des
études publiées a ce sujet ont confirmé la faible morbi-mortalité de cette technique
(75,76,78,79).

Enfin, le PCI a aussi ses limites: il n'est pas un facteur de réponse pour toutes les

chimiothérapies. Par exemple, aprés traitement par chimiothérapie intrapéritonéale
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pressurisée par aérosol (PIPAC), les métastases péritonéales forment des lésions plus
fibreuses, planes, blanchatres mais restent toujours visibles. Ainsi, aprés traitement par
PIPAC, le PCI reste stable et ne semble pas étre pas un bon critere de réponse a la
chimiothérapie intrapéritonéale, contrairement au critére de réponse histologique qui a toute

sa place dans cette indication.

L’histologie est 'examen de référence pour évaluer objectivement la réponse thérapeutique
aprés chimiothérapie. Les scores de régression anatomopathologique ont montré une

pertinence clinique dans divers cancers, notamment pour le cancer du célon (80).

Cela nécessite que I'anatomopathologiste décrive et mesure objectivement les changements
histologiques de la tumeur afin de faciliter I'évaluation thérapeutique. Ainsi, le fait d’obtenir
une bonne réponse histologique aprés chimiothérapie systémique ou intrapéritonéale permet
au clinicien de poursuivre le méme traitement ou d’envisager une cytoréduction chirurgicale
curative si I'état général du patient le permet. En revanche, I'absence de réponse fournit un

signal précoce pour envisager d'autres modalités thérapeutiques.

Enfin, cette mesure objective de la réponse histologique au traitement est également trés
utile dans les essais cliniques et facilite la comparaison des résultats des futures thérapies
avec ceux actuellement disponibles.

Plusieurs classifications histologiques sont établies en cancérologie :

» La classification de TRG « Tumor Regression Grade » est la plus utilisée en

pratique clinique. Elle a été initialement décrite par Mandard et al. (81) et a été
reprise par I'équipe de Rubbia-Brandt et al. (82) pour les métastases hépatiques
d’origine colorectale. Cette classification estime le taux de cellules tumorales
résiduelles et de fibrose aprés chimiothérapie mais ne prend pas en compte la
nécrose. En effet, pour ces auteurs, la nécrose est liée a I'évolution spontanée de la
tumeur, impliquant un apport vasculaire insuffisant, et non au traitement lui-méme.
Ainsi 5 sous-groupes sont individualisés :

- TRG1 : absence de cellules tumorales résiduelles,

- TRG2 : rares cellules tumorales résiduelles,

- TRG3: présence de cellules tumorales résiduelles au sein de tissu fibreux

majoritaire,
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- TRG4 : présence de cellules tumorales résiduelles au sein de tissu fibreux
minoritaire,
- TRG5 : nombreuses cellules tumorales résiduelles sans signe de régression
tumorale.
A partir de ces cing grades (Figure 5), Rubbia-Brandt et al. ont défini trois catégories de
réponses (82) :
- les réponses majeures (TRG1 et 2),
- les réponses partielles (TRG3),

- les réponses minimes ou absentes (TRG4 et 5).

TRGS TRG4 TRG3
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Figure 5 : Tumor Regression Grade selon Rubbia-Brandt et al., 2007 (82)

» La classification de TRG modifiée (mTRG) prend en compte en plus du pourcentage

de cellules tumorales résiduelles et de la fibrose, le type de nécrose selon Chang et
al. (83):
- la nécrose « habituelle » est mélangée et bordée par des cellules tumorales
viables,
- la nécrose de type « infarctus » est considérée comme équivalent a la fibrose

et donc comme une forme de réponse thérapeutique.

» La classification de Blazer (84) se base exclusivement sur le pourcentage de cellules

tumorales résiduelles aprés traitement et définit 3 groupes :
- les tumeurs stérilisées, sans aucune cellule tumorale identifiable :
réponse compléte.

- les tumeurs avec moins de 50 % de cellules tumorales persistantes :
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réponse majeure.
- les tumeurs avec plus de 50 % de cellules tumorales objectivables :

réponse mineure.

» La classification de Ng et al. prend en compte la localisation des cellules tumorales

résiduelles (85). Ainsi la localisation peut étre :
- périphérique : les cellules tumorales viables sont plus fréquentes a la
périphérie des métastases, indépendamment de I'exposition a la chimiothérapie,
- diffuse : la maladie résiduelle est distribuée aléatoirement dans tout le volume

tumoral.

» La classification de Maru et al. suggéere de mesurer I'épaisseur de la tumeur a

l'interface « tumeur » — « tissu normal » dans les métastases hépatiques colorectales,
comme nouvel indicateur pathologique de la réponse de la chimiothérapie (86).

D’autres études ont confirmé I'intérét pronostique de cette classification (87).

» La classification d’Evans et al. (88) a été utilisée dans le cancer du pancréas :

- grade | : aucune destruction des cellules tumorales n'est évidente ou <10%,

- grade lla : destruction de 10% a 50% des cellules tumorales,

- grade llb : destruction de 51% a 90% des cellules tumorales,

- grade lll : peu (<10%) de cellules tumorales sont présentes,

- grade IV : aucune cellule tumorale viable n'est présente,

- et IVM: présence de mucine acellulaire mais pas de cellules tumorales

viables.

2. La classification de CRS « Categorisation of chemotherapy response » (89,90) est

utilisée en gynécologie:
- Score CRS 1: réponse tumorale nulle ou minimale (tumeur principalement
viable avec de rares changements fibro-inflammatoires),
- Score CRS 2: réponse tumorale appréciable (modifications fibro-
inflammatoires multifocales ou diffuses) mais avec tumeur résiduelle,
- Score CRS 3: réponse compléte ou quasi-compléte (principalement des
changements fibro-inflammatoires associés a la régression avec de rares cellules
tumorales individuelles ou de rares groupes de cellules irrégulierement
dispersées jusqu'a 2 mm).
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Ce n’est qu’en 2016 qu’une classification a été utilisée spécifiquement pour les MP : |le
PRGS «Peritoneal Regression Grading Score » (91). Elle repose sur les critéres de
réponse histologiques classiques a savoir : pourcentage de cellules tumorales résiduelles,
de fibrose, de nécrose « infarctus like », de l'inflammation, de la mucine acellulaire, de
'accumulation de macrophages, de cellules géantes multinucléées et de la formation de
granulomes. Le PRGS définit quatre catégories :

- PRGS 1: régression compléte avec absence de cellules tumorales

résiduelles,

- PRGS 2: réponse histologique majeure avec caractéristiques régressives

prédominantes sur les cellules tumorales résiduelles,

- PRGS 3: réponse histologique mineure avec prédominance de cellules

tumorales résiduelles sur les caractéristiques régressives,

- PRGS 4: absence de réponse histologique avec présence de cellules

tumorales dans la totalité du nodule.

La reproductibilité du PRGS entre anatomopathologistes juniors et seniors a été validée
récemment par Solass et al. en 2019. En revanche, aucune étude n’a évalué son intérét
pronostique dans la prise en charge des patients atteints de MP (92), contrairement aux
autres scores histologiques. En effet, la réponse histologique s’avére étre un facteur
pronostique chez les patients recevant une chimiothérapie préopératoire pour le cancer du
sein métastatique (93,94), le cancer de l'cesophage (81,95), le cancer gastrique (96), le
cancer du rectum (97,98), le cancer du pancréas (99). Pour les métastases hépatiques (MH)
d’origine colorectale, Rubbia-Brandt et al. (82) ont retrouvé une différence significative dans
la survie globale et sans récidive en faveur du groupe présentant une réponse histologique
majeure (TRG1-2) (Figure 6).
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Figure 2. Disease-free survival of 106 patients with complete clinical Figure 3. Overall survival of 106 patients with complete clinical follow-
follow-up and with major (MjHR), partial (PHR), or no (NHR) up and major (MjHR), partial (PHR), or no (NHR) histological tumor
histological tumor response in liver colorectal metastasis after response in liver colorectal metastasis treated by neo-adjuvant
neo-adjuvant chemotherapy. chemotherapy and surgery. P < 0.005.

Figure 6: Survie sans progression et survie globale des patients avec métastases hépatiques
colorectales traitées par chimiothérapie systémique en fonction de la réponse TRG selon
Rubbia-Brandt et al. 2007 (82).

1.4. Prise en charge chirurgicale curative des MPc résécables

Aprés avoir discuté d’'une chirurgie de cytoréduction maximaliste curative en RCP, il est
nécessaire d’effectuer une sélection des patients au vu de la morbidité chirurgicale. En effet,
dans I'essai Francais PRODIGE 7, celle-ci était évaluée a 24,1% a 2 mois postopératoire
dans le bras chirurgie et CHIP (100).
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Le patient doit pouvoir bénéficier d’'une réhabilitation préopératoire avec comme objectif
un état nutritionnel et un état cardio-pulmonaire satisfaisants. Outre les facteurs
oncologiques et l'état général, I'évaluation des symptdémes dépressifs préopératoires
potentiels et du mode de vie du patient doivent également étre inclus dans ce processus de

sélection.

L’information donnée au patient doit étre claire, et comprise par le patient car la gestion des
attentes des patients atteints de MPc doit commencer dés la premiére consultation. La
chirurgie curative des MP comporte des risques de morbidité-mortalité qui doivent étre
clairement communiqués au patient. Les patients doivent étre informés de la possibilité de
réaliser une stomie, qui n'est pas rare et peut parfois méme étre définitive. Dans la série de
Doud et al. qui a inclus 1 149 patients, seuls 26,2% des patients du groupe de stomies dites
temporaires (n=164) ont pu avoir une fermeture de stomie (101). Pour les femmes en age de
procréer, le risque de I'hystérectomie et de I'ovariectomie bilatérale et donc de l'infertilité doit
étre inclus dans une discussion franche et écrite. Ainsi, il est important de parler de I'impact
de la chirurgie de cytoréduction + CHIP sur la qualité de vie du patient. D'aprés Lim et al. et
Dodson et al., les patients opérés peuvent récupérer leur état général préopératoire de base
aprés 3 a 6 mois (102,103).

Cette évaluation préopératoire peut impliquer plusieurs spécialités, notamment les
infirmiéres stomathérapeutes si une stomie est envisagée, les urologues si une mise en
place de stent urétéral est envisagée (maladie pelvienne étendue ou antécédents de

chirurgie pelvienne).

L’exploration peropératoire est la premiére étape de la chirurgie qui se fait par laparotomie
xypho-pubienne. Elle doit étre minutieuse, standardisée, quadrant par quadrant, afin de
déterminer le PCI peropératoire. Aprés cette phase qui peut étre longue (plusieurs heures de
dissection), le chirurgien détermine s'’il est possible de réaliser la cytoréduction curative et
CHIP.

La cytoréduction consiste a réséquer ou a détruire par électrocoagulation tous les implants
tumoraux visibles avec un objectif de cytoréduction compléte (CCO) ou maximaliste (résidus
< 1mm). |l est réalisé de principe une omentectomie au vu de son role dans I'implantation
(discuté précédemment dans la partie 1) de ce manuscrit), une cholécystectomie afin d’éviter
une cholécystite postopératoire. Les autres gestes chirurgicaux sont dictés par I'exploration
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et peuvent comporter des péritonectomies, des résections digestives et d’organes telles que
la splénectomie. La limite a ces résections est directement déterminée par le risque
opératoire qui augmente avec I'importance du geste et la qualité de vie postopératoire qui en

découle.

Un traitement des lésions microscopiques par une chimiothérapie hyperthermique
intrapéritonéale peropératoire (CHIP) compléte la stratégie. Nous ne détaillerons pas dans
ce travail les différents protocoles de chimiothérapie, de température, de temps d’exposition
et de la technique (ouverte ou fermée) de la CHIP. En effet, toutes ces variables sont
régulierement débattues sans qu’un consensus international n’en ressorte (104). Plus
précisément en France, la place méme de la CHIP est actuellement trés discutée depuis les
résultats négatifs de I'essai PRODIGE 7 (essai randomisé frangais) qui visait a comparer
'intérét de la CHIP a I'Oxaliplatine pendant 30 min chez les patients avec MPc résecables.
Selon Quenet et al., la survie globale était de 41 mois dans les deux groupes mais avec une
morbidité a 2 mois plus importante dans le groupe CHIP (24% versus 13%, p=0,03) (100).
Depuis, des directives francaises ont été éditées par le réseau BIGRENAPE (réseau
spécialisé dans la prise en charge des MP), qui propose comme stratégie curative : la
cytoréduction curative associée a une CHIP a la Mitomycine pendant 90 min (a dose

fractionnée / 30min) pour des patients sélectionnés (51,58).

La plupart des patients qui présentent des MPc non résécables ne peuvent pas bénéficier
d’'un traitement curatif par cytoréduction + CHIP et cela malgré une chimiothérapie
systémique néoadjuvante bien menée. Les raisons sont multiples : I'étendue de la maladie
péritonéale (atteinte de I'intestin gréle étendue, du pédicule hépatique, du trigone vésical), et
I'état général du patient. Jusqu’en 2017, la prise en charge de ces patients reposait sur la

chimiothérapie systémique palliative.
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2. Alternatives thérapeutiques au traitement recommandé des MPs

2.1. La chimiothérapie intrapéritonéale pressurisée par aérosol (PIPAC)

Récemment, une alternative thérapeutique a vu le jour suite aux travaux du Pr Reymond : la
chimiothérapie intrapéritonéale pressurisée par aérosol (PIPAC) (105). Cette nouvelle
technique repose sur plusieurs éléments :

- une réduction de dose de chimiothérapie administrée en intrapéritonéal,

- une nébulisation de celle ci sous forme d’aérosol pour permettre une distribution
homogéne méme au sein des différents récessus péritonéaux ou au travers
d’éventuelles adhérences,

- et enfin une pression abdominale apportée par la ccelioscopie qui améliore la
pénétration de la chimiothérapie au sein du péritoine.

La PIPAC peut étre administrée seule ou plus classiquement en alternance avec une
chimiothérapie systémique a raison d’'une PIPAC toutes les 2 cures de chimiothérapie
systémique (106).

La PIPAC est actuellement proposée en RCP aux patients avec MP non résécables d’origine
colorectale, gastrique, pancréatico-biliaire, ovarienne, ou pour les carcinoses péritonéales
primitives non résécables comme le mésothéliome ou le pseudomyxome. Alyami et al. ont
réalisé récemment une revue systématique de la littérature incluant 106 articles, 45 études
cliniqgues soit 1 810 procédures PIPAC chez 838 patients (107). Au total, la PIPAC a été
possible chez 64% des patients avec une morbidité faible, < 3% dans les études
prospectives. Le taux de complications de grade > 2 selon le Common Terminology Criteria
for Adverse Events (CTCAE) était de 12 & 15% comprenant généralement I'occlusion
intestinale, des hématomes et des douleurs abdominales. La réponse histologique objective
était variable en fonction de I'origine des MP. Pour les MPc, ce taux était de 71 a 86% et cela
sans altérer la qualité de vie des patients (107). Ainsi, en 3 ans, la PIPAC s’est répandue en
France dans les centres experts, et est actuellement considérée comme une option de
traitement pour les patients avec MP non résecables et isolées, de diverses origines aprées
validation en RCP.
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2.2. Les ondes électromagnétiques comme traitement loco-régional

211. Histoire de [lutilisation des ondes électromagnétiques en
médecine

L’électromagnétisme est I'établissement d’'un champ magnétique induit par un courant
électrique et dont le terme a été inventé par James Clerk Maxwell au XIX*™ siécle (Figure 7).
En effet, ce mathématicien écossais a établi un modéle encore utilisé de nos jours par la
communauté scientifique, les équations de Maxwell (108-110), qui rassemble des
équations décrivant le comportement et les relations du champ électromagnétique ainsi que

son interaction avec la matiére.

Viaxwell?s

1 N7 8- ke
WOEATIONS

o p(7,1) la densité volumique de charge électrique au point 7 & linstant ¢ ;
* 5(7, t) le vecteur densité de courant ;

. E(F, t) le vecteur champ électrique ;

. B(i’, t) le pseudo-vecteur induction magnétique ;

» £ la permittivité diélectrique du vide ;

* 1o la perméabilité magnétique du vide.

Figure 7 : Plague de commémoration représentant les 4 équations de Maxwell (Maxwell-
Gauss, Maxwell-Faraday, Maxwell-Flux et Maxwell-Ampére) au pied de la statue de James

Clerk Maxwell a Edimbourg en Ecosse (Domaine Public).

En particulier, il a permis une des plus grandes révolutions dans le domaine de la physique
en établissant la relation entre la lumiére et I'électromagnétisme, I'onde lumineuse étant

classifiée alors comme une onde électromagnétique dans le domaine du visible.

Le magnétisme est une discipline de la physique qui regroupe les propriétés des aimants et
des champs magnétiques. A Tlorigine, le mot « magnétisme » est issu du latin
« magneticus » lui-méme dérivant du grec ancien Mayvnrik6g « Magnetikos », en raison de
la région de Magnesia dans l'ancienne Anatolie. Les plus anciens écrits en Chine
mentionnent de la pierre d'aimant en 645 avant J-C. Un important gisement en Asie mineure
(sur le mont Sipyle) aurait été découvert proche d'une cité appelée "magnesia ad sipylum".

Depuis des millénaires, les propriétés magnétiques sont utilisées aussi bien dans la vie
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courante (boussole rudimentaire inventée par les Chinois) que pour des usages
thérapeutiques, principalement en Orient et Extréme-Orient pour les vertus des aimants en

médecine et pharmacopée.

L’origine étymologique du mot « électricité » vient du grec riAekrpov, « élektron », qui veut
dire ambre jaune. Cette résine fossile posséde des propriétés électrostatiques, attirant la
poussiére, les cendres par exemple lorsqu’on la frotte ave un tissu sec. Ces phénoménes
électrostatiques étaient déja connus par les grecs anciens, comme Thales de Milet, qui en
fait mention en 600 avant J-C. L’électricité n’a cessé de fasciner, d’étre étudiée, notamment
pour ses applications dans les sciences du vivant (« bioélectricité »).

Ainsi, dés I'Egypte ancienne, les poissons dits électriques ou poissons torpilles étaient
utilisés a des fins thérapeutiques. Les premiéres expériences de ce type ont été décrites par
Scribonius Largus, en I'an 456 sous le regne de I'empereur Claude pour traiter la migraine
ou la goutte par exemple. La raie électrique marbrée appelée Torpedo Marmorata était ainsi
déposée vivante sur le front du patient entre les sourcils et se déchargeait jusqu'a ce que
« les sens du malade soient engourdis », d'ou le nom de « torpeur ». Au milieu du XVIII*™
siécle, un extraordinaire engouement s’empare pour la cure électrique, employée dans le
traitement de nombreuses maladies, de I'épilepsie, le rhume, la peste, le paludisme ou la
surdité. De Luigi Galvani (& qui l'ont doit le mot «galvaniser» et le début de
I'électrophysiologie) a Allessandro Volta, I'électricité intéresse pour ses effets sur les tissus
organiques (111). Au siécle suivant, le Dr Duchene de Boulogne fondateur de la neurologie a
réalisé des expériences a basses fréquences, et développe des protocoles
d’électrostimulation des muscles et du systéme nerveux (Figure 8). Les applications dans le
domaine de la cardiologie ou de la neurologie sont immenses et devenues courantes en
clinique : les pacemakers, la stimulation neuronale profonde dans le traitement de la maladie
de Parkinson ou le syndrome de Gilles de la Tourette, la neurostimulation électrique
transcutanée (TENS), ...
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Figure 8 : Le Dr Duchenne de Boulogne déclenchant une expression de frayeur par

électrostimulation des muscles de la face au XIX®™ siécle (domaine public)

Jacques Arséne Darsonval (1851-1940), médecin frangais originaire de la Haute-Vienne
(87), est le pionnier de I’électrothérapie par des courants haute fréquence, dont par

exemple des kits acné ou perte de cheveux sont en vente sur le marché aujourd’hui.

2.1.2. Caractéristiques physiques des différents types d’ondes

Une onde correspond de fagon générale a la propagation d’'une perturbation physique qui se
déplace a une vitesse donnée, modifiant ainsi de maniére réversible les propriétés physiques
locales du milieu. Elle a la capacité de pouvoir transporter de I’énergie sans transporter de
matiére. L’exemple le plus classique est la propagation des vagues provoquées par la chute
d’'un objet dans l'eau.
Les ondes peuvent étre acoustiques, mécaniques ou électromagnétiques. Une onde
électromagnétique est constituée d’'un champ électrique (influence a distance d’'une charge
électrique statique sur une autre) et d'un champ magnétique (influence d’'une charge
électrique en mouvement sur une autre). Comme tout phénoméne oscillatoire, une onde
électromagnétique est caractérisée par :

- sa fréquence, qu’on définit comme le nombre d’oscillations par seconde, mesurée en

Hertz.

- sa longueur d’'onde A qui dépend de son milieu de propagation. Il s’agit de la
distance, exprimée en meétres, entre deux maxima consécutifs du champ

électromagnétique.

Les ondes électromagnétiques sont ainsi classées en fonction de leur longueur d’onde et de
leur fréquence dans le vide et se déplacent a une vitesse proche de celle de la lumiére, soit
prés de 300 000 kilométres par seconde (Figure 9).
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Les ondes qui ne possédent pas assez d'énergie pour provoquer une ionisation des atomes
en ions sont appelées « rayonnements non-ionisants », qu’ils soient naturels ou artificiels.
Parmi les rayonnements non-ionisants, on compte les rayonnements du proche ultraviolet, la
lumiére visible, l'infrarouge, les micro-ondes et les ondes radio.

Les ondes radios ou ondes hertziennes, largement développées dans le domaine des
télécommunications, ont des longueurs trés élevées allant de 1 mm a 30 km a basse
fréquence (10 Hz — 300 MHz). Par exemple, la plupart des pays utilisent la bande 87,5 — 108
MHz pour la radio FM. Les ondes de téléphonie mobile de type 4G sont de type radio de 1,4
a 20 MHz et plus récemment celle de la 5G (5°™ génération) occupe la bande micro-onde
des 3,460 a 3,800 GHz. Cette derniére est la principale bande pour le déploiement de la 5G
sur tout le territoire mondial (en cours et sujet a « débat public »), sans oublier la bande 26
GHz qui sera réservée a la communication sur des zones plus localisées. Les micro-ondes,
elles, ont une longueur d'onde intermédiaire entre les ondes de radiodiffusion et I'infrarouge
dans les GHz. Un autre exemple, le four micro-onde emploie des fréquences de 0,8 a 3
GHz.

De tout le spectre électromagnétique, seules certaines ondes de la lumiére sont visibles
(couleur de l'arc en ciel), occupant une fraction réduite de ce spectre, avec des longueurs
d’ondes de 390 a 750 nm pour des fréquences de 400 a 770 THz.

La médecine utilise en routine les rayonnements électromagnétiques ionisants (trés haute

fréquence) pour la radiographie (rayon X) et la médecine nucléaire (rayon Y).

RADIO MICRO-ONDES INFRAROUGE VISIBLE ULTRAVIOLET RAYONS X RAYONS y
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Figure 9 : Classement des ondes électromagnétiques en fonction de leur fréquence et de

leur longueur d’onde, Pellion et al., 2008 (112)
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Les interactions entre les ondes électromagnétiques et le vivant sont complexes et
dépendent d’'un grand nombre de facteurs liés aux caractéristiques de I'onde et de

'organisme rencontré, dont :

- Lintensité, la fréquence et 'orientation du champ électromagnétique auquel le tissu
est exposé.

- Les caractéristiques intrinséques du tissu, & savoir sa géométrie, sa perméabilité
magnétique, sa permittivité diélectrique et enfin sa conductivité.

- Le couplage entre le champ et le corps (tissus, organes...).

Abordons quelques notions générales :

La perméabilité magnétique d’'un matériau caractérise sa réponse face a un champ
magnétique. Les différents organes ou tissus biologiques possédent une perméabilité proche
de celle de I'air et sont ainsi peu perturbateurs du champ magnétique.

La permittivité diélectrique d’un matériau décrit la réponse de celui-ci face & un champ
électrique. Le corps humain est constitué de tissu qui a chacun une permittivité propre.
Néanmoins, celui-ci étant essentiellement constitué d’eau, la permittivité du tissu est
généralement proche de celle de I'eau, soit 80 fois supérieure a celle de l'air. Ainsi, la
présence d’'un corps humain modifie la répartition du champ électrique rencontré.

Le couplage représente le niveau d’interaction entre deux éléments. |l peut étre plus ou

moins important en fonction de leurs caractéristiques et de leurs positions respectives.

2.1.3. Interaction des ondes électromagnétiques avec une cellule
vivante

Une cellule eucaryote est composée d’organites (le noyau, le réticulum endoplasmique,
'appareil de Golgi et les mitochondries) au sein d’'un cytoplasme, lui méme délimité par une
membrane. Cette membrane dite externe ou plasmique, sépare ainsi le cytoplasme du milieu
extracellulaire, qui sont tous les deux chargés électriquement. Cette membrane est
essentielle pour contréler la communication inter- et intracellulaire. Elle est composée de
cholestérol et d’une bi-couche phospholipidique (comprenant la phosphatidylcholine, la
phosphatidylsérine, la phosphatidyléthanolamine, la sphingomyéline et le
phosphatidylinositol), d'environ 5 nm d'épaisseur, dans laquelle de nombreuses protéines

sont insérées (Figure 10). La membrane plasmique contrdle ainsi les échanges entre le
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milieu intra et extracellulaire, et joue un rdle dans les échanges au sein du milieu
intracellulaire et avec les organites. Elle présente une perméabilité sélective aux ions et
aux petites molécules. Elle a de nombreux autres fonctions, notamment dans la
reconnaissance des molécules, l'activation de la signalisation cellulaire, le transport

transmembranaire et la préservation de la charge électrique.

Outside of cell
Sphingomyelin Glycolipid Phosphatidylcholine Cholesterol

Phosphatidylserine Phosphatidylinositol Phosphatidylethanolamine

Cytosol

Figure 10 : Composition de la membrane cellulaire animale (Domaine Public)

De part cette composition de la membrane plasmique, la cellule peut étre considérée comme
un condensateur avec :

- les membranes du cytoplasme et des organites agissant comme isolants,

- les milieux extracellulaires, le cytoplasme et l'intérieur des organites agissant comme

électrolytes conducteurs.

Les membranes cellulaires ne sont cependant pas des isolants parfaits en raison de la
présence de canaux protéiques et de pompes qui autorisent le passage des molécules de
part et d’autre. La membrane plasmique présente donc une perméabilité sélective, ce qui lui
permet de réguler les échanges de la cellule avec son milieu extracellulaire via des
mouvements dits passifs (le dioxygéne, I'eau, le dioxyde de carbone, l'urée), ou via des
mouvements dits actifs nécessitant de I'ATP. Ainsi, les échanges se font généralement a
travers ces protéines transmembranaires, ou par diffusion a travers les phospholipides
(molécules lipophiles). Il en résulte une accumulation de charges négatives a l'intérieur
de la cellule proche de la membrane et une accumulation de charges positives a

I'extérieur de celle-ci. Ce déséquilibre ionique crée une différence de charge entre l'intérieur
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et I'extérieur de la cellule comprise entre 50 et 70 mV, appelé potentiel électrochimique de
membrane. Il existe plus exactement 3 potentiels de membrane :
- le potentiel de repos : différence de charge ionique entre le milieu intra et
extracellulaire
- le potentiel de surface : différence de potentiel entre la surface de la membrane et
le milieu extracellulaire
- Le potentiel dipolaire : différence de potentiel entre le centre de la membrane et

I'interface membrane et milieu extracellulaire

Les premiéres études qui décrivent I'effet in vitro d’'un champ électrique sur la cellule datent
de la fin des années 1960 (113). Lors de ces expériences, les molécules extracellulaires qui
étaient logiqguement bloquées par la membrane plasmique, se retrouvaient en intracellulaire
suite a l'application d’'impulsions électriques. Cela prouvait de fagon trés simple, que les
impulsions électriques avaient un impact sur I'état de perméabilité de la membrane, laissant
ainsi diffuser librement certaines macromolécules dans les deux sens. Sous l'effet de ce
champ électrique, une redistribution de la charge électrique a lieu dans le milieu avec une
accumulation d’ions de signes opposés de part et d’autre de la membrane, comme le montre

la figure 11.

—0

Resting transmembrane voltage Induced transmembrane voltage

Figure 11 : Redistribution de la charge électrique aprés exposition a un champ électrique

selon (Domaine Public).

Ce potentiel « induit » additionné au potentiel « de repos » membranaire va former le
potentiel « net» qui, lorsqu’il atteint le seuil de 1V, va entrainer l'ouverture de canaux
voltages dépendants, un réarrangement structural de la membrane, et in fine a la formation
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de «pores». Ce phénoméne est ce quon appelle I'électro-perméabilisation ou
I’électroporation (Figure 12).

Le caractére définitif (réversible) ou non de ces pores dépend de I'amplitude et de la durée
de l'impulsion électrique délivrée. Ainsi lors d’'impulsions longues ou de forte amplitude, les

pores membranaires sont irréversibles et entrainent une lyse cellulaire (114).
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Figure 12 : A) Représentation des différents effets obtenus sur la cellule en fonction de la
durée et de I'amplitude de l'impulsion selon Silve et al., 2011 (115). B) Effets thermiques et
non thermiques sur les cellules, associés aux champs électromagnétiques selon leur durée

selon Lee et al., 2005. (116) EGT : Electrogénetransfert, ECT : Electro-chimiothérapie, IRE

Electroporation irréversible pour I'ablation tumorale ou I'extraction de composés intracellulaires.

Ces modifications de propriétés membranaires en réponse a un champ électrique ont ouvert

la voie a bon nombre d’applications :
- Industrie agroalimentaire : extraction de composés intracellulaires (jus) par
électroporation réversible ou stérilisation de liquide (117).
- Electro-transfert ’ADN (EGT) : introduction de géne dans le noyau cellulaire par
exemple pour la thérapie génique (118,119).
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Electro-chimiothérapie (ECT) :

il s’agit de lintroduction de chimiothérapie de type

bléomycine ou cisplatine en intracellulaire pendant la perméabilisation membranaire

qui est réversible. Cela permet d’apporter directement la chimiothérapie aux cellules

tumorales en diminuant les effets secondaires (Figure 13) (120).
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Figure 13 : illustration du traitement tumoral (exemple ici de tumeur cutanée) par électro-

chimiothérapie (Domaine Public)

été utilisée en cancérologie notamment en cancérologie cutanée. Ainsi

Ablation tumorale par IRE : Cette perméabilité membranaire irréversible a également

en

augmentant le nombre et la durée des impulsions, il a été noté une destruction des

tumeurs cutanées et cela sans induire d’effets thermiques. Cette technique d’ablation

tumorale a aussi un intérét dans des zones difficiles d’accés et évitant une chirurgie

lourde.

2.1.4.

Les impulsions nanosecondes (nsPEFs)

Initialement développées pour des applications militaires (comme armes électromagnétiques

(121)), les impulsions nanosecondes (nsPEF pour « nanosecond pulsed electromagnetic

field »), plus courtes (quelques dizaines ou centaines de nanosecondes) et intenses, sont

apparues dans les années 2000. Les amplitudes sont ainsi plus élevées que celles de

I'électroporation classique, pouvant atteindre plusieurs kV/cm (122—-124).

Différentes études ont montré que l'utilisation des nsPEFs provoquait aussi une forte

perméabilisation cellulaire, non seulement de la membrane plasmique, mais aussi de celles

des organites, tels que les mitochondries, le noyau et le réticulum endoplasmique (125-128).

Abdelkader TAIBI | Thése de doctorat | Université de Limoges |

Licence CC BY-NC-ND 3.0

44



Ainsi, pour analyser la taille et la durée de vie de ces pores cellulaires au niveau de la
membrane plasmique, des études ont comparé la diffusion dans le compartiment
intracellulaire de diverses molécules de taille différente, telles que le iodure de propidium, le
YO-PRO (Figure 14) et le Thallium (129-131). L'exposition aux nsPEFs conduisait ainsi a la
formation de pores de diamétre inférieur a 1 nanométre (nm). De plus, ces nanopores
avaient des propriétés conductrices uniques comparables a ceux des canaux ioniques (130)
permettant une mobilisation du calcium intracellulaire (125,132,133) et une modification de la

taille cellulaire (134).

b YO-PRO-1 27s
..|.

Figure 14 : Diffusion spatiale et temporelle de YO-PRO-1 dans des cellules vivantes aprés
100 impulsions de nsPEF (10 ns, 10 Hz), selon Carr et al. 2017 (135).

Les ions calcium (Ca®*) jouent un réle clé dans un large éventail de mécanismes cellulaires
(le développement, la différenciation, la prolifération et la mort cellulaire) par élévation de sa
concentration intracellulaire qui agit comme un événement de signalisation (136,137). Le
taux de calcium intracellulaire au repos est de I'ordre de 100 nM et I'activation cellulaire peut
se produire a partir d'une concentration qui est supérieure a 1000 nM (138). Une
augmentation de la concentration intracellulaire de Ca®* suite & I'application de nsPEFs
(Figure 15) a été largement rapportée (127). De nombreuses études ont évalué la
physiologie de ce mécanisme qui peut résulter d'un afflux de Ca?* provenant du milieu

extracellulaire et/ou des organites cytoplasmiques (125,139,140).
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Figure 15 : Effet spatiotemporel des nsPEFs sur la concentration de calcium intracellulaire

sur cellule vivante de glioblastome, visualisés avec le rapporteur GCaMP5-G selon Carr et
al., 2018 (133).

Certaines études ont envisagé la possibilité que de tels champs électriques pulsés courts
puissent influencer le comportement des canaux calciques mais également sodiques. Cette
alternative a I'électroporation a été explorée pour la premiére fois dans des cellules
chromaffines bovines en utilisant un protocole d'impulsion de 5 ns, 50 kV/cm (132). Dans
une étude distincte (125), les effets des PEF ont été examinés sur plusieurs lignées
cellulaires en utilisant une durée d'impulsion plus courte de 500 picosecondes a 190 kV/cm,
avec un nombre d'impulsions allant jusqu'a 100 a une fréquence de 200 Hz ou 1 kHz. Lors
de l'application de ces parameétres d'impulsion aux cellules ovariennes de hamster (CHO-
K1), qui ont servi de contrble négatif en raison de I'absence (ou quasi absence) de canaux
calciques voltage-dépendants, aucun effet des nsPEFs n'a été observé sur le flux de Ca*
intracellulaire. Pourtant, lorsqu'il a été testé sur des lignées cellulaires connues pour
exprimer ces canaux voltage-dépendants, telles que les cellules de tumeur hypophysaire
murine (GH3) et des cellules hybrides issus de neuroblastome murin et de gliome de rat
(NG108 GH3 et NG108), le méme protocole a entrainé une augmentation significative du
taux de Ca®" intracellulaire. Pour démontrer que cet effet n'était pas di & I'électroporation de
la membrane plasmique, des bloqueurs de canaux calciques voltage-dépendants (vérapamil
et w-conotoxine) ont été utilisés. Bien que ces inhibiteurs pharmacologiques puissent
bloquer partiellement la réponse calcique lorsqu'ils sont utilisés séparément, ils peuvent, en
association, bloquer 85 a 100% de l'effet calcique des nsPEFs. Ces résultats impliquent que
l'augmentation du Ca®" causée par des champs électriques pulsés ultracourts a été médiée

par des canaux calciques voltage-dépendants.
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L’ensemble de ces effets va entrainer l'induction de la mort cellulaire programmée

probablement par apoptose, habituellement altérée dans les cellules cancéreuses, mais

également une mort par nécrose ou autophagie (141,142).

Ces effets cytotoxiques in vitro des nsPEF, ainsi démontrés dans de nombreuses études

(~200 articles) depuis 15 ans, ont aussi été confirmés dans des modeles in vivo méme si leur
nombre est encore aujourd’hui réduit (122,123, 123,135,143-156) (Tableau 1).

Tableau 1 : Modéles d’étude in vivo des effets des ondes électromagnétiques de I'ordre des
nanosecondes (122,123,123,135,143—-156).

Auteurs Année Etiologie du cancer Modéle animal Cellules utilisées  Durée de
I'impulsion
(ns)
Yin et al. 2012 Papillome cutané et carcinome  Souris CD-1 et SENCAR induit 7 and 14
squameux
Carr et al. 2017 Glioblastome Caille U87 humaine 10
Guo etal.. 2014 Mélanome Souris BALB/c nu A375 humaine 100-1000
Beebe et al. 2018 Carcinome hépatocellulaire Rat N1-S1 rat 100
Chen et al. 2017 Hépato-carcinome Souris BALB/c nu HCCLM3 100
Ostéosarcome Chien Spontané 100
Dai et al. 2017 Mélanome Souris BALB/c nu A375, A875, M21 100
et MW-115 souris
Guo et al. 2018 Carcinome mammaire Souris BALB/c 4T1 souris 100
Lassiter et al. 2018 Carcinome hépatocellulaire Rat N1-S1 rat 100
Yin et al. 2014 Carcinome hépatocellulaire Souris BALB/c nu SMMC7721 100
humaine
Nuccitelli et al. 2012 Mélanome Souris C57/BL6 HGF/SF Induit 100
Guo et al. 2018 Adénocarcinome pancréatique  Souris C57/BL6 Pan02 200
Rossi et al. 2019 Mélanome Souris C57/BL6 B16F10 souris 200
Rossi et al. 2019 Cancer colorectal BalbC CT26 souris 200
Lymphome C57/BL6 EL-4 souris
Chen et al. 2010, 2011 mélanome Souris SKH-1 B16-F10 souris 300
Nuccitelli et al. 2006 Mélanome Souris SKH-1 B16F10 souris 300
2009 Mélanome Souris SKH-1 B16F10 souris 300
2012 Mélanome Souris C57/BL6 HGF/SF Induit 100
2020 Carcinome hépatocellulaire Rat McA-RH7777 rat 300
Abdelkader TAIBI | Thése de doctorat | Université de Limoges | 47

Licence CC BY-NC-ND 3.0



3. Buts de ce travail

La physiopathologie des métastases péritonéales coliques (MPc), les différentes stratégies
de prise en charge et les moyens d’évaluation de réponse aux différents traitements ont été
largement décrits dans ce manuscrit a partir de la bibliographie. Néanmoins, malgré les
avanceées récentes, des pistes restent a explorer pour améliorer la qualité de vie ou la survie
des patients. Le traitement par les ondes électromagnétiques de type nanopulses a permis
de stériliser des tumeurs digestives telles que le cancer du cblon (157,151). Le but principal

de ce travail est donc d’évaluer les effets thérapeutiques des nsPEFs sur les MPc.

3.1. Mise en place d’un modeéle murin de MPc : 1°" étape du travail.

Afin d’étudier I'effet thérapeutique sur les MPc, nous avons souhaité dans un premier temps
mettre au point un modéle murin de métastases péritonéales coliques. Dans la littérature,
plusieurs modéles murins sont utilisés et reposent sur la physiopathologie des MP décrites
précédemment. Les différents auteurs ont obtenu des MPc murines par :

- injection intrapéritonéale de cellules tumorales qui permet la libération de cellules
tumorales au sein de la cavité abdominale.

- agression du peéritoine qui permet d’augmenter « artificiellement » I'adhésion des
cellules tumorales pour obtenir des MPc diffuses et donc un index de carcinose
péritonéale plus élevé.

- injection sous péritonéale.

L’objectif principal de cette 1°" étape était de développer et de comparer l'index de

carcinose péritonéale de ces différents modéles murins de MPc en utilisant une lignée
cellulaire de cancer du célon murin (CT-26-luciférase) en collaboration avec I'équipe du Pr
POCARD (INSERM U965, Paris).

3.2. Evaluer la réponse histologique aprés traitement par chimiothérapie sur

modéle murin : 2°™ étape du travail.

Nous avons étayé les principes de prise en charge des patients avec MPc dans un contexte
curatif et palliatif et les moyens disponibles pour évaluer la réponse au traitement et leurs

nombreuses limites. A ce jour, aucune classification histologique n’a été validée dans les
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métastases péritonéales coliques.

L’objectif principal de cette 2°™ étape était d’évaluer la réponse histologique selon la
classification la plus couramment a savoir le TRG et celle utilisée plus récemment
spécifiquement pour les MPc a savoir le PRGS, aprés traitement par chimiothérapie sur un
modele murin de MPc. Ce travail a été réalisé en collaboration avec une équipe spécialisée
sur les MPc (Pr POCARD, INSERM U965, Paris). A noter que parallélement, une étude
clinique a été réalisée au sein du service de chirurgie digestive de Lariboisiere sur cette

thématique (Annexe 1).

3.3. Evaluer les effets des impulsions nanosecondes sur le modéle murin : 3°™

étape du travail.

Nous avons révisé la bibliographie sur les réponses des cellules tumorales a des traitements
par ondes électromagnétiques de type nsPEFs, et les possibilités thérapeutiques qui en
découlent. A ce jour, aucune étude n’a évalué I'effet anti-tumoral des nsPEFs sur les MPc.

3éme

L’objectif principal de cette étape était donc d’évaluer l'effet thérapeutique de ce

nouveau traitement (nsPEFs) d’une part in vitro sur les cellules CT-26 précédemment

utilisées et d’autre part in vivo sur le modéle murin de MPc mis au point & la 1% étape de

nos travaux. Le score de réponse histologique établi & la 2°™ étape permettrait de quantifier

les effets anti-tumoraux des nsPEFs.

Abdelkader TAIBI | Thése de doctorat | Université de Limoges | 49
Licence CC BY-NC-ND 3.0



4. Travaux d’expérimentation

L’ensemble de nos travaux réalisés au cours de ce doctorat ont fait I'objet de plusieurs
publications. Ceux-ci sont ainsi mis en page sous forme de thése par articles publiés ou
préts a étre publiés dans des revues a comité de lecture reconnues dans le domaine
disciplinaire de biologie et oncologie.

1" article : Taibi et al. 2019 Plos One

Abdelkader Taibi, Jeremie Albouys, Jeremie Jacques, Marie-Laure Perrin, Catherine Yardin,
Sylvaine Durand Fontanier, Sylvia M. Bardet, Comparison of implantation sites for the
development of peritoneal metastasis in a colorectal cancer mouse model using non-invasive
bioluminescence imaging. PLoS One. 2019; 14(7): e0220360. Published online 2019 Jul 31.
doi: 10.1371/journal.pone.0220360.

2°™e article : Taibi et al. 2020 EJSO

Taibi A, Lo Dico R, Kaci R, Naneix AL, Malgras B, Mathonnet M, Pocard M. Evaluation of a
new histological grading system for assessing the response to chemotherapy of peritoneal
metastases from colorectal cancer: A mouse model study. Eur J Surg Oncol. 2020
Jan;46(1):160-165. doi: 10.1016/j.€js0.2019.09.008. Epub 2019 Sep 12.PMID: 31540756.

3°™ article : Taibi et al. soumis dans Cancer Letters

Abdelkader Taibi, Jeremie Albouys, Jeremie Jacques, Marie-Laure Perrin, Catherine Yardin,
Sylvaine Durand Fontanier, Sylvia M. Bardet, 10 ns PEFs induce a histological response
linked to cell death and cytotoxic T- lymphocytes in an immunocompetent mouse model of
peritoneal metastasis. Cancer letters, 2020.
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> 1% article : modéle murin de métastases péritonéales

Les modéles animaux jouent un réle indispensable dans I'étude de la physiopathologie des
MPc et notamment dans I'évaluation de I'extension de la maladie péritonéale (PCI). La prise
en charge des MPc dépend de ce score d’extension. Ces modéles murins de MP décrits
dans la littérature ont conduit a des avancées importantes dans la pratique clinique mais
aucune étude ne les a comparés en fonction du PCI.

En fait, les modéles murins avec une maladie péritonéale limitée sont particulierement
intéressants pour tester de nouveaux traitements curatifs. A contrario, les modéles avec PCI
> 15 sont utilisés pour évaluer des innovations a visée palliative.

Le but de cette étude expérimentale était d’analyser le taux d'implantation des cellules CT-26
(cancer du cblon murin) sur le péritoine pariétal et viscéral dans ces différents modéles
murins et de déterminer la méthode d'injection de cellules tumorales la plus pertinente pour
obtenir des métastases péritonéales limitées et étendues.

Nous avons greffé des cellules CT-26 de carcinome du cdlon murin exprimant la luciférase
dans des souris BALB-c immunocompétentes par injection intraveineuse (groupe V),
injection sous-cutanée (groupe SC), injection intrapéritonéale aprés agression du péritoine
(groupe A) ou injection intrapéritonéale seule (groupe IP). La croissance tumorale a été
contrélée par bioluminescence au cours des 15 premiers jours post-injection. Le PCIl a été
calculé a J15 post-injection. Des analyses histologiques et multiphotoniques ont également
été réalisées.

Aucune croissance tumorale n'a été observée dans le groupe IV et dans le groupe contrdle
(injection par sérum physiologique). Les groupes IP et SC ont montré un taux de croissance
tumorale dit intermédiaire (PCI<10), mais le groupe SC n'a produit qu'un seul nodule sous-
cutané. Le groupe A a présenté la croissance tumorale la plus élevée a 15 jours post-
injection.

En conclusion, une maladie péritonéale limitée a été obtenue par injection IP, tandis que
l'injection IP aprés agression péritonéale a permis de développer un modéle murin de MPc
étendu pour évaluer de nouvelles thérapies.

Pour la suite de nos expérimentations, le modéle murin de MPc limitée par injection IP sera

utilisé car il a 'avantage d’étre reproductible, facile, et peu douloureux pour I'animal.

Ces travaux ont été publiés dans la revue PLOS ONE en 2019 (doi:
10.1371/journal.pone.0220360).
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Abstract

The development of cancer mouse models is still needed for the identification and preclinical
validation of novel therapeutic targets in colorectal cancer, which is the third leading cause
of cancer-related deaths in Europe. The purpose of this study was to determine the most
accurate tumour cell injection method to obtain suitable peritoneal metastasis (PM) for sub-
sequent therapeutic treatments. Here, we grafted murine colon carcinoma CT-26 cells
expressing luciferase intoimmunocompetent BALB-c mice by intravenous injection (IV
group), subcutaneous injection (SC group), intraperitoneal injection after peritoneal scratch-
ing (A group) or intraperitoneal injection alone (IP group). Tumour growth was monitored by
bioluminescence during the first 15 days post-grafting. The peritoneal carcinomatosis index
was evaluated macroscopically, histology, immunohistochemistry and multiphoton micros-
copy were performed in peritoneal tumour tissue. Upon implantation, no tumour growth was
observed in the IV group, similar to the non-injected group. Both the IP and SC groups
showed intermediate growth rates, but the SC group produced only a single subcutaneous
nodule. The A group exhibited the highest tumour growth at 15 days post-surgery. Anatomic
and histologic analyses corroborated the existence of various tumour nodules, and multi-
photon microscopy was used to evaluate tumour fibrosis-infiltrating cells in a non-pathologic
peritoneum. In conclusion, limited PM was obtained by IP injection, whereas IP injection
after peritoneal scratching led to an extensive PM murine model for evaluating new
therapeutics.

Introduction

Peritoneal metastasis (PM) (previously called peritoneal carcinomatosis) develops in 8.5-25%
of patients with colorectal cancer (CRC) [1], and the peritoneum is the second most frequent
site for metastasis after the liver [2, 3]. PM from CRC (PMc) is associated with high morbidity
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Development of peritoneal metastasis in a colorectal cancer mouse model

and mortality, as the majority of patients present with extensive PM (peritoneal carcinomatosis
index (PCI) > 20) [4, 5]. The PCI is a classical quantitative method used by surgeons to assess
the extent of peritoneal cancer throughout the peritoneal cavity, and is closely correlated with
the prognosis of the patient. These patients may receive many treatments, such as modern che-
motherapy with targeted therapy, cytoreduction procedures with hyperthermic intraperitoneal
chemotherapy and adjuvant chemotherapy [4, 6, 7], but there is no curative treatment. Thus,
many researchers have aimed to develop new multimodal therapeutic devices to treat patients
with extensive PMc [8, 9].

Animal models play an important role in the study of PM development and progression
and in testing innovative treatments [10]. Many mouse models of PM have been described in
the literature and have led to important advancements in medical care [11, 12]. Nevertheless,
no study has compared the different murine models available in the context of medical prac-
tice. Therefore, it is important to classify these animal models of limited or extensive PMc. In
fact, mouse models with limited PM are particularly interesting and can be used to test new
treatments before the disease aggravates symptoms that are incompatible with animal ethics.
This extensive model is relevant for assessing new palliative treatments for cases of CRC pro-
gression. The aim of this study was to evaluate the implantation rate of CT-26, a type of murine
colorectal cancer cell, on the peritoneum site according to the injection site. The tumour graft
efficiency was compared using four grafting methods according to the PCI score, and using
bioluminescence imaging in a syngeneic immunocompetent murine strain. The cells were
kindly provided by the CART Laboratory (Pr Pocard Marc), INSERM U965, Paris, France.

Material and methods
In vitro cell culture

Firefly luciferase-expressing CT-26 mouse colon carcinoma cells (luc-CT26, CSC-RR0237,
Creative Biogene, Shirley, NY, USA) were grown at 37°C in a 5% CO, humidified atmosphere
in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (D6429, Dominique Dutscher, Brumath, France) sup-
plemented with 10% foetal bovine serum (500105N1DD, Dominique Dutscher), 0.2% glucose
(19002-013, Gibco, Thermo Fisher Scientific, Hampton, NH, USA), 2 mM L-glutamine
(X0550, Dominique Dutscher), 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin (15140155,
Gibco, Thermo Fisher Scientific). Cell suspensions were prepared by enzymatic treatment
with trypsin-EDTA (11560626, Thermo Fisher Scientific). After centrifugation, 30 000 cells
were suspended in a 200 ul injection volume of 0.9% saline solution for further orthotopic
grafts.

Development of the PM model and bioluminescence imaging

The use of animals was approved by the French National Ministry of Research (registration
number, APAFIS#1 1942-2017102611003706 v2, Carcinopulse under the responsibility of S
Bardet, approved by the local Ethical and Animal Care Committee, number 033). All animal
care and experimental procedures were conducted in accordance with the 2013 French legisla-
tion and European Community guidelines (directive 2010/63/UE for the Care and Use of Lab-
oratory Animals).

The BALB/cBy]J strain is one of the most commonly used strains of laboratory mice. All
mice were housed in ERET cages (University Limoges, France}), and provided with aspen
wood bedding (Lab Mix; Serlab, France), refuge mouse huts (Serlab) and cocoon products
(Serlab) for environmental enrichment. Tap water and food pellets (RM1 Entretien, France)
were provided ad libitum. The animal room was maintained under controlled temperature
(21°C), photoperiod (reversed 12/12 h light/dark cycle: lights on between 19:00-07:00h}) and
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relative humidity (50-60%) conditions, monitored by an automatic controller. All animals
were checked daily, with cages changed twice per week. Female BALB/cBy] mice (8-12 weeks
old, Charles River Laboratory, Paris, France) were randomly divided into four different groups
(n = 10) depending on the graft injection mode: tail vein intravenous injection (IV group), left
hypochondrium quadrant subcutaneous injection (SC group), intraperitoneal injection (IP
group) and intraperitoneal injection after peritoneal scratching (A group). Control animals
were injected with 0.9% NaCl sterile solution instead of tumour cells for each graft site.

In group A, the abdominal skin was cleaned and disinfected. The mice were chemically
anesthetised by intraperitoneal injection of ketamine/xylazine solution. A midline laparotomy
incision was performed using a length of approximately 1 cm. The peritoneum was gently held
with forceps, and the parietal peritoneum was scraped 10 times using a sterile cotton swab
[13]. The closure of the cavity was then conducted in planes, using a single running suture
with 4-0 Vycril, and the skin was closed with a simple running suture with 5-0 Prolene. CT-
26 cells were injected into the peritoneal cavity using a 12-gauge needle in the left hypochon-
drium quadrant of the abdomen.

In the IP group, the abdominal skin was cleaned and disinfected, and intraperitoneal injec-
tion of the left hypochondrium quadrant of CT-26 cells was performed using a 12-gauge
needle.

In the SC group, the CT-26 tumour cell suspension was injected under the capsule of the
peritoneal surface in the right upper side of the abdomen using a 12-gauge needle after clean-
ing and disinfecting the skin.

In the IV group, the tumour cell suspension was injected in the tail vein using a 23-gauge
needle after cleaning and disinfecting the skin.

Twenty-four hours after surgery, a dose of buprenorphine was administered. All mice were
checked daily for the appearance of any clinical symptoms (e.g. dyspnoea, nervousness, tonicity,
hunched posture, etc.}, with weight recorded every 2 days. Mice were humanely killed by CO,
asphyxia following the emergence of clinical symptoms, such as dyspnoea, hind limb immobil-
ity, body weight loss > 20%, or presentation of a distended abdomen (a sign of ascites).

Non-invasive bioluminescence imaging was performed on days 3, 9, 12 and 15 after luc-
CT-26 grafting. First, mice under isoflurane anaesthesia were injected with 150 mg/kg Xeno-
Light D-Luciferin (122799, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) in 200 ul into the peritoneal
cavity and, 5 min after injection, imaged with a cooled charge-coupled device camera system
(IVIS Lumina System Series III, PerkinElmer). The total peak bioluminescent signal intensities
in the abdominal region within regions of interest placed over the tumour on days O (i.e. before
surgery), 3, 9, 12 and 15 post-grafting were calculated using Living Image 4.0 software (Perki-
nElmer). For quantitative analysis, the total signal (photons/sec) in these regions of interest
was determined using Image Analyst MKII software.

PCI after laparotomy

After 15 days, all mice were sacrificed by CO, inhalation, and a complete midline laparotomy
was performed immediately. The abdominal cavity was inspected and divided into 13 zones,
and the PCI score was calculated as follows: 0, no macroscopic tumour; 1, limited tumour
growth (1-2 mm diameter); 2, moderate tumour growth (2—4 mm diameter); and 3, abundant
tumour nodules (> 4 mm diameter or > 5 deposits) [14, 15]

Histology: Multiphoton microscopy

Tissues around the tumour site (visceral peritoneum and parietal peritoneum} were collected,
fixed with 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin. Sections (4 um thick) were cut
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and stained with haematoxylin—eosin—safran and, for immunochistochemistry, with antibodies
targeting CD3, CD4 and CDS8. Slides were analysed using the automated BenchMark XT slide
stainer (Roche, Meylan, France).

A two-photon excitation microscope was used for morphologic analysis. Anaesthetised
mice and samples were positioned on the stage of the customised Olympus multiphoton
microscope BX61WI/FV1200MPE (Olympus Life Science, Waltham, MA, USA) with a 25x
immersion objective (1.05 NA, 2.0 mm working distance) coupled with a tuneable femtosec-
ond Tisapphire pulsed laser (Chameleon Ultra I1, Coherent}) for excitation. Image stacks were
taken at 2-um steps and acquired under 810 nm excitation for second harmonic generation
(SHG, collagen) and autofluorescence (elastin) using FluoView FV 1200 software (v4.1.1.5,
Olympus Life Science). The different components of the emitted light from the sample were
separated using a dichroic mirror (570 nm) and detected by a pair of photomultiplier tubes
preceded by fluorophore-specific emission filters (BA 575-630 for elastin, 405/10 for SHG).
The obtained images were analysed using Imaris software (Bitplane AG) or Fiji/Image] (NIH,
Bethesda, MD, USA).

Statistical analysis

GraphPad Prism was used for all statistical analyses. The chi-square test or Fisher’s exact test
was used to compare dichotomous variables, and one-way analysis of variance or the Kruskal-
Wallis test was used to compare continuous variables.

Results

All animals survived the surgical procedures without complications or infections and were
monitored for 15 days after beginning the experiment. During this 2-week period, the mice
did not show any physiological complications or symptoms of suffering or any apparent
changes in social behaviour.

Bioluminescence imaging and quantification of tumour growth

No mice in the IV group showed any luciferase activity by bioluminescence imaging in the
abdominal cavity, as expected (Fig 1A, IV group). In the other groups, the rate of biclumines-
cence emission increased with time, indicating relevant tumour growth between days 3 and 15
(Fig 1A, SC, IP and A groups).

This mean bicluminescence index reflecting tumour growth was significantly higher
throughout the entire experiment in the A group (mean 1.08e+7) compared with the IP group
(4.049+6, p < 0.05), SC group (341957, p < 0.001) and IV group (0, p < 0.001) (Fig 1B).

PCI

At the end of the experiment (day 15), the mean PCI score was calculated after sacrifice. The
mean (+ standard deviation [SD])} PCI scores were as follows: 23.6 (+ 4.1), 8.8 (+£3.6), 5 (+ 4.5)
and 0 (+ 0) in the A, IP, SC and IV groups, respectively (Fig 1C, mean + SD). The A group
developed extensive intraperitoneal tumour growth localised mostly in the parietal peritoneum
and diaphragm (Fig 2A). The IP group developed limited PM localised in the visceral perito-
neum and mesentery (Fig 2B). The SC group developed a single nodule at the injection site,
which was localised in subcutaneous tissues but not in the intra-abdominal cavity.
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Fig 1. In vivo quantification of tumor growth by bioluminescence tracking of luciferase expressing CT-26 cells over 15 days. (A) Microphotographs of anesthetized
mice for each group inside the bioluminescent imaging box. (B) Tumor growth evaluation based on bioluminescence measurements for the four groups (IV, SC, IP, A)
at day 3, day 9, day 12 and day 15 (low values are not always visible on the graph). (C) PCI score at day 15 post-grafting. In summary, the mice having undergone
laparotomy surgery (group A: intraperitoneal cell injection after peritoneum aggression) present an extensive tumoral growth with the highest peritoneal carcinomatosis

index (PCI). Furthermore, statistically significant differences are observed between the four groups. n = 5 for each group, mean +- SD. * for p value <0.05, ** <0.01, ***
<0.001 and ****<0.0001.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220360.9001

Histologic analysis of normal peritoneal tissue and PM

Anatomic and histologic analyses corroborated the existence of various tumour nodules
implanted in the intraperitoneal cavity (Figs 2C and 3A, haematoxylin-eosin-safran staining).
Immunohistochemical analysis of markers specific to tumour-infiltrating lymphocytes
revealed a high number of immune cells invading a complex tumour microenvironment in
CT-26+ nodules on day 15 post-grafting in the IP group (Fig 3C-3G). T lymphocytes were
labelled with CD3 antibodies, T4 lymphocytes with CD4 antibodies and cytotoxic T lympho-
cytes with CD8 antibodies. This nodule displayed high vascularisation and dense tumour tis-
sue. In parallel, the anatomy of the tumour tissue was compared with normal peritoneal tissue
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Fig 2. Images after mouse laparotomy at day 15 post-grafting, (A) A group showed extensive intraperitoneal tumor growth localized majority on the parietal
peritoneum and the diaphragm, and (B) IP group displayed a limited peritoneal metastasis localized on the visceral peritoneum. (C) HES staining in the intestinal bowel
with peritoneal tumoral nodule.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220360.9002

by multi-photon microscopy (Fig 3H versus Fig 31-3L, respectively). The early state of tumour
development showed poor tumour fibrosis (SHG-labelling collagen) compared with the non-
pathologic peritoneum.

Discussion

Our study is the first to evaluate the experimental methods used to obtain a model of PM for
exploring new therapeutic strategies. Indeed, the discovery of new therapeutics for PMc
requires evaluations based on both in vitro and in vivo results that better reflect patient condi-
tions [16, 17] First, we found that the injection site of tumour cells influences tumour growth
in the peritoneum. Tumour growth was significantly greater in the A group (IP injection after
peritoneal scratching). Second, this experimental study showed that the location of PMc also
depends on the injection site. PMc was preferentially located in the parietal peritoneum in the
A group, unlike the IP group, where it was located in the mesentery and visceral peritoneum.
Third, using bioluminescence, we monitored peritoneal tumour growth and calculated lucifer-
ase activity in each animal. Luciferase activity was significantly higher in the A group com-
pared with the other three groups.

Two principal mouse models that mimic, to some extent, the clinical situation in humans
and allow direct quantitation of tumour growth and therapeutic effects have been described in
the literature [18]:

i) The first is an immunocompetent syngeneic grafted mouse model, as used in our study.
This model is the most commonly used to study the behaviour of PM in vivo (i.e. engraftment,
growth and invasion) [10]. PM developed in three of our groups (IP, SC and A groups) but not
after IV injection of CT-26 cells (IV group). These results confirm that IV injection of tumour
cells into the tail vein produces metastasis only in the lungs [19] but is not useful for obtaining
metastases at other sites, in particular, the peritoneum. Given that cancer cells are likely to
spread to the liver and lung, the peritoneum could also be a destination. Most researchers
agree that intraperitoneal tumours are transferred to the peritoneum by seeding [20, 21], but
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Fig3. (A-B) HES staining and (C-G) immunohistochemistry for CD3, CD4, CD8 of a 15 days grafted CT-26+ nodule in a mouse from IP group. Grafted nodules reveal
high number of cells including Tumor infiltrating Lymphocytes (TILs) among a complex tumoral microenvironment (high vascularization, poor fibrosis, dense tissue).
Multiphoton imaging of tumoral tissue (H) and normal peritoneum (I-L). v = vessel, LT = T Lymphocyte, LT4 = T4 Lymphocyte, LTc = cytotoxic Lymphocyte,

lu = lumen, SHG = second harmonic generation. Scale bar in a applied to ¢,e,f,g, in b applied to d, and in h applied toi-1.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220360.¢003

conclusive evidence has not been definitively established. Some human patients were found to
have peritoneal carcinomatosis when the digestive tumour had not invaded the serosa, and
researchers have concluded that many cancers like gynaecological cancers spread to the perito-
neum through blood or the lymph vessels [22, 23]. When combined with clinical presentation,
Ge et al. reported that haematogenous metastasis may be the real route of peritoneal carcino-
matosis [24].

Nevertheless, we can distinguish two types of PMc according to the PCI. As might be
expected, PMc may be extensive (PCI > 20), as observed in the A group. These results were
confirmed by the high luciferase activity measured by bioluminescence. This method, which
involves scraping out the peritoneum, was first developed in rats [25]. Our study confirmed
that scratching created an environment conducive for the development of PMc in the mouse
model (i.e. inflammation, growth factor release and angiogenesis for the wound-healing pro-
cess) [26, 27]. This model may be used to test and validate palliative strategies, which have not
yet been established, by evaluating new palliative drugs or surgical methods for extensive PMc.
On the contrary, we obtained limited PMc (PCI < 10) when CT-26 cells were injected into the
peritoneal cavity. Indeed, the bioluminescence levels in grafted tumours were correlated with
the PCL. We chose to use an injection of 30,000 luciferase positive CT-26 cells in these experi-
ments, as previously reported by Dico et al. (2018), given that they were able to obtain limited
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PMc with success at this concentration by intraperitoneal injection, after testing increasing
amounts of injected cells [28]. This model is a useful uncomplicated method, most commonly
used to obtain a high take rate and rapid tumour growth [10, 29]. In our experiments, this
murine PMc model mimicked human PMc both macroscopically and histologically.

After SC injection, we did not observe any growth in the intra-abdominal cavity but only at
the injection site above the peritoneum. These results confirm why this model is used more
commonly to evaluate tumour growth but rarely produces a single large nodule with only a
few or no additional PM. Nevertheless, this model has been used by many researchers for test-
ing and analysing cytotoxic drug concentrations, penetration, and the effects, by excising this
unique nodule after treatment [12, 30].

ii} The second model involves human xenografts implanted into athymic nude mice and
has rarely been used in the context of PMc [30-32]. Athymic nude mice have a defective
immune system because of a genetic mutation and are used in human tumour cell research
[33]. Even if this model is useful for studying the physiopathology of human tumours, the
interaction between the cancer and immune system cannot be observed. Our histologic results
confirmed that syngeneic grafted CT-26 cells provoked an intense immune response with T
cell infiltration. However, research on the immune system and anti-tumour responses has led
to the development of numerous therapeutic strategies for cancer [34]. In the case of PM, the
time until the tumour becomes palpable may be longer [33] and is not always compatible with
animal ethics.

Bioluminescence imaging is a non-invasive imaging modality that can be employed in
numerous animal studies for tracking metastasis and to measure tumour burden using lucifer-
ase-expressing tumour cells [35, 36]. We confirmed that this technique is very feasible to per-
form and reproducible [36, 37] Although bicluminescence has several limitations and poor
sensitivity compared with positron emission tomography [38], we found a strict correlation
between the PCI and bioluminescence rate. Bioluminescence imaging is an indispensable tool
that can be used to investigate the dynamics of disseminated tumour growth in PM and colon
cancer [39, 40], limiting the number of animals sacrificed in the study.

Conclusions

We developed and evaluated a mouse model of PMc suitable for preclinical anti-cancerous
studies. We used grafted murine colon carcinoma CT-26 cells expressing luciferase in immu-
nocompetent BALB-c mice by IV injection (IV group), SC injection (SC group), IP injection
after peritoneal scratching (A group) or IP alone (IP group). We demonstrated that limited
PM could be obtained by IP injection, whereas IP injection after peritoneal scratching could
lead to extensive PM.
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> 2°™ article : Evaluation de la réponse aprés traitement par chimiothérapie sur

modéle murin de MPc

Nous avons obtenu précédemment deux types de modéles murins de métastases
péritonéales coliques. Pour la suite de nos expérimentations, le modéle murin de MPc limitée

sera utilisé car il a 'avantage d’étre reproductible, facile, et peu douloureux pour I'animal.

L’évaluation de la réponse a la chimiothérapie systémique est indispensable pour adapter la
prise en charge des patients avec MPc. Nous avons montré les limites de I'évaluation
radiologique mais I'évaluation histologique a elle une place tout aussi importante. Ainsi, en
2016, aprés l'utilisation de la classification du TRG, une nouvelle classification histologique
PRGS décrite pour les MP a vu le jour mais n’avait jamais été validée dans les MP coliques.

Nous avons souhaité valider cette classification en comparant I'histologie des MPc avant et

apres traitement dans :

- ce modele murin de MPc limitée, traité par chimiothérapie (Oxaliplatine — 5-FU)
(article 2)
- une étude clinique incluant les patients avec MPc synchrone et traités par

chimiothérapie systémique et cytoréduction + CHIP (Annexe 1)

Le but de cette étude expérimentale était d'évaluer la réponse histologique selon deux
classifications histologiques : le TRG et le PRGS aprés chimiothérapie (CT), dans un modéle

murin de métastases péritonéales coliques.

Vingt souris (BALB/c) immunocompétentes ont été randomisées en quatre groupes a J10
apres linjection intrapéritonéale de cellules CT-26-luciférase.

Le premier groupe a été sacrifié a J10 pour obtenir des biopsies sans traitement.

Les autres groupes ont été traités en intrapéritonéale pendant 15 jours soit par une solution
glucosée a 5% (G5) soit par du 5-fluorouracile (5-FU, 0,03 mg/g) ou soit par du 5-FU associé
a de I'Oxaliplatine (Ox, 0,006 mg/g).

Le taux de réponse histologique compléte était significativement plus élevé dans le groupe
Ox-5-FU (83,3%) que dans le groupe 5-FU (0%) et le groupe G5 (0%) (p = 0,016). La fibrose
n'était présente que dans les groupes traités par chimiothérapie (p = 0,05). Le PCl, le volume
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d'ascite et I'ascite hémorragique étaient significativement plus élevés dans le groupe G5 que

dans les groupes traités par chimiothérapie (p <0,05).

En conclusion, le PRGS est une bonne mesure de la réponse histologique et il est corrélé a

I'efficacité de la chimiothérapie.

Ces travaux ont été publiés dans la revue European Journal of Surgical Oncology en 2020
(doi: 10.1016/j.€js0.2019.09.008).
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Peritoneal Regression Grade Score could be used in medical practice.

Aim: The aim was to evaluate the histological criteria used by the tumour regression grade (TRG) and
Peritoneal Regression Grade Score (PRGS) for determining the response to chemotherapy (CT), in a
mouse model of peritoneal metastases (PM) from colorectal cancer (CRC).

Methods: Twenty immunocompetent BALB/c mice were randomized into four groups at day (D) 10 after

Ke ds: P : 3 T 2 : " :
H‘z{gfg~5 i intraperitoneal (ip) injection with bioluminescent CRC tumour cells (CT26-luc). A histology before
glcal response % % i i &

Chemotherapy treatment group was obtained by sacrifice on D10; the other groups all received one of the following ip
Mice model treatments over 15 days: 5% glucose (control, G5); 5-fluorouracil (5FU, 0.03 mg/g); or 5FU with oxali-
TRG platin (Ox, 0.006 mg/g). The histological response (HR) was analysed by comparing the histology of PM
PRGS before and after treatment, using both scores: TRG and PRGS.

Colorectal cancer Results: All mice showed limited PM as visualised by bioluminescence and confirmed at the time of

sacrifice in the histology before treatment group. The mean peritoneal carcinomatosis index (PCI)
was = 8 [6—10], The rate of complete HR was significantly higher in the Ox-5FU group (83.3%) than 5FU
group (0%) and G5 group (0%) (p = 0.016). Fibrosis was present only in CT-treated groups (p = 0.05). PCI,
ascites volume and haemorrhagic ascites were significantly higher in the G5 group than CT groups

(p<0.05).
Conclusions: The TRG score can be used in practice when we want to compare the HR between the
primary tumour and the PMs. The PRGS is a good measure of HR and is correlated with the efficacy of CT.
© 2019 Elsevier Ltd, BASO ~ The Association for Cancer Surgery, and the European Society of Surgical
Oncology. All rights reserved.

Introduction (CRC) have metastases. While the liver is the organ most commonly
affected, peritoneal metastases (PM) are present in 10—25% of CRC
One quarter of patients with newly diagnosed colorectal cancer cases; of these, 25% have metastases only in the peritoneum [1].

Curative management of PM from CRC has progressed a great deal

[2,3] and involves cytoreductive surgery after preoperative intra-

venous chemotherapy (pCT) in selected patients [3]. The median

* Corresponding author. Department of Digestive and Oncologic Surgery, Hospital overall survival (OS) of 41 months can be attributed both to ad-
I;;i)coemere - AP-HP, Université Paris Diderot-Paris 7 and INSERM U 965, Paris, vances in surgical techniques, but also to the emergence of more
E—r.nail address: marc.pocard@gmail.com (M. Pocard). effective intravenous chemotherapy (CT) modalities, such as

https://doi.org/10.1016/j.ejs0.2019.09.008
0748-7983/© 2019 Elsevier Ltd, BASO ~ The Association for Cancer Surgery, and the European Society of Surgical Oncology. All rights reserved.
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oxaliplatin (Ox) and 5-fluorouracil (5FU} [4].

Radiological assessment is most commonly used to evaluate
responses to pCT [5]. However, PM less than 1 c¢m in diameter can
be difficult to detect by abdominal computed tomography or
abdominal magnetic resonance imaging. For this reason, in recent
years, histological response (HR) to pCT has become a key element
in multidisciplinary consultations, guiding physicians in their
choice of postoperative CT. Several classifications of HR have been
introduced in digestive oncology, for CRC [6], oesophageal cancer
[7], and pancreatic cancer [8]. Tumour regression grade (TRG) has
been validated as a prognostic factor for liver metastases (LM) from
CRC [9].In 2016, Solass et al. described a histological scoring system
for PM, the Peritoneal Regression Grading Score (PRGS), but it has
not been validated specifically for PM from CRC [10]. Therefore, the
aim of this experimental study was to evaluate the utility of PRGS in
a mouse model of PM from CRC.

Methods

This experimental study was carried out in the laboratory of the
INSERM 965 laboratory (Paris, France). The registration number for
the study assigned by the Ethics Committee is APAFIS-3944
2015122813591563v3.

Cell line and cell culture

The luciferase-expressing CT26 tumour cell line (CT26-luc) was
derived from a colonic adenocarcinoma of immunocompetent
BALBjc mice treated with N-nitroso-methylurethane. This line,
provided by Professor Eisembach (Weizmann Rehovot Institute of
Science, Israel), is regularly used in our laboratory. The cells were
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) with
10% foetal calf serum, 5ml antibiotics (penicillin, streptomycin),
5ml Hepes and 5ml L-glutamine, as monolayers in T75 flasks
{250 ml), at 37°C and 5% CO2.

Animals

Twenty female BALB/c mice, aged 4—6 weeks (Charles River,
Lyon, France), were housed in filter cages (five mice per cage} under
clean, standardized conditions (20—24°C, 12 h{12 h light/dark cycle)
and in environments enriched. The animals had ad libitum access to
a standard laboratory diet and water, and were held under these
conditions for 10 days before any experimentation. All care was in
accordance with national guidelines (Ref. No. 02095, Committee for
the Protection of Animals, French Ministry of Agriculture).

Animal model

CT26-luc cells (3.10%) were injected intraperitoneally (ip) into
four groups of five mice. All mice were sacrificed at the end of the
study, or earlier if they showed signs of suffering according to the
Ethics Committee Criteria. The mice were monitored daily during
the study for any signs of pain, dehydration, or behavioural change.

Bioluminescence monitoring

All four groups were monitored using bioluminescence until day
(D) 10 (D3, D7, and D10). Mice were imaged three times in total (at
10s, 30s, and 2m) after ip injection (10 ulfg body weight} of
luciferin (D-Luciferin firefly potassium salt, 1.0 gfvial; (Caliper Life
Sciences, Hopkinton, MA, USA)} and anaesthesia with isoflurane
(2%). Images were acquired between 5s and 2 m using IVIS Lumina
and IVIS Lumina II cameras {Caliper), with the animals placed on
their backs.

Chemotherapy treatment

At D10, the histology before CT group, was sacrificed to observe
PM prior to any treatment. Animals were randomly assigned to the
other three groups and treated as described below; CT drugs were
obtained from the Pharmacy Department of St Louis Hospital (Paris,
France).

(i) 5FUon D11, D17, and D20 (50 mg/ml, 0.03 mg/g body weight)
(ii) Ox on D13 and D19 (200 mg/40 ml, 0.006 mg/g} in addition
to 5FU on D11, D17 and D20 (0.03 mg/fg) (Ox-5FU group)

(iii} 5% glucose solution (G5) on D11, D17, and D20 (0.25 ml}

Tumour growth analysis: peritoneal carcinomatosis index (PCI)
score

Animals in the histology before CT group were sacrificed by
cervical dislocation on D10; all other groups were sacrificed on D25.
A surgeon explored the peritoneal cavity and the PCI score was
calculated. During the laparotomy, the presence or absence of as-
cites, its volume, and its aspect (clear or haemorrhagic) was noted,
without cytological analysis. He performed resection of peritoneal
metastases in all mice. The PMs were millimetre-sized, which
would make biopsy impossible.

Histological response assessment

HR was defined by comparing the histology of PM in the his-
tology before CT group with that after pCT, based on two classifi-
cation systems:

(i) The TRG was described initially by Mandart et al. [7] and was
used by Rubbia-Brandt et al. [9] to assess LM of CRC. It
comprises five sub-categories: TRG1 (no residual tumour
cells), TRG 2 (some residual tumour cells dispersed within
abundant fibrosis), TRG3 (presence of residual tumour cells
dispersed within significant fibrosis), TRG4 (numerous re-
sidual tumour cells with scant fibrosis) and TRG5 (many
tumour cells without signs of regression). Rubbia-Brandt
et al. collapsed these five categories into three categories of
HR: major histological response (MHR, TRG 1-2), partial
histological response (PHR, TRG3), and no histological
response (NHR, TRG 4-5).

(i} A new histological classification system for PM introduced by
Solass et al. [10], the Peritoneal Regression Grading Score
(PRGS), assigns cases to one of four categories based on the
presence of residual tumour cells and the regression char-
acteristics (fibrosis, infarct-like necrosis, and acellular
mucin). PRGS 1 corresponds to complete regression with an
absence of tumour cells; PRGS 2 to major regression with
only a few residual tumour cells; PRGS 3 to minor regression
with a predominance of residual tumour cells; and PRGS 4 to
NHR to therapy, where tumour cells show no regression.
Mice with multiple PM who showed different PRGS or TRG
score between their metastases were categorized according
to the highest PRGS or TRG score.

Two pathologists specialising in PM independently compared
the PM histology of the control and chemotherapy groups. At least
five PMs were analysed for each mouse.

Statistical analysis

Results are expressed as means (+standard deviation) or as

Please cite this article as: Taibi A et al., Evaluation of a new histological grading system for assessing the response to chemotherapy of peritoneal
metastases from colorectal cancer: A mouse model study, European Journal of Surgical Oncology, https://doi.org/10.1016/].ejs0.2019.09.008
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percentages. Means were compared using the non-parametric
Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s post-test. Percentage data
were compared using the chi-square or Fisher's exact test,
depending on the number of groups. P-values less than 0.05 were
considered statistically significant. The statistical analysis was
conducted using GraphPad Prism® software (GraphPad Inc, La
Jolla, CA, USA).

Results
Bioluminescence monitoring

All mice showed luciferase activity in the abdominal cavity at
D10. Luciferase intensity increased with time, and corresponded to
tumour growth between DO and D10 (Fig. 1A—D). As shown in
Fig. 2, mean bioluminescence activity, estimated in photons per
second per cm? per steradian (p/ s/cm?/sr), was significantly higher
on D10 (315,400) than on D7 (69,625) and D5 (2500) (p = 0.01).

Peritoneal carcinomatosis index (PCI)

The histology before CT group, sacrificed on D10, had a mean PCI
of score 8 [6—10]. PM were preferentially located on the visceral
peritoneum and at the antimesenteric border (Fig. 3). Mean PCI
scores were 2 [0—4], 9 [10—12], and 24 [17—39] in the Ox-5FU, 5FU,
and G5 groups, respectively (p < 0.01, Fig. 3). In the G5 group, PMs
were preferentially located on the parietal peritoneum, diaphragm,
and intestine.

Histological response according to PRGS and TRG

Using the TRG, MHR was significantly higher in the Ox-5FU
group than in the 5FU and G5 groups (100%, 20%, and 0%, respec-
tively, p=0.012, Fig. 4A). According to the PRGS, the complete
response rate was also significantly higher in the Ox-5FU group
(83.3%) than in the 5FU group (0%) and G5 group (0%) (p = 0.016,
Fig. 4B). Fibrosis was identified only in the groups treated with CT,
at rates of 80% and 60% in the Ox-5FU and 5FU groups, respectively,
Fig. 4C. In the G5 group, all mice showed NHR, regardless of the
classification system applied. Fig. 5.

Ascites

Ascites was present in 100% of mice in the G5 and 5FU groups,
and in 40% of mice in the Ox-5FU group. Ascites volume was
significantly higher in the G5 group (2.65 + 0.61 ml) than in the Ox-
5FU group (0.2 + 0.14 ml, p = 0.001). The appearance of ascites was
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Fig. 2. Bioluminescence imaging of 5 mice, injected with colon carcinoma cells (CT26/
Luciferase) in intraperitoneal cavity. Bioluminescence images were taken over time
and quantified in photons per second per cm2 per steradian (p/s/cm2/sr) to create a
plot of bioluminescence time course.
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Fig. 3. Mean score of Peritoneal Carcinomatosis Index (PCI) in each treatment group.
G5: 5% glucose solution, 5FU: 5 fluoro-uracil, O: oxaliplatin.

haemorrhagic in 100% of cases in the G5 group, versus 20% of cases
in the 5FU group and 0% in the Ox-5FU group (p = 0.003). Fig. 6 A-
B-C.

Mortality rate

Four mice were sacrificed before the end of the experiment
(D25): three in the G5 group and one in the 5FU group; all four had
extensive disease (PCl> 20) and NHR (p = 0.08).

x 10°
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Fig. 1. Tumour growth evaluation based on bioluminescence measurements on days: 0 (A), 5 (B), 7 (C), and 10 (D). Color bar depicts relative luminescent signal.
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Fig. 4. Histological response according to Tumour Regression Grade (A), according to Peritoneal Regression Grading Score (B), in each treatment group. Mean rate of fibrosis

regression in each treatment group (C).

Fig. 5. Histology (x400): Representative images of HES-stained sections of peritoneal metastases tumours at - days 10 after cell graft (fig A), - days 25 after cell graft in G5 group (fig
B): cell line (CT26-luc) is poorly differentiated adenocarcinoma with high cellularity, frequent mitosis, and highly atypical nuclei (histological response: TRG5 or PRGS4).and at days
25 in 0x-5Fu group (fig C): major regression with only a few residual tumour cells, histological response: TRG3 or PRGS 2. G5: 5% glucose solution, 5FU: 5 fluoro-uracil, O: oxaliplatin,

TRG: tumour grade regression, PRGS peritoneal regression grading score.

Discussion

Intravenous CT has a fundamental place in the curative strategy
for patients with PM from CRC. To avoid administering post-
operative CT to patients in the absence of preoperative evidence of
efficacy, histological classification systems have been validated for
evaluating HR after pCT in various cancers. However, objective
evaluation of the response to CT is a major challenge for CRC-
generated PM. Indeed, imaging exams may have poor accuracy
for evaluating responses after pCT, and RECIST criteria are some-
times difficult to apply to this disease [11].

The TRG score is the most commonly used classification system
for evaluating digestive tumours [12,13], and specifically in the case
of LM from CRC [9]. The TRG is based on four histological criteria:
the percentages of residual tumour cells, fibrosis, acellular mucin,
and necrosis. Until 2016, there was no specific HR classification for
PM. However, in medical practice, pathologists have used these
four criteria to examine the efficacy of treatments for PM, including
pressurised aerosolised intraperitoneal chemotherapy (PIPAC) for
patients with PM from ovarian cancer [ 14], gastric cancer [15], and
CRC [2].

Regarding PM from CRC, only one study has validated the Blazer
score in patients treated with cytoreduction surgery and

hyperthermic intraperitoneal chemotherapy (HIPEC) [16]. This
classification system, which has the advantage of being simple,
relies only on the percentage of residual tumour cells after pCT. In
2016, Solass et al. described the first histological classification
system specific to PM for assessment of HR after CT; their system is
based on the same four histological criteria as the TRG, i.e. the
percentages of residual tumour cells, fibrosis, necrosis, and acel-
lular mucin after CT. In contrast to TRG, PRGS distinguishes two
types of necrosis: infarct-like necrosis (which corresponds to HR
after pCT) and the “dirty” necrosis in the centres of untreated PM
that develop secondary to cellular hypoxia [10,17,18].

In our experimental study, PM from CRC was evaluated using the
PRGS and TRG. The highest PRGS or TRG score was considered in
our histological response calculations. There is no consensus
whether to consider only the highest histological response score or
to calculate the mean histological response score [10]. Rubbia
Grandt et al. were the first to describe a method for grading path-
ological tumour response for LM from CRC according to the highest
TRG [9]. Solass et al., proposed to report the highest as well as the
mean PRGS [10].

It was difficult for us to determine a best choice between these
two classifications. Despite the small differences between them
(number of criteria and number of sub-classifications), the results

Please cite this article as: Taibi A et al., Evaluation of a new histological grading system for assessing the response to chemotherapy of peritoneal
metastases from colorectal cancer: A mouse model study, European Journal of Surgical Oncology, https://doi.org/10.1016/j.ejs0.2019.09.008
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Fig. 6. Mean rate of ascites in each treatment group (A). Mean volume of ascites in
each treatment group. (B) Mean rate of haemorrhagic ascites in each treatment group
(C).G5: 5% glucose solution, 5FU: 5 fluoro-uracil, O: oxaliplatin.

obtained are consistent. The PM cases not treated with CT typically
showed large viable tumour zones, sometimes accompanied by
necrotic zones but without fibrosis, corresponding to an absence of
HR (using either classification system). In the groups receiving CT,
histological reorganization was observed, characterized by a
decrease in the number, or complete disappearance, of tumour
cells, and their replacement by fibrosis. Fibrosis after CT is the
primary indicator of CT response, and is a useful criterion for
evaluating HR. Moreover, unlike the study of Passot et al., which
examined the histology of PM only after CT, we compared the
histology of PM before and after CT. This allowed us to avoid
incorrectly scoring HR after CT based on evidence of necrosis,
fibrosis, or acellular mucin that were already present in PM before
CT. In our study, the incidence of complete HR, according to the
PRGS, was significantly higher in the Ox-5FU group compared to
the 5FU and G5 groups. This histologically confirms the superiority
against CRC of the combination of Ox and 5FU over 5FU alone, as
previously reported [19]. Complete HR according to the PRGS was
also consistent with PCI scores and ascites volumes, which were
also lower in the Ox-5FU versus 5FU and G5 groups. These two
criteria are known prognostic factors used to determine whether

patients with PM from CRC are suitable for curative surgical
treatment [20]. Overall, our results confirm that the PRGS classifi-
cation can be used to evaluate HR to CT in patients with PM from
CRC.

Obviously, histological response classification has to be precise
and reproducible to guide clinical management and to determine
trial outcomes. In this study, two anatomical pathologists sepa-
rately gave the same independent classification for each mouse.
The consistent scoring results may be because these two patholo-
gists frequently work with these classifications, in this specialised
centre for the treatment of PM. Moreover, the peritoneal metasta-
ses of mice are very small, which may have made the histological
analysis easier. In their study of liver metastases of CRC, Rubbia
Brandt et al. [9] reached a similar conclusion, noting that discrep-
ancies in the histological response pattern were rare (10%).

In this experimental study, we preferred to use the Glucose
solution in the control group because this is often used in oncology
surgery. For example, oxaliplatin can only be administered in a
glucose solution, during hyperthermic intraperitoneal chemo-
perfusion (HIPEC) for reasons of chemical stability. Nevertheless, us
choice can be explained: this cell proliferation and the high PCI
score in the control group but the histological structure of PMs
were not altered.

Many studies have shown that complete or major HR after CT is
synonymous with better survival in patients with digestive cancer
[21]. For LM from CRC, Rubbia-Brandt et al. reported that 5-year
disease-free survival was significantly higher in patients with
MHR and PHR compared to those with NHR (38%, 37%, and 15%,
respectively, p=0.008) [9]. For PM from CRC, according to the
Blazer classification, OS was 75%, 57%, and 13% for patients with
complete HR, PHR, and NHR, respectively [16] (p = 0.0019). For PM
from CRC, no clinical study has evaluated the prognostic value of
the PRGS. In our study, the four mice sacrificed before the end of the
experiment (three in the G5 group, and one in the 5FU group) all
had NHR. This suggests that complete HR according to PRGS may be
synonymous with better survival, although it will be necessary to
evaluate the prognostic utility of the PRGS in clinical studies, as was
done for the Blazer score.
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Conclusion
The levels of residual tumour cells, fibrosis, infarct-like necrosis,

and acellular mucin are useful markers in the assessment of HR,
and are correlated with the efficacy of CT. The TRG score can be
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used in pratice when we want to compare the histological response
between the primary tumour and the PMs. The PRGS classification
system appears to be applicable to patients with PM from CRC, but
this should be validated in a clinical study.
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> 3°™ article : évaluation des effets thérapeutiques des impulsions

nanosecondes sur le modéle murin de MPc

Les articles précédents ont permis de valider un modéle murin de MPc limitée et également
de définir un moyen simple pour évaluer la réponse a un traitement, via la classification de
PRGS. Néanmoins, beaucoup de progrés sont encore nécessaires dans la prise en charge
des patients avec MPc. La voie thérapeutique par ondes électromagnétiques pulsées haute

fréquence et notamment des nsPEFs n’a jamais été explorée dans les MPc.

Nous avons souhaité évaluer l'effet thérapeutique des ondes électromagnétiques de type
nsPEFs (10 nanosecondes) sur les métastases péritonéales coliques d’un modéle murin
immunocompétent.

Dans un premier temps, nous avons évalué leffet thérapeutique des impulsions

nanosecondes in vitro sur des cellules CT-26 murines précédemment utilisées.

Plusieurs réponses a différents paramétres électriques des nsPEF ont été analysées: la
mort cellulaire, la morphologie mitochondriale, la perméabilisation cellulaire, la concentration
intracellulaire en ions calcium ([Ca®*]i) et la présence de marqueurs de réponse immunitaire.
A partir des données in vitro, nous avons exposé les MPc murines aux ondes impulsions

nanosecondes et évalué la réponse histologique selon la méthode précédemment validée.

Nous avons démontré que les nsPEF pouvaient induire une mort cellulaire, un changement
morphologique des mitochondries, une augmentation du taux de calcium intracellulaire dans
les expérimentations in vitro. Aucun effet synergique ou additif des nsPEFs et de la
chimiothérapie (Oxaliplatine ou Mitomycine) n’a été retrouvé. Le taux de réponse
histologique compléte ou majeure selon le PRGS était plus élevé dans le groupe traité par
les nsPEFs.

En conclusion : Les nsPEFs ont induit une perméabilisation de la membrane plasmique et
des membranes des organites cellulaires des cellules CT-26. Dans le modéle murin de MPc,
les nsPEFs ont produit une réponse histologique et immunitaire. Néanmoins, ces résultats
expérimentaux doivent étre renforcés et confirmés dans d’autres études précliniques et

cliniques en particulier sur la spécificité anti-tumorale de la réponse immunitaire.

Ces travaux ont été soumis a la revue Cancer Letters.
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Abstract

The application of nanosecond pulsed electric fields (nsPEFs) could be an effective
therapeutic strategy for peritoneal metastasis (PM) from colorectal cancer (CRC). The aim of
this study was to evaluate in vifro the sensitivity of CT-26 CRC cells to various types of
nsPEFs in combination with chemotherapeutic agents, and to assess the subsequent in vivo
histologic response.

In vitro cellular assays were performed to assess the effects of exposure to 1, 10, 100, 500
and 1000 10 ns pulses in a cuvette or bi-electrode system at 10 and 200 Hz. nsPEF
treatment was applied alone or in combination with oxaliplatin and mitomycin. Cell death was
assessed by flow cytometry, and permeabilization and intracellular calcium levels were
assessed by fluorescent confocal microscopy after treatment. A mouse model of PM was
used to investigate the effects of in vivo exposure to pulses delivered using a bi-electrode
system; morphological changes in mitochondria were assessed by electron microscopy.
Fibrosis was assessed by multiphoton microscopy, while the histological response (HR;
hematoxylin-eosin-safran stain), proliferation (KI67, DAPI), and expression of immunological
factors (CD3, CD4, CD8) were assessed by classic histology.

10 ns PEFs exerted a dose-response effect on CT-26 cells in vitro and in vivo, by inducing
cell death and altering mitochondrial morphology after plasma membrane permeabilization.
In vivo results indicated a specific CD8+ T cell immune response, together with a strong HR
according to the Peritoneal Regression Grading Score (PRGS).

The effects of nsPEFs on CT-26 were confirmed in a mouse model of CRC with PM.
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Introduction

There are 446 800 cases of colorectal cancer (CRC) per year in Europe, and it is the
second-leading cause of death from cancer in both men and women (1). Up to half of CRC
patients will develop metastatic disease, with an estimated 5-year survival rate of 13.5% (2).
The peritoneum is the third most common metastatic site, after the liver and the lung (3).
Regardless of the origin of peritoneal metastasis (PM), the most effective intervention is
complete or maximal cytoreduction +/- hyperthermic intraperitoneal chemotherapy (HIPEC)
combined with systemic chemotherapy (4). Several chemotherapeutic drugs have been used
for PM treatment, including oxaliplatin, mitomycin C and cisplatin (5). Oxaliplatin is a classic
therapeutic agent that has been used by French teams since 2000, and mitomycin C is the
most commonly used drug worldwide (6—9). These treatments have improved the long-term
survival of selected patients, with a median survival of 22—60 months and a cure rate of 16%
(10). However, curative surgical treatment is only available to patients with resectable PM.
Patients considered to be unresectable at the time of diagnosis are unable to access curative
treatment, despite being eligible for systemic neoadjuvant chemotherapy. In addition, these
patients have a morbidity rate of 30%, and complications can delay the introduction of
postoperative systemic chemotherapy. Therefore, it is important to develop therapeutic
alternatives for patients with unresectable PM.

Recent decades have witnessed the emergence of novel bioelectric therapies, such
as electrochemotherapy, electrogene therapy (11,12) and irreversible electroporation (13) for
both veterinary and human cancers. In preclinical and clinical studies, nanosecond pulsed
electric field (nsPEF) treatments have exhibited potential for treating a wide variety of
cancers originating from the brain, liver, skin, breast, pancreas or lung (14-16). Until
recently, no investigations of the effects of nsPEF treatment on human CRC have been
conducted (17). Notably, it remains to be determined whether peritoneal metastasis are
sensitive to nsPEFs in vivo.

nsPEF therapy employs high electrical energy to treat tissue in direct contact with
electrodes. It has the advantages of being pain-free, allowing for cancer ablation without
thermal injury or inflammation, and having limited side effects. Delivering such high-voltage
electric fields in the nanosecond range induces regulated cell death (apoptosis) (18,19)
through selective effects on cellular and subcellular structures. Indeed, applying electric
fields across a biological membrane can induce lipid rearrangements (i.e., aqueous pores);
this mechanism, which affects cell membrane integrity, is called electroporation or
electropermeabilization (20-24). The aqueous pores result from the accumulation of charges
on the membrane, which causes it to degrade. Despite the lack of direct visual observation,

several research groups have used computational modelling to predict the formation and
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evolution of such aqueous pores, on the order of nanometers (i.e., nanopores), in plasma
membranes and organelle membranes under the influence of electric fields (25-29).
Depending on the type and strength of the electric field, and the number and duration of
pulses, the effects on cell membranes can be temporary or permanent.

Calcium ions (Ca?*) act as secondary messenger in a number of cellular pathways.
Elevation of intracellular Ca?* ([Ca?*]) is a significant signhaling event in muscle contraction,
gene transcription, metabolism and cell death. Dysregulated Ca?* homeostasis may also play
a role in tumorigenesis (30). The cytosol is maintained at a very low Ca?* concentration
under physiological conditions (~1077 mol/L). A small increase in Ca?*, either through release
from intracellular organelles (~107® mol/L) or through influx from extracellular reservoirs
(~10° mol/L), can elicit signals activating downstream signaling cascades. Studies have
widely reported such intracellular increases following the application of nsPEFs through
voltage gate channels and Ca?* transporters or permeabilization effects (31-34).

nsPEF treatment is also known to decrease AWm and cell viability, and is effective for
cancer mutations that evade apoptosis. Mitochondria are a key cellular target to induce cell
death after the loss of mitochondrial potential (35). For example, 100 ns PEFs induce cancer
cell apoptosis via rapid physical changes in mitochondria (36), induced through the
mitochondria-dependent intrinsic apoptosis pathway in vitro (37).

Recent investigations have focused on the use of nsPEFs to activate the anti-tumor
immune response (38,39). It has been hypothesized that nsPEFs may be able to induce
membrane protein changes on the surface of cancer cells, thus allowing immune cells to
recognize and attack them. Immune cells are readily found at the ablation site of the tumor
following the application of hsPEFs. Furthermore, in vivo experiments have revealed that the
antitumor reaction can be exploited for the development of anti-cancerous vaccines (40-42).
However, these biological mechanisms remain to be studied in other cancer types.

The aim of this experimental study was to estimate the tumor ablation effects of 10 ns
PEFs on CT-26 cells in a mouse model of colorectal PM. For this purpose, we first evaluated
CT-26 cells in terms of cell death, cell viability, permeabilization and intracellular calcium
influx in vitro. We also tested the efficacy of nsPEF treatment in association with two
standard agents used for HIPEC (oxaliplatin and mitomycin). We determined the electrical
field most suitable for in vivo exposure of immune-competent CT-26 grafted BALB/cByJ mice
in terms of tumoral proliferation, tumor-infiltrating lymphocytes, and the histological response
(HR) by classical histology. The extracellular microenvironment was imaged by multiphoton

microscopy; morphological organelle changes were assessed by electron microscopy.
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Results

1) NsPEFs induce dose-response cell death in colorectal cancer cells in vitro

nsPEFs are known to induce regulated cell death (RCD) as apoptosis or necrosis in many
cell lines. We determined the cell death and survival rates of CT-26 cells in response to 10
ns PEFs delivered at frequencies of 10 and 200 Hz (10, 500 and 1000 pulses) using a
cuvette system (Fig. 1C). CT-26 cell death was significantly increased, and cell growth was
inhibited, in an electric field frequency- and pulse humber-dependent manner.

Cells were pulsed and then stained for annexin V/7-aminoactinomycin D (7-AAD) for
analysis by flow cytometry (the cell death is measured at 45 min post-exposure in this
protocol). nsPEFs induced cell death, as assessed by annexin V staining. The rate of cell
death significantly increased with the number of pulses in a dose-response manner (no pulse
Op: 7.21%, 500p: 18.97%, 1000p: 38.65%; Fig. 2A) at a frequency of 10 Hz, and there was a
statistically significant difference between 1000p and no pulse (p=0.036). However, there
was ho significant difference between 500p and no pulse (p=0.47), even though there
appeared to be more cell death events at 500p compared with no pulse (18.97% vs. 7.21%,
respectively). The sample size may have been too small to detect a significant difference, or
we may have used a timepoint that was too early to detect any cell death.

The rate of cell death was strongly increased when the electric frequency was
increased to 200 Hz (Fig. 2B), at the same voltage and with the same number of 10 ns
pulses (68.26% vs. 18.97% for 500 pulses and 82.07% vs. 38.65% for 1000 pulses,
respectively). Data for 10 pulses were obtained as an intermediate point in the dose-
response curve (30.73%) to ensure a better fit; such data were not necessary in the 10 Hz
dataset. Increasing the frequency of the electric pules resulted in stronger effects and a more
pronounced cell death effect. The differences between the non-treated control and 10p
(p=0.0011), 10p and 500p (p=1.46.10""%), and 500p and 1000p (p=0.0089) confirm the
efficacy of the increased frequency and reduced exposure time.

Based on the analysis of cell growth by DAPI staining after 3.5 days of culture (post-
exposure to the pulses; Fig. 2C,D), growth was significantly inhibited compared with the
control when the electric field frequency was 10 Hz (p=1.05.10"% or 200 Hz (p=2.10"%), and
when there were 10, 500 or 1000 pulses. Exposing CT-26 cells to nsPEFs at 10 Hz with an
increasing number of pulses resulted in a clear dose-response effect, and 10 pulses
significantly inhibited cell growth compared with the control (Fig. 2C, 268.67% vs. 146.33%,
respectively; p=0.00045). There was no significant difference in growth inhibition between
500p and 1000p (32.22% vs. 7.11%, respectively; p=0.8), likely because of the large
standard error for 500p (x 58.15 SD) and because few cells survived, indicating that the
dose-response curve had plateaued. Furthermore, we observed strong inhibition of cell
growth under treatment with 500 pulses compared with the control (32.22% vs. 268.67%,
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respectively; p=1.83.10"°), whereas we observed only a non-significant trend in cell death
with 500p (see previous paragraph and Fig. 1A). Increasing the frequency to 200 Hz
flattened the dose-response curve previously observed at 10 Hz, due to stronger the
inhibition of cell growth (no pulse: 349.69%, 10p: 23.33%, 500p: 5.73% and 1000p: 4.65%,
Fig. 1D). For both cell growth results, the proportion of DAPI+ cells exceeded 100% (10 Hz:
520,25%, 200 Hz: 349,68%) because the initially seeded cells underwent several cycles of
mitosis and proliferation. To summarize, nsPEF-treated CT-26 cells exhibited dose-
dependent inhibition of cell death and cell growth with 10 ns pulses at 10 and 200 Hz. When

stronger or more rapid effects are required, 200 Hz and more than 1000 pulses are the

optimal electric parameters.
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Figure 2: nsPEFs induced immediate dose-dependent cell death (A,B) and growth inhibition (C,D) in CT-26 cells
in vitro in a 1-mm cuvette system. A B: percentage of dead and apoptotic CT-26 cells after nsPEF treatment (O,
10, 500 and 1000 pulses at 10 Hz in A and 200 Hz in B) based on annexin V/7-AAD flow cytometry
(representative dot plots illustrating apoptosis profiles at different pulse numbers are shown at the top). C,D:
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at 10 Hz in C and 200 Hz in D) enumerated using fluorescence microscopy (representative images showing

6

Abdelkader TAIBI | Thése de doctorat | Université de Limoges |
Licence CC BY-NC-ND 3.0



nuclei stained by DAPI in blue with different numbers of pulses are shown at the top). Mean + SD. *: p<0.05, **:
p<0.001, ***: p<0.0001.

2) The CT-26 cell line is sensitive to both nsPEFs and chemotherapy, but no
synergistic or additive effect was observed
HIPEC after visceral surgery for cytoreduction is a common treatment for PM cancer. The
penetration depth of chemotherapeutic agents into the peritoneum is estimated to be around
1 mm and may be incomplete. One barrier to improving the success of HIPEC is cell death at
the end of the protocol, which is necessary to avoid tumor recurrence and metastasis.
Sensitizing cells with drugs before high-intensity pulsed electric field treatment is one
potential strategy for overcoming this barrier. In our study, oxaliplatin or mitomycin were used
to treat human CRC cells in vitro prior to 10 ns PEF treatment. We initially focused on
permeabilization of the plasma membrane and the Ca?* signaling threshold, which are widely
known early physiological changes in a range of cell lines. For this purpose, we exposed CT-
26 cells to 1p, 10p, 100p at 10 Hz in a bi-electrode system (Fig. 1B). Using live fluorescent
microscopy, we measured cell permeabilization with YO-PRO, the classical plasma
membrane permeabilization marker, and changes in [Ca?']; concentrations with Fluo4 (Fig.
3). Next, we sensitized CT-26 tumor cells in vitro with oxaliplatin or mitomycin 24 h before
nsPEF treatment at 200 Hz with 10p, 500 and 1000p (Fig. 4) using a cuvette system (Fig.
1C).

Significant permeabilization of the PM was detected after only one pulse using YO-
PRO compared with the control (p<0.0001) (Fig. 3A,B). The fluorescence intensity of CT-26
cells slightly increased with 1p, and moderately but rapidly increased with 10p and 100p,
immediately after exposure. Furthermore, there was a clear dose-response relationship
between the permeabilization rate and the number of pulses, but we did not reach the
permeabilization level obtained with the positive control (Triton X100, red curve in Fig. 3A).

The fluorescence indicator Fluo4 enabled detection of Ca?* flux in real time over a
period of several minutes (Fig. 3C,D). The fluorescence intensity of the CT-26 cells
increased markedly until reaching a plateau (maximal intensity) within 3 s after nsPEF
exposure for 10p and 100p, which lasted around 9 s. Unlike YO-PRO, the increase in Fluo4
fluorescence intensity ceased immediately, and even decreased with 10p, reaching the same
value as seen for 1p (Fig. 3B). Interestingly, 100p induced a higher intracellular Ca?*
concentration than the positive control (ionomycin, red curve in Fig. 3D). A dose-dependent
calcium signaling response to 10 ns pulses was observed at the moment of exposure; this
was attenuated during the experiment, followed by a gradual decrease in the intracellular

Ca?* concentration.
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Figure 3: nsPEF stimulation-induced permeabilization and intracellular calcium flux in CT-26 cells with 300-um bi-
electrode system. Fluorescence intensity changes (AF/F0) of YO-PRO (A,B) and Fluo4 (C,D) in CT-26 cells were
measured using live confocal microscopy, every 3 s for 3 min. nsPEF exposure (1p, n = 7;10p n = 13; 100p, n =
4; CT+, n=9; CT-, n = 4 for YO-PRO; and 1p, n = 19; 10p, n = 23; 100p, n = 25; CT+, n = 4; CT-, n = 4 for Fluo4
[pulses of 10 ns at 10 Hz for both]) occurred after 60 s. Values are expressed as mean + SD. A and C show
representative images of fluorescent CT-26 cells obtained before and after nsPEF exposure. Scale bars = 10 ym.

Mean + SD. **** p<0.00001.

Prior to dual treatment (nsPEFs plus chemotherapy), we sought to establish the sensitivity of
PM CT-26 cancer cells to oxaliplatin and mitomycin. Survival rates (cell viability [%], as
obtained by MTT assay) of CT-26 cells treated with oxaliplatin or mitomycin, at 24 or 48 h,

are shown in Supplementary Fig. 1. A clear dose-response effect was seen for both
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treatments. The percent survival was lower 48 h after oxaliplatin treatment compared with 24
h, but no statistically significant difference was observed for mitomycin between 24 and 48 h.
The half maximal inhibitory concentration (IC50) values were determined at 24 h for
mitomycin (17.5 ug/ml) and oxaliplatin (200 ug/ml). To ensure that drug concentrations with
low toxicity (below the IC50) were used, concentrations corresponding to 30% mortality were
chosen for combination treatment with various numbers of pulses (i.e., 60 ug/ml of oxaliplatin
and 4 pg/ml of mitomycin; Fig. 4).
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Supplementary Figure 1: Dose-response results for mitomycin and oxaliplatin. Cell viability was assessed by MTT
assays after 24 h (white dots) and 48 h (black dots) of treatment (data for 72 h are not shown). The IC50 values
for the 24-h treatment were 17.5 pg/ml for mitomycin and 200 pg/ml for oxaliplatin.

To maximize the potential for synergistic effects, low concentrations of drugs were used with
increasing numbers of pulses (10, 500, 1000 pulses at 200 Hz). The cell death rate was
analyzed using annexin V/7-AAD flow cytometry after 45 min, and surviving cells were
assessed by DAPI staining after 3.5 days, as in the previous experiments using the cuvette
system (Fig. 1C and Fig. 2).

Figure 4A shows a dose-response effect of the number of pulses on the rate of cell
death for nsPEFs alone and nsPEFs + mitomycin or oxaliplatin, but no additive or synergic
effects were observed. For example, at 1000p there was no significant difference among
nsPEFs only (82.9 + 11.21%), nsPEFs + mitomycin (81.68 = 12.59%) and nsPEFs +
oxaliplatin (82.9 £ 11.2%) (p>0.99). Similarly, the CT-26 cell survival rate (Fig. 4B) was
extremely low with 10p, 500p and 1000p, without any significant difference among these
pulse conditions. For example, with 1000p, there was no significant difference among
nsPEFs only (4.65 £ 20.82%), nsPEFs + mitomycin (0.4 + 1.78%) and nsPEFs + oxaliplatin
(1.75 £ 3.33%) (p>0.99). However, with 0 pulses, control cells (349.68 £ 355.39%) showed a
high rate of proliferation; treatment of CT-26 cells with either mitomycin (49.84 £ 30.76%) or
oxaliplatin (61.32 + 47.58%) resulted in an approximately 40-50% decrease in survival (as
per the chemotherapeutic dose shown in Supplementary Fig. 1). The lack of synergistic
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effects at 24 h after treatment indicated that the survival mechanisms for CT-26 cells might

be similar after exposure to both chemotherapy and nsPEFs.

J. Maxiheo 70 kV/iem
et ¢ Maxgjm, 40 kV/icm
'
' 1 mm
e

Exposure system :

A nsPEF only B 2 nsPEF only
W nsPEF+oxali W nsPEF+oxali
nsPEF+mito nsPEF+mito

ns ns ns ns

"

‘ ns ns ns
(d
= %
© I 3
] o
o
o 51 I
=] 1l 1 o
8 l < 0 o e g b o o~
R - 4 - O © O ©
g iy - 1T Tii Tif
<r ] = = [ = c c c o | =
©Q o
~ =t 'ﬂ' L\Q \é I
W W < & il I
- ,‘ E L r
no pulse 10p 500p 1000p no pulse 10p 500p 1000p
200 Hz 200 Hz

Figure 4: Cytotoxicity was induced in vitro by combination treatment with nsPEFs and mitomycin or oxaliplatin, but
no synergic effects were observed. The different treatments caused immediate dose-dependent cell death (A) and
growth inhibition (B) of CT-26 cells in a 1-mm cuvette system. A: percentage of dead CT-26 cells after nsPEF
treatment (O, 10, 500 and 1000 pulses) shown by annexin V/7-AAD flow cytometry. B: percentage of living DAPI+
CT-26 cells at 3.5 days post-nsPEF treatment (0, 10, 500 and 1000 pulses), enumerated by fluorescence
microscopy. Treatment with nsPEFs only (white), nsPEFs + oxali (black), and nsPEFs + mito (grey). Mean + SD,
ns: non-significant, Mito: mitomycin, Oxali: oxaliplatin. ****; p<0.0001.

3) In vivo increase of mitochondrial volume due to nsPEF exposure

To investigate the apoptotic pathway downstream of nsPEF exposure and permeabilization,
we ftranslated our nsPEF exposure protocol into an in vivo model (Fig. 1D) using
immunocompetent mice that received intraperitoneal injections of CT-26 cells.

The immediate effects of nsPEF treatment on subcellular structures, such as
mitochondria, were visualized with transmission electron microscopy (TEM) after in vivo
biopsy of PMs at 1 and 5 min post-exposure to 5000 pulses (10 ns, 200 Hz). Treated PM
tumors were compared with untreated control tumors (Fig. 5). The area occupied by
mitochondria was calculated and compared over time (no pulse at 0 min: 147.11 + 93.88
[arbitrary unit]; 1 min after pulse: 299.74 £ 259.83; 5 min after pulse: 466.86 £ 572.46). The

mean diameter of the mitochondria increased significantly between 0 and 5 min (p=0.0268),
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despite large standard errors that likely diminish the statistical strength of the effect of
nsPEFs on mitochondrial volume (Fig. 5A). As shown in Fig. 5B and D, non-exposed
mitochondria in CT-26 tumor cells appear as well-defined organelles surrounded by
endoplasmic reticulum cisterna, matrix space and internal cristae membranes. The electric
treatment rapidly led to disorganized cristae and swelling of organelles (Fig. 5C), consistent
with membrane permeabilization and fluid influx through the nanopores that are known to be
generated by electric therapy. The rapid change in the appearance of mitochondria

confirmed the effects of hanopulses on mitochondrial membranes and plasma membranes.
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Figure 5: Swelling of mitochondria was immediately observed in CT-26 tumor cells in mice after nsPEF exposure
in vivo with 2-mm bi-electrodes. The area occupied by mitochondria was compared over time post-exposure (A)
using TEM (B—F) at O, 1 and 5 min after nsPEF exposure (5000 10 ns pulses, 200 Hz). Scale bars are indicated

on each picture. mt: mitochondria. *: p<0.05.

4) Histological response and immunogenicity are activated by 10 ns PEF-induced cell
death

nsPEFs are known to induce locoregional ablation of tumors (43) by eliciting the host
immune response. However, little is known about the nature of the immune response after
electric exposure. Previous studies of nsPEFs have indicated that macrophage infiltration

contributes to tumor ablation in vivo in hepatocellular carcinoma (44). This inflammation post-
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nsPEF exposure may trigger the expression of tumor-specific cytotoxic T cells (CD3+ CD4+
CD8+ cells), as previously demonstrated in other types of cancer (45).

Following the same in vivo protocol as used in the mitochondrial study (Fig. 1D), we
treated the first group of mice with 10 ns 10p at 10 Hz, and sacrificed them at 3 days post-
exposure (n = 4; Fig. 6 A—E). The treatment group was compared with a sham control group
(no pulse, n = 18). Proliferative activity did not differ between the groups, based on the
number of cells positive for Ki67, a cellular marker for proliferation, after immunostaining of
PM tumors (30.27 + 8.65% vs. 17.7 £ 6.28%, p=0.47; Fig. 6A). Similarly, PM tumors did not
show significant group differences in T lymphocyte populations, based on CD3 (30.84
9.08% vs. 18.48 + 6.69%, p=0.38; Fig. 6B), CD4 (26.79 £ 11.2% vs. 21.21 + 7.84%, p=0.87;
Fig. 6C) and CD8 (28.07 + 2.33% vs. 15.84 £ 8.92%, p=0.55; Fig. 6D) immunostaining. The
HR was analyzed based on the Peritoneal Regression Grading Score (PRGS) (46). The
microscopic appearance of hematoxylin-eosin-safran (HES)-stained tissue after treatment
often indicates the prognosis. In the control group, the mean PRGS score at 3 days was 3.4,
which was significantly different from that of the group exposed to 10p at 10 Hz, in which
PRGS score was 2.4 (p=0.049; Fig. 6E).

To induce a stronger response to nsPEFs, we exposed two groups of
immunocompetent mice to 5000 pulses at a frequency of 200 Hz. Mice were sacrificed at 1
and 3 days post-treatment (Fig. 6A—E).

Proliferation, as assessed by Ki67 expression, significantly differed at 1 day between
the sham group and the group exposed to 5000p (37.68 + 22.9%, p=0.009; Fig. 6A and 6F),
but not at 3 days (22.6 + 11.25%, p=0.48). We detected significant proliferative activity at the
tumor site under 5000p at 200 Hz within the first 24 h after treatment. This early stage
increase in proliferation may not have been due to CT-26 cell mitosis, but rather to other cells
with high mitosis rates that infiltrated the site of metastasis. A tumor is a complex in vivo
immune ecosystem containing abundant lymphoid and myeloid cells, among other cell types.
We observed an elevated level of T lymphocytes in the treatment group. Significant
differences between the treatment and control group were observed for all surface markers
at 1 day (CD3: 51.9 + 19.3%, p<0.0001; Fig. 6B), CD4 (53.31 * 21.57%, p<0.0001; Fig. 6C)
and CD8 (53.48 + 20.45%, p=0.0002; Fig. 6D). At 3 days, CD3 expression differed between
the treatment group and the control (31.68 £ 14.33%, p=0.01; Fig. 6B), but the expression of
CD4 (27.83 = 13.19%, p=0.162; Fig. 6C) and CD8 (27.9 %+ 16.33%, p=0.073; Fig. 6D) did not.
Example histological sections immunostained for CD3, CD4 and CD8 are shown in Fig. 6G—
I, respectively. The HES staining results demonstrated a cytotoxic effect on PM tumors at 1
day (1.75 £ 0.5, p=0.0016) and 3 days (1.8 £ 0.84, p=0.0023; Fig. 6E) post-treatment. The
HR can be observed in Fig. 6J (arrowheads indicate areas of fibrosis/necrosis in G-J),

consistent with the cell death effect observed in the previous experiments.
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Figure 6: Histological analysis of nsPEF-treated CT-26 tumor cells after 10 pulses at 10 Hz, 5000 pulses at 200
Hz, or no pulse with 2-mm bi-electrodes. In A, anti-Ki67 immunostaining was performed to assess cell
proliferation. In B-D, anti-CD3, -CD4, and -CD8 immunostaining, respectively, was performed to quantify T cell
lymphocytes. In E, the HR was assessed based on the PRGS. Panels F—J show pictures for sham (no pulse) and
nsPEF-treated (5000p 200 Hz 1 day) tumor cells collected at 3 days post-treatment (F, Ki67; G, CD3; H, CD4; |,
CD8; J, HES). Scale bars are in included in each image. Mean + SD. *: p<0.05, **: p<0.001, ***: p<0.0001, ****:
p<0.0001.

Collagen proteins are a major component of the tumor microenvironment and participate in
intratumoral fibrosis. Fibrosis indicates effective tumor treatment, and results from the
deposition of a cross-linked collagen matrix. Multiphoton imaging microscopy allowed three-
dimensional imaging of collagen fibrils for second harmonic generation (SHG) (Fig. 7A,B)
and nucleus staining at an acceptable resolution after DAPI staining (Fig. 7C,D). We
detected no difference in collagen deposition within PM tumors between control and
treatment mice (4.49% x 5.08 vs. 2.38 £ 1.78%, p=0.18), which may be consistent with the
early HR seen in Fig. 6E and 6J. The amount of collagen appeared to be low, possibly

indicating that fibrosis was still in an early stage at 3 days, where the effects of nsPEF
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exposure may not have been detectable at this stage by multiphoton imaging. However,
morphologic observation of nsPEF-treated tumors seemed to show a destabilized network of
fibers (Fig. 7B) compared with non-treated tumors.

DAPI staining allows anatomic observation of nuclei in nsPEF-treated samples, which
showed a reduced diameter (7.92 + 2.41 pym) versus the sham (11.15 £ 2.42 ym). This loss
of the normal ovoid form for small pyknotic nuclei is consistent with the microscopic

appearance of apoptotic bodies and dying cells broken into several vesicles (Fig. 7C,D).
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Figure 7: Visualization of mouse CT-26 tumor cells by multiphoton microscopy for second harmonic generation
(SHG) (A,B) and fluorescent nucleus staining with DAPI (C,D) provides quantitative information about fibrosis (A)
and nucleus diameter (C) after nsPEF exposure with 2-mm bi-electrodes. SHG signals of collagen (B) and
multiphoton signals of DAPI (D) for sham and nsPEF-exposed mice. Scale bars are indicated in each image. CT:

control, n.s.: non-significant. Mean + SD. ****: p<0.0001.

Discussion

Currently, the best available therapeutic approach for CRC with PM is surgery and systemic
chemotherapy (47). However, a majority of patients have extensive disease and are thus not
eligible for this curative strategy. An alternative palliative treatment is pressurized
intraperitoneal aerosol chemotherapy (PIPAC), which has not yet been validated as per
French guidelines (47,48). A number of new therapeutic modalities, including various
ablation technologies, electrochemotherapy, agents and electromagnetic nanopulses, hold

promise for effectively initiating an antitumor response.
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Many studies have confirmed that nsPEFs in particular induce various physical
stresses, such as permeabilization of the plasma and intracellular organelle membranes,
subsequent transmembrane ion mobilization, and opening of voltage-gated ion channels
(49,50). Our in vitro study confirmed that nsPEF exposure resulted in long-lasting
permeabilization of the cell plasma membrane with only one 10 ns pulse. Repeated pulses
(up to 100) increase permeabilization in a dose-dependent manner. These exposure
conditions can generate long-lived nanopores in the phospholipid bilayer. Auto-resealing of
the membrane by passive lateral diffusion of lipids allows the nanopores to close. These
hanopores have been estimated to be around 1.5 nm in diameter (51), whereas the Van der
Waals diameter for Ca?* is about 0.46 nm (52) and that of YO-PRO is around 1 nm (51).
Therefore, it was not surprising that the permeabilized plasma membrane was porous to ions
as small as Ca?* in this study. The intracellular Ca?* concentration significantly increased
immediately after electric pulse treatment, in a dose-dependent manner according to the
number of pulses. Many reports have also shown that Ca?* signaling is involved in the cell
apoptosis induced by electric fields (53). It has been confirmed in various cell types that a
sustained high Ca?* concentration is related to DNA fragmentation and phosphatidylserine
externalization (54), leading to programmed cell death.

nsPEF exposure is an established method to induce cancer cell apoptosis via the
mitochondria-dependent intrinsic apoptosis pathway (37). Many studies have established
that apoptosis plays a key role in the cell death induced by these electric fields. This process
is believed to depend in part on organelle permeability, since it has been shown that the
mean diameter of mitochondria increases 2.5-fold within 2 hours of nsPEF therapy (36,37).
Our electron microscopy results revealed a similar increase in the diameter of mitochondria
(3.3-fold at 5 min) after shorter and more intense pulses, indicating an immediate swelling of
mitochondria due to osmosis through the permeabilized membrane.

Consistent with previous studies, we observed early induction of cell death and long-
term increases in mortality in CT-26 cells in vitro after nsPEF treatment; these effects were
stronger with increases in the number and frequency of pulses (annexin V- 7/AAD and DAPI
labeling experiments). Multiphoton observation of nuclei in pulsed PM tumors clearly
revealed the morphologic transformations typically seen in apoptotic cells (e.g., pyknosis)
(42). CT-26 cell death can be triggered by 10 ns PEF, in addition to 200 ns PEF, as recently
reported by Rossi et al. (38), but other regulated cell death mechanisms may happen and
need to be investigated.

High-intensity pulsed electric fields are widely used to provoke transient
permeabilization of the cell membrane, to facilitate the passage of molecules into the cells
(such as in the case of electrochemotherapy with bleomycin or cisplatin in combination with

eight monopolar 100 ps pulses) (55,56). The use of 10 ns PEF to induce pore formation, as
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demonstrated in CT-26 cells in this study, may facilitate penetration of chemotherapeutic
agents into the peritoneum. This approach could offer the advantages of efficiency and
avoidance of long-term resistance to therapy or the undesirable side effects associated with
high therapeutic doses. Unfortunately, we were not able to demonstrate any or additive
effects of low-dose oxaliplatin or mitomycin on CT-26 colorectal cells with 10, 500 or 1000
pulses. These negative preliminary results need to be completed with intermediate doses of
nanopulses (i.e. 50, 100 and 250) in order to confirm the absence of synergism or additive
effects. Conversely, a previous study found that low concentrations of gemcitabine in
combination with 65 ns PEF synergistically induced breast cancer cell death in vitro (57).

Several interesting studies have shown that nsPEFs provoke cellular stress and
activate intracellular signaling pathways involving phosphorylation cascades (e.g., the MAPK,
PERK and GCN2 pathways). The application of nsPEFs also increased the phosphorylation
of downstream factors including MSK1, Hsp27, ATF2, p90ORSK, and c-Jun, where the
intracellular Ca®* concentration is a key second messenger (58-60). The absence of
synergistic effects of nsPEFs with oxaliplatin or mitomycin suggests that they affect the same
signaling channels, via Ca?* or kinases, for example.

Here, we developed an in vivo nsPEF ablation model for CRC with PM in
immunocompetent syngeneic mice. As surgery is often infeasible, we also sought to confirm
the effects of nsPEFs as a locoregional therapy in vitro. Because such local treatment of
cancer cells can induce an immune response (38—-42,61,62), it is challenging to determine
the ablation modalities that trigger the strongest immune response. They reported an
important increase in CD8+ T-cells after 10 nsPEF exposure, and showed that this increase
occurred within 3.5 days post-treatment (41). This CD3+ CD4+ CD8+ immune cell infiltration
was concomitant with the increase in the proliferation of Ki7+ cells that we observed during
the first 24 h. This immune response may correspond to an acute inflammatory phase, and
canh be elicited by antigen presentation by phagocytes after clearance of apoptotic cells
(63,64). Many studies have confirmed the important role of immune cells in oncological
treatment, particularly in CRC (65,66). Nevertheless, the infiltration of CD4+ cells in the
tumor site can be elicited by an anti-tumor immune response (as effector T-cell), but also it
can be elicited by an immunosuppressive pro-tumoral immune environment (as T-regulatory
cells). We need in future experiment to investigate the presence/absence of effector or
immunosuppressive cell phenotypes in our immune-competent model.

Many histological classification systems are used in clinical practice as prognostic
factors. For example, the tumor regression grade (TRG) is frequently used for assessing liver
metastasis from CRC, while the Blazer classification has more recently been used for PM
(67,68). The PRGS was established specifically for evaluating the HR after chemotherapy in
PM. Our HES analysis demonstrated in vivo that 10 ns PEF produced a drastic HR in PM.
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Indeed, the incidence of a complete or major response was higher in the group treated with
5000 pulses compared with the control group. This effect was evident 1 day after treatment
and was confirmed at 3.5 days. We verified that nsPEF treatment leads to a dramatic
decrease in tumor cells in vivo, and an increase in the rate of fibrosis. Unfortunately, our
multiphoton imaging methods were unable to detect a statistically significant difference in the
SHG signal between the treatment and control groups, likely due to small sample size and
the need for method optimization; for example, the laser polarization is rectilinear, decreasing
the efficacy of collagen fibril quantification and orientation measurement. (69). We validated
this new histological classification specifically for PM after chemotherapy treatment in
previous experimental and clinical studies (70-72).

Nevertheless, the peritoneal cancer index (PCI) is another prognostic factor used in
many experimental and clinical studies (70). Unfortunately, PCI cannot be used in our in vivo
model as we treat a limited number of nodules to maintain an acceptable mouse survival.

Rossi et al. recently demonstrated the antitumor effect of hsPEFs in CRC after
grafting in a subcutaneous site (17). To the best of our knowledge, the present study is the
first to demonstrate a therapeutic effect of nsPEFs on PM in an orthotopic mouse model that

reflects the physiopathology of tumor dissemination.

Material and Methods

1 In vitro cell culture

CT-26 mouse colon carcinoma cells (CSC-RR0237, Creative Biogene) were grown at 37°C
in a 5% CO; humidified atmosphere in DMEM (D6429, Dominique Dutscher) supplemented
with 10% fetal bovine serum (500105N1DD, Dominique Dutscher), 0.2% glucose (19002-
013, Gibco), 2 mM L-glutamine (X0550, Dominique Dutscher) and 100 U/ml penicillin and
100 pg/ml streptomycin (15140155, Gibco). Cell suspensions were prepared by enzymatic
treatment with trypsin-EDTA (11560626, Fischer Scientific). The viability of cells was greater
than 90%, as determined by visual count using trypan blue exclusion on a Malassez

hemocytometer.

1.1 Preparation of cells for nsPEF exposure in a cuvette system, and in vitro cell death and

viability measurements
Cells were washed and suspended at 2.3 million/ml in a volume of 30 ul, in a wideband

electroporation cuvette (Bio-Rad, 165-2089) containing complete medium (conductivity of 1.5
S.m-1). We transferred and exposed volumes of cells for a duration that limited
sedimentation (< 1 minute). The cells were homogeneously distributed within the entire
volume with respect to the electric field. Owing to the ultrashort duration of the pulses, it can

be assumed that the electric field did not induce significant displacement of the cells.
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Immediately after exposure, the cells were transferred to Eppendorf tubes for evaluation of
cell death (annexin V) and viability rate (7-AAD) using a flow cytometer (Muse® Cell
Analyzer, Millipore). The cells (5000 cells per well) were also re-seeded in 24-well plates
after exposure, and cell nuclei were labeled with 1 pg/ml DAPI (D9542, Sigma-Aldrich) to
estimate the survival rate by epifluorescence microscopy at 3.5 and 7 days post-treatment,
by counting cell nuclei with FIJI software using the particle-counting tool. The data are then
normalized with respect to the number of cells seeded (5000 per sample) and expressed as

a percentage.

1.2 In vitro chemotherapy treatments

To assess the sensitivity of CT-26 cells to chemical agents and determine a weakly cytotoxic
dose of chemotherapy, the cells were exposed to oxaliplatin (09512, Merck) and mitomycin
(M4287, Sigma-Aldrich) at various concentrations. After a period of culture in T75 flasks, the
cells were detached by enzymatic dissociation and placed in 96-well plates (15 000
cells/well). Once the cells had become adherent and began to grow, oxaliplatin or mitomycin
(2.5 pg/ml to 2.5 mg/ml in glucose 5%, and 3.75 to 150 ug/ml in NaCl 0.9%, respectively)
were added to the culture medium. The cells were then grown at 37°C for 24 hours before
determining the survival rate with MTT assays (M2128, Sigma-Aldrich). For the experiments
combining nsPEFs with chemotherapy, the cells were pre-incubated in 96-well plates for 24 h
in 60 pg/ml of oxaliplatin and 4 ug/ml of mitomycin, before exposure to nsPEFs in cuvettes

and subsequent measurement of the cell death rate and DAPI+ cells.

1.3 In vitro permeabilization and calcium measurement for wide-field live cell imaging

First, 1.8 x 10°% CT-26 cells/ml were incubated overnight in a 22-mm poly-L-lysine (Sigma-
Aldrich)-coated glass coverslip (Dutscher) in a petri dish. Coverslips were then removed from
their dishes, sandwiched into plastic imaging chambers and covered with 1 ml of Hank's
balanced salt solution (HBSS, 11530476 Thermo Fisher Scientific). Measurement of cell
membrane poration was conducted by adding 1 uM of Yo-PRO (Y3603, Life Technologies)
to HBSS just before imaging (with 0.1% Triton X-100 for the positive control). Measurement
of intracellular calcium levels was carried out after incubation for 30 min with 0.5 uyM Fluo4
AM (F14217, Life Technologies), a chemical calcium indicator. Then, 0.02% pluronic acid
(Life Technologies) in HBSS with 2 yM lonomycin (13909, Sigma-Aldrich) was used as a
positive control to enable entry of Ca?* into cells. Samples were washed three times in HBSS
and incubated for a further 30 min at room temperature before imaging in HBSS at room
temperature (~20 °C).

Tumor cells were imaged by epifluorescence using a Leica DMIS000 microscope

(100x objective). Fluorescence excitation was achieved using a Spectra 7 light engine
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(Lumencor). Emitted light was filtered and captured on an electron-multiplying charge-
coupled device camera (EMCCD Evolve 512; Roper) with 512 x 512 pixels and 2x binning.
MetaFluor software (v7.8, Molecular Devices) was used to control the system and capture
images. Fluo4 images (excitation: 488 nm; emission: 473-575 nm) had an exposure time of
10 ms and 5% source intensity, Yo-PRO images (excitation: 488 nm; emission: 473—-575 nm)

had an exposure time of 35 ms and 10% source intensity.

2 Exposure systems
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Figure 1: Exposure systems for 10 ns PEF application. (A) An nsPEF generator is connected to an oscilloscope,
and a high-voltage measurement device (tap-off) is controlled by a computer and an arbitrary waveform generator
to apply 10 ns pulses alternatively to three different electrode-based delivery systems (B-D). (B) A bipolar
electrode with a 300-pym gap for in vitro live cell imaging on a microscope stage allows a maximum theoretical
pulse amplitude of 233 kV/cm (146 kV/cm after numerical simulation). (C) A wideband electroporation cuvette with
a 1-mm gap was located between two feeding electrodes connected by a coaxial cable in a plastic holder,
allowing a maximal theoretical pulse amplitude of 70 kV/cm (40 kV/cm after numerical simulation) for in vitro
measurement of apoptosis and viability by flow cytometry. (D) A bipolar electrode with a 1.2-mm gap is connected
to a coaxial cable and allows a maximal theoretical pulse amplitude of 35 kV/cm (22 kV/cm after numerical

simulation). The electrodes are placed directly on the PM (white arrowheads) for /n vivo exposure, and tumoral
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growth can be tracked by bioluminescence imaging.

In previous studies, we developed an in vitro and in vivo nsPEF exposure system (14,73)
composed of an nsPEF generator, a digital phosphor oscilloscope (DPO), a high-voltage
measurement device (tap-off), an electrode-based delivery system and a microscope stage.
The nsPEF generator (FPG 10-1NM-T, FID Technology) delivers 10 ns pulses with
amplitudes between 4.5 and 10 kV and rise times ~5 ns. A 1 GHz oscilloscope (DPO 4104,
Tektronix) using a 30 dB attenuator connected to a 40 dB attenuation tap-off was used to
display the time-domain measurements of each delivered electrical pulse. The numerical
dosimetry of the hsPEF exposure setup was determined using numerical modeling and full-
wave 3D simulations based on a discretization of Maxwell's equations in integral form
(74,75). Figure 1 summarizes the three different setups used for in vitro (bi-electrodes and
cuvette; Fig. 1B and C, respectively) and in vivo (bi-electrodes; Fig. 1C) studies. Numerical
dosimetry showed maximum amplitudes of 146, 40 and 22 kV/cm for the three exposure

systems (Fig. 1B —D, respectively).

3 Animal model

The use of animals was approved by the local Ethics and Animal Care Committee
(registration number: 2017102611003706, Sylvia M Bardet). All animal care and
experimental procedures were conducted in conformity with 2013 French legislation, which is
in accordance with European Community guidelines (directive 2010/63/UE for the Care and
Use of Laboratory Animals). Eight-to-twelve-week old female BALB/cByJ mice (Charles River
Laboratory) were intraperitoneally injected with 30 000 CT-26 cells in a 200-ul volume of
0.9% saline solution, as described previously (76).

For nsPEF exposure, mice were chemically anesthetized by intraperitoneal injection
of 90 mg/kg ketamine and 4.5 mg/kg xylazine (KET205 and ROMO001, Centravet) and placed
on a warming blanket to maintain the body temperature at 37°C. A rectal probe was used to
automatically regulate the temperature of the blanket. The eyes of the mice were treated with
ocular lubricant (Optimmune, MedVet) to keep the corneas moist. A midline laparotomy
incision approximately 3 cm in length was performed. The peritoneum was gently held with
forceps, and in vivo electrodes (Fig. 1D) were placed in contact with the PM, which had been
covered by a drop of ultrasound solution (250820, Asept Inmed). Each PM exposed to
nsPEFs was labeled with a colored wire to facilitate further recognition of the nodule. The
cavity was then closed using a single running suture with 4-0 Vycril, and the skin was closed
with a simple running suture with 5-0 Prolene. An 8 mg/kg dose of non-steroidal anti-
inflammatory (10% Ketoprofen, Merial) was administered immediately after surgery. All mice

were checked daily for the appearance of clinical symptoms (e.g., dyspnea, nervousness,
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tonicity, hunched posture, etc.), with the weight recorded every 2 days. Mice were Kkilled
humanely by CO- asphyxia following the emergence of clinical symptoms, including dyspnea,
hind limb immobility, body weight loss > 20%, and a distended abdomen (a sign of ascites).
All mice were sacrificed a few minutes, 1 day or 3 days after nsPEF exposure, and biopsies

of treated and non-treated PMs were performed immediately.

4 Histology — microscopy

PMs were collected, fixed in 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin. Sections (4-
Mm-thick) were cut and stained with HES, as well as a number of immunohistochemistry
probes (anti-Ki-67 Rabbit Monoclonal Primary Antibody, Ventana 790-4286; anti-CD3 Rabbit
Monoclonal Primary Antibody, Ventana 790-4341; anti-CD4 Rabbit Monoclonal Primary
Antibody, Ventana 790-4423; anti-CD8 Rabbit Monoclonal Primary Antibody, VVentana 790-
4460; all Roche). Staining was carried out using an automated Benchmarck XT instrument
(Roche).

For fibrosis and nuclear morphology analyses, fixed PM samples were labeled with 1
Mg/ml DAPI (D9542; Sigma-Aldrich), rinsed in PBS and positioned on the stage of a
customized Olympus multiphoton microscope (BX61WI/FV1200MPE) with a 25% immersion
objective (1.05NA; 2.0 mm working distance) coupled with a tunable femtosecond
Ti:Sapphire pulsed laser (Chameleon Ultra Il; Coherent) for excitation. Image stacks were
taken at 1-um intervals, acquired under 810 nm excitation for SHG (collagen) and nucleus
staining (DAPI), using FluoView FV1200 software (v4.1.1.5; Olympus). The different
components of the light emitted from the sample were separated using a dichroic mirror (570
nm) and detected by a pair of photomultiplier tubes preceded by fluorophore-specific
emission filters (BA 575-630 for red emission, 405/10 for SHG, both for DAPI). The obtained
images were analyzed with Imaris (Bitplane AG) or FlJI/ImageJ software (NIH).

For TEM, biopsies were fixed by immediate immersion in 2.5% glutaraldehyde in 0.05
M sodium cacodylate buffer, post-fixed in 1% osmium tetroxide and embedded in epoxy
resin. Then, 1.5-um sections were cut using an Ultracut EMUC?7 (Leica Microsystems),
stained with 1% toluidine blue and examined under the light microscope. Ultrathin sections
were stained with uranyl acetate and lead citrate and analyzed using a JEM-Flash 1400

transmission electron microscope (JEOL) equipped with a Radius digital camera.

5 Histological response assessment

HR was estimated according to a new histological classification system for PM introduced by
Solass et al. (46). The PRGS was used to assigh cases to one of four categories based on
the presence of residual tumor cells and regression characteristics (fibrosis, infarct-like

necrosis, and acellular mucin). PRGS 1 corresponds to complete regression with an absence
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of tumor cells, PRGS 2 to major regression with only a few residual tumor cells, PRGS 3 to
minor regression with a predominance of residual tumor cells, and PRGS 4 to non-HR to

therapy (tumor cells show no regression).

6 Statistical analysis

GraphPad Prism was used for all statistical analyses. The chi-square test or Fisher's exact
test was used to compare dichotomous variables, and one-way analysis of variance or the
Kruskal—- Wallis test was used to compare continuous variables.
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5. Discussion - Perspectives

5.1. Concernant le modéle choisi

Les modéles animaux occupent une place importante en recherche translationnelle et
notamment en cancérologie. Cette recherche préclinique est effectivement aujourd’hui
indispensable pour améliorer la compréhension cellulaire, et mieux connaitre les processus
biologiques qui sous-tendent les métastases péritonéales (MP) et leur prolifération. lls sont
aussi nécessaires voire indispensables pour évaluer la faisabilité, I'innocuité et I'efficacité
des nouvelles thérapies.
Plus spécifiquement pour les MP coliques (MPc), le modéle murin est le modéle le plus
courant en pratique expérimentale car il est moins onéreux, plus simple a entretenir (taille
réduite), et reproductible en expérimentation (grande fécondité, lot génétique similaire).
Pour cette étude, des souris BALB-C et des cellules CT-26 issues d’'un adénocarcinome
murin ont été utilisées. Ces souris ont 'avantage d’étre immunocompétentes, et donc
intéressantes pour étudier la réaction biologique entre les cellules immunitaires murines et le
microenvironnement murin. Cet interaction est importante dans le développement tumoral et
le traitement anti-tumoral (158).

En revanche, sur le plan histologique, les MPc murines obtenues étaient de type
« peu différenciées » avec une densité tumorale trés importante, et un microenvironnement
peu extensif. Cela différe de I'aspect histologique des MPc chez 'Homme, qui étaient dans
notre étude clinique (Annexe 1), de type mucineux dans 60,9% des cas, moyennement
différenciées dans 30,4% des cas et peu différenciées dans 8,7% des cas. Cette limite du
modele « par injection d’une lignée cellulaire tumorale murine cultivée » est connue dans la

littérature, comme on le voit ci-dessous :
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CRIC004M_Patient - CRIC004M_Xenograft HCT-116
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Figure 16: A) Analyse histologique d’'un adénocarinome de colon chez un patient B)
Analyse histologique d’'une xénogreffe a partir d’'un tissu tumoral d’adénocarcinome de colon
d’'un patient C) Analyse histologique d’un tissu tumoral a partir d’'une injection chez une
souris d’'une lignée de cellules tumorales de cancer du colon d’un patient (Présentation M.
Pocard)

L’aspect histologique de « la tumeur du patient » (Figure 16 A), similaire a celui du modele «
par greffe de tissu humain chez la souris » (Figure 16 B), difféere en revanche de celui du
modele « xénogreffe par injection de cellules tumorales issues de lignées humaines HCT-
116 » (Figure 16 C). Le fait d’injecter des cellules tumorales sans leur microenvironnement
(Figure 16 C) induit donc une modification de l'architecture histologique initiale de la tumeur
dans le modéle animal. Mais, l'utilisation de tissu tumoral humain chez la souris qu'on
appelle xénogreffe, entraine également des désavantages. Par exemple, le tissu tumoral
humain (cellules humaines et microenvironnement) présente une incapacité d’interaction
avec le microenvironnement de la souris. Par ailleurs, ces cellules humaines dans ce
microenvironnement murin montrent fréquemment une grande hétérogénéité phénotypique
(158). Cela est d’autant plus important que la maladie péritonéale différe de tous les autres
cancers par sa physiopathologie et son mode de dissémination particuliers (159). Nous
avons donc fait le choix de travailler sur un modéle immunocompétent de MP murine colique,
peu différenciée sans interférer avec un point clé de la réponse anti-tumorale: le

microenvironnement.
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Dans la littérature, plusieurs types de modeles murins de MP ont été décrits avec

chacun des bénéfices et des inconvénients. Ainsi la premiére étape de notre travail a été
d’établir un modéle murin de MPc pour la suite de nos travaux (article 1). Comme abordé en
introduction de ce travail, la dissémination des MP peut étre étendue ou limitée et dépend de
multiples facteurs. A I'échelle de la souris, cette dissémination va dépendre du type de
cancer, de la voie d’administration des cellules, de I'état d'immunité de la souris, et des
facteurs favorisants tels que I'agression du péritoine. L’'une des étapes de notre projet était
d’analyser les différents types de modéles murins, de les comparer en fonction de I'index de
carcinose péritonéale, et d’obtenir un groupe de MPc limitée pour la suite des
expérimentations.
Nous avons obtenu un modéle de MPc murine limitée (PCI<10) avant J15 dans le groupe
« intrapéritonéal » et le groupe « injection sous-cutanée ». Dans la littérature, ce type de
modele par injection intrapéritonéale reste le modéle de référence (160). Il a 'avantage de
produire des MPc trés rapidement, une croissance tumorale importante, d’étre reproductible
et de respecter les régles éthiques (3R) puisqu'une seule injection de cellules en
intrapéritonéale est effectuée. Les MPc étaient principalement localisées sur le péritoine
viscéral. Ce dernier point peut étre une limite dans ce travail puisqu’en pratique clinique, les
MP sont situées sur le péritoine viscéral et pariétal.

Dans la littérature, d’autres modeéles murins ont été validés afin de pallier ce manque

de nodule pariétal. Le groupe sous-cutané par injection sous-péritonéale a développé un
nodule unique au niveau du péritoine pariétal. Ce modéle est trés utile lorsqu’on souhaite un
acces simple a la tumeur, mais il est difficilement reproductible (160-162). De plus, il ne
respecte pas la physiopathologie particuliere des MP puisque linfiltration tumorale se fait de
dehors en dedans (de I'étage sous-aponévrotique vers le péritoine) (160-162).
Pour obtenir des MPc sur le péritoine pariétal, Imano et al. ont décrit un modéle murin de
MPc étendue, en créant des microtraumatismes du péritoine pariétal par friction a I'aide d’un
coton-tige (163). Comme nous I'avons détaillé dans l'introduction, cela peut s’expliquer par
deux phénomeénes :

- les surfaces cruentées créées sur le péritoine lors du geste chirurgical exposent la
matrice extracellulaire sur laquelle les cellules néoplasiques peuvent s’implanter sans
avoir a traverser les cellules mésothéliales (14,164). En pratique clinique, cela
explique les métastases péritonéales au niveau des orifices des trocarts aprés
coelioscopie. Ainsi, il est indispensable de préserver la paroi abdominale dans la
chirurgie des métastases péritonéales et de respecter cette barriere anatomique
gu’est le péritoine (165).
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- De plus, I'amorce de la cicatrisation joue un double role dans la favorisation de
limplantation tumorale. Le premier est la sécrétion de nombreux facteurs de
croissance associé a l'inflammation (166). Le deuxiéme role est le dépdt, sur les sites
traumatisés, de fibrine qui a pour effet d’emprisonner les cellules tumorales en place
et de créer un milieu de croissance favorable appelé zone sanctuaire (166).

Ce modéle avec « agression du péritoine » a la capacité de générer des MPc sur I'ensemble
du péritoine notamment pariétal mais reste difficile a concevoir en terme de reproductibilité. Il
serait néanmoins utile d’utiliser ce modéle de MPc étendue pour tester de nouvelles
thérapeutiques palliatives telles que la chimiothérapie intrapéritonéale par aérosol (PIPAC).

Pour la suite des expérimentations, nous avons préféré le modéle murin de MPc limitée car il
avait 'avantage de présenter une homogénéité et une comparabilité intergroupe, plus fortes
en terme statistique que les autres modeles. C’est pourquoi, il reste malgré ces limites, le

modéle de référence de CP murine a ’heure actuelle.

5.2. Concernant la surmortalité des souris

La principale limite du modéle murin est sa fragilité cardiorespiratoire retrouvée dans nos
travaux. En effet, dans le 2°™ article de ce travail « réponse histologique murine », le taux de
décés dans nos groupes avant la fin de [I'expérimentation (J25) secondaire a
I'envahissement tumoral était élevé notamment dans le groupe non traité par chimiothérapie.
Cela confirme que ce modéle par injection IP doit étre sacrifié dans les 3 semaines post
injection pour éviter une souffrance animale incompatible avec la régle éthique des 3R
(réduire, raffiner, remplacer).

Dans le 3°™ article de ce travail « effet thérapeutique des nsPEFs », nous avons également
constaté une surmortalité per procédure a 5000 impulsions et 10 Hz. Cette mortalité
s’explique par I'’hypothermie subies par les souris, secondaire a des procédures trop longues
(500 secondes). Cette principale limite de notre modéle nous a contraints a changer les
parameétres d’exposition et augmenter la fréquence a 200 Hz afin de diminuer le temps
d’exposition aux nsPEFs a 25 secondes. Cette augmentation de fréquence associée a 5000
impulsions peut probablement induire un effet hyperthermique de plusieurs degrés (Figure

17), pouvant aussi étre a 'origine de la mort cellulaire.
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En noir, le signal d’horloge des pulses, en vert la température

10 pulses 1 Hz 100 pulses 10 Hz

Temperature [°C]
Temperature [°C]

IS
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100 pulses 100 Hz 1000 pulses 100 Hz

Temperature [<C]

Figure 17 : Résultats de mesure de température induite par des impulsions de 10
nanosecondes dans le systéme d’exposition type cuvette (crédits Xlim BioEM)
En effet, I'hyperthermie est connu pour avoir un effet anti-tumoral et est utilisée en pratique
clinigue dans la prise en charge des MPc en associant a de la chimiothérapie

intrapéritonéale (167,168).

5.3. Concernant le suivi de la maladie et de I’évaluation de la réponse

thérapeutique

Nous avons préféré employer dans nos expérimentations des cellules de cancer de
cblon murin marquées (CT-26 luciférase) dans un modéle immunocompétent. Ce marquage
nous a permis de suivre I'évolution de la maladie entre JO et J15 par bioluminescence et
'avons comparée a I'index de carcinose péritonéale lors du sacrifice dans les 4 groupes (1°
article « modéle murin »). Les techniques d’imagerie utilisées classiquement, telles que le
scanner abdomino-pelvien, I'IRM abdominale ou le TEP-Scanner, sont peu performantes
pour ces lésions millimétriques. Nous avons trouvé que le signal de bioluminescence était
cohérent avec I'index de carcinose péritonéale et permettait ainsi de suivre I'évolution de la
maladie sans nécessiter de sacrifier les souris. Néanmoins, nous n’avons pas montré de
« lien de proportionnalité » entre le signal de bioluminescence et la charge tumorale

contrairement a d’autres auteurs (158,169).
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De plus, dans I'étude de la réponse histologique murine aprés chimiothérapie (2°™ article
« réponse histologique »), nous n’avons pas comparé lintensité du signal de
bioluminescence et la réponse au traitement (index de carcinose péritonéale ou réponse
histologique). En effet, l'intensité du signal était trés variable entre les souris au sein méme
du groupe contréle, et cela ne permettait pas une reproductibilité adéquate pour I'évaluation
de la réponse dans les groupes traités par chimiothérapie.

Nous avons abordé dans l'introduction le réle de la chimiothérapie systémique qui a
une place fondamentale dans la stratégie curative chez les patients présentant des MPc.
Associée a la cytoréduction compléte, elle a permis d’augmenter significativement la survie
chez les patients bien sélectionnés mais ne reste pas dénuée de risque (100).

Pour éviter d’administrer une chimiothérapie systémique post-opératoire a tort a un patient
sans preuve formelle de son efficacité en pré-opératoire, des classifications de réponse
histologique ont été validées dans plusieurs cancers (82,84).

Cependant, cela reste un véritable challenge dans les MPc puisque contrairement aux autres
cancers, aucun moyen fiable d’évaluation de la réponse aprés chimiothérapie systémique n’a
été validé. L’imagerie fait défaut pour la détection des MPc infracentimétriques et la
classification de réponse histologique n’a pas été validée dans les MP coliques.

Pour compléter ce défaut d’évaluation, nous avons réalisé une étude clinique et
parallelement une étude expérimentale sur ce modéle murin de MPc en collaboration avec
l'équipe du Pr POCARD (UMR INSERM U965 Carcinose Angiogenése Recherche
Translationnelle). Dans nos deux études, nous avons pu valider la classification histologique
spécifique des MP (PRGS), décrit par Solass et al. en 2016 (91,92). Ainsi, le taux de cellules
tumorales résiduelles, de la fibrose, et de la « nécrose infarctus like » aprés chimiothérapie
ont été analysés chez tous les patients et dans tous les groupes de souris avant et aprés
chimiothérapie. Nous avons observé dans les deux études que les MPc non traitées étaient
principalement constituées de grandes zones tumorales viables avec parfois des zones de
nécrose « sale » mais sans fibrose. En revanche, dans les groupes traités par
chimiothérapie, on a observé un remaniement histologique caractérisé par une diminution du

nombre ou de la disparition compléte des cellules tumorales et I'apparition de la fibrose.

Abdelkader TAIBI | Thése de doctorat | Université de Limoges | 107
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Il s’agit des premiéres études qui ont validé ces deux classifications de réponse
histologique (TRG et PRGS) dans les MPc. Cela rejoint les conclusions de I'étude de Passot
et al. (170) qui s’était basée uniquement sur le pourcentage de cellules tumorales viables par
rapport a la surface de chaque nodule aprés chimiothérapie, selon la classification de Blazer
(84). Dans leur série, le taux cumulatif de survie globale a 5 ans était respectivement de
75%, 57% et 13% pour des réponses complétes, majeures et réponses mineures (170).
Notre étude de cas a retrouvé un taux de réponse compléte aprés chimiothérapie chez
17,4% des patients avec MPc, similaire a celui des métastases hépatiques colorectales (82)
et confirme ainsi les conclusions de Goéré et al. (10).

Le PRGS semble également avoir un intérét dans I'évaluation de la réponse aprés
chimiothérapie intrapéritonéale. En 2020, I'équipe de Glehen et al. a étudié ce score en
'associant a I'analyse cytologique de I'ascite, aprés chimiothérapie intrapéritonéale de type
PIPAC. Dans cette étude, le score PRGS le plus élevé associé a une cytologie positive
étaient considérés comme un facteur pronostique indépendant de la survie globale et de la
survie sans récidive (171).

Au total, nos travaux sur la réponse histologique aprés chimiothérapie ont permis de valider
le score pronostique PRGS. Celui-ci pourrait étre utile dans la discussion de stratégie de
prise en charge des patients mais également pour évaluer ['efficacité de nouvelles

thérapeutiques.

5.4. Concernant I'efficacité des impulsions nanosecondes

Nous avons abordé les limites de prise en charge des patients avec MPc et avons souhaité
évaluer l'efficacité d’un nouveau traitement en s’appuyant sur le modéle murin développé et
la classification histologique PRGS validée.

Le traitement par ondes électromagnétiques a connu un essor ces derniéres décennies,
notamment en cancérologie. En effet, elle est utilisée en pratique clinique en chirurgie
digestive comme par exemple pour le traitement des tumeurs du pancréas localement
avancé (par électroporation irréversible IRE (172)). Plusieurs travaux ont déja démontré sa
faisabilité et sa sécurité avec des taux de succés technique (par voie d’abord transcutanée
ou chirurgicale) variant de 85 a 100% selon la littérature (172,173). Les résultats en terme de
survie restent modestes, avec des médianes variant de 7 a 23 mois dans ces mémes études
(172,173). D’autres investigations ont évalué I'effet anti-tumoral des nsPEFs, notamment sur

les tumeurs cutanées (151,174,175), le glioblastome (133) ou la tumeur osseuse (176).
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Ce travail a confirmé l'effet anti-tumoral des nsPEFs sur les cellules de cancer du célon
murin CT-26. Cela s’est traduit par une perméabilisation de la membrane cellulaire et des
organites qui in fine provoque la mort cellulaire dans les expériences in vitro. La sensibilité
des cellules CT-26 aux nsPEFs a été vérifiée récemment dans une autre étude (151). La
mort cellulaire était proportionnelle au nombre d'impulsions et a l'intensité des nsPEFs
délivrés. In vivo, nous avons également retrouvé un effet anti-tumoral des nsPEFs sur les
métastases péritonéales coliques. Le groupe traité avait un taux de réponse histologique
compléte ou majeure supérieur au groupe non traité par nsPEFs. La réponse immunitaire
(CD3-CD4-CD8) était également augmentée aprés application des nsPEFs. Il s’agit de la
premiére étude qui confirme l'effet des impulsions nanosecondes sur les métastases
péritonéales.

Néanmoins, les limites de cette technique d’électrothérapie sont encore nombreuses. En
effet, la premiére reste la difficulté d’application directe sur le nodule péritonéal pendant une
procédure chirurgicale. La distance entre les deux électrodes était de quelques millimeétres
seulement, rendant I'application clinique difficilement réalisable malheureusement a I'heure
actuelle sur des nodules humains de grande taille. Il sera nécessaire donc de mettre au point
des électrodes avec une distance inter-électrodes d’un ou plusieurs centimétres, ou a défaut
un systéme multi-électrodes a introduire dans la tumeur. De plus, la seconde problématique
est la nécessité d’avoir un milieu conducteur entre les deux électrodes. Nous avons employé
dans des expérimentations préliminaires (résultats non détaillés dans ce manuscrit) un
liquide conducteur (sérum physiologique NaCl 0,9%). Il était difficile d’obtenir une
immobilisation du nodule lors de I'application des nsPEFs qui peut durer quelques secondes
voire plusieurs minutes en fonction du nombre d’impulsions et de la fréquence choisis. Or
cette stabilité est nécessaire voire indispensable pour éviter de cibler le péritoine sain. Ainsi
aprés de multiples expérimentations infructueuses, nous avons opté pour I'utilisation du gel
échographique.

Nous n’avons pas pu étudier l'innocuité des ondes électromagnétiques sur le péritoine sain
ou des organes tels que lintestin gréle. En effet, le taux de décés des souris était important
en perprocédure, ce qui nous a poussés a revoir notre plan expérimental. Ainsi, nous avons
mis I'accent sur I'analyse de l'effet thérapeutique des impulsions nanosecondes uniquement
sur les métastases péritonéales. L’innocuité des nsPEFs sur le péritoine sain et les organes

tels que l'intestin gréle devra étre évaluée avant d’entreprendre des études cliniques.
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6. En résumé, plusieurs perspectives sont envisagées :

L’étude expérimentale nous a permis de valider un modéle de MP colique limitée pertinent

sur le plan histologique mais également concordant avec les données de la littérature

actuelle. En effet, les taux de cellules tumorales, de fibrose et nécrose infarctus like se sont

avérés étre des facteurs de réponse histologique malgré les limites connues de ces modéles

de greffe orthotopique. Ce modéle a également permis de retrouver des liens statistiques

entre la réponse histologique et le type de chimiothérapie, I'ascite et le PCI.

Ce modéle pourra étre donc utilisé pour répondre a d’autres problématiques :

Une étude de la réponse histologique de molécules anti-angiogéniques qui occupent
une place de plus en plus grande dans la prise en charge des patients atteints de
MP. Dans notre série (Annexe 1), prés de 50% des patients ont été soumis
initialement a un traitement anti-angiogénique. Ainsi via ce modéle murin de MPc
étendue ou limitée, nous pourrons a [lavenir tester des associations de
chimiothérapie en intégrant des molécules anti-angiogéniques notamment.

Une étude de la réponse histologique des différents sites métastatiques d’origine
colorectale et définir s’il y a une différence de pénétration des chimiothérapies. En
pratique, les patients avec MP peuvent aussi avoir des métastases hépatiques, et
sont traités actuellement par chimiothérapie systémique % chirurgie curative.
Parallelement a une étude clinique, une étude expérimentale sur un modéle murin de
métastases péritonéales et hépatiques d’origine colique permettra d’évaluer la
concordance de la réponse histologique entre les deux sites.

Une étude rétrospective multicentrique devrait voir le jour via le réseau BIGRENAPE
suite aux résultats de nos travaux qui permettra d’obtenir un effectif plus important,
avec des sous-groupes plus équilibrés, notamment en terme de chimiothérapie. Elle
permettra de valider I'intérét pronostique du PRGS et d’étudier également la réponse
immunitaire.

Une étude complémentaire sur les impulsions nanosecondes devra confirmer
linnocuité de cette thérapie sur les organes et le péritoine sain. De plus, il sera
nécessaire de faire évoluer les électrodes d’application pour augmenter I'espace de
traitement et permettre ainsi de traiter des MP de taille plus importante. D’autres
types d’électrodes ont vu le jour pour pallier cette limitation, comme par exemple la
sonde d’application faite de plusieurs électrodes verticales, utilisée par I'équipe de R.
Nuccitelli (177).
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Background: This study evaluated the histologic response after preoperative systemic therapy (pST) using the
Peritoneal Regression Grading Score (PRGS) and tumor regression grade (TRG) classifications for patients with
peritoneal metastases (PM) from colorectal cancer (CRC).

Methods: Twenty-three patients were selected from a prospective database of 196 patients who underwent CRS
followed by HIPEC for synchronous PM from CRC. In all study patients, biopsies of the PM obtained before pST
(during the first laparoscopy) and after pST (during cytoreductive surgery) were compared.

Results: Complete (PRGS 1), Major (PRGS 2), Minor (PRGS 3) and no histological responses (PRGS 4) were
obtained in 17,5%, 52% and 13% and 17,5% of patients, respectively. Major (TRG 1-2), partial (TRG3), and no
(TRG4-5) histological tumor regression were observed in 61%, 9% and 30% of patients, respectively. Regardless
of the classification applied, median OS was significantly higher in patients with a “complete or major” response
than in those with a “minor/partial or no” response (54 vs. 26 months, p < 0.05).

Conclusions: The PRGS and TRG can be used in clinical practice to evaluate the histological response after pST.

This study demonstrated that a complete histologic response of PM from CRC can be obtained after pST.

1. Introduction

Peritoneal metastases (PM) are observed in approximately 4-7% of
patients with colorectal cancer (CRC) at the time of primary cancer
resection [1,2]. In the past, the presence of PM was considered a ter-
minal phase of CRC and treated by systemic chemotherapy, palliative
surgery or palliative care [3-5]. Recently, a new multimodal therapeutic
approach was introduced that combines aggressive cytoreductive sur-
gery (CRS), to remove macroscopic disease, with hyperthermic intra-
peritoneal chemotherapy (HIPEC), to treat microscopic residual disease
[3-9]. In addition, significant advances in systemic chemotherapy and
biologic therapies have improved the median overall survival (mOS) of
patients with metastatic CRC [10].

The histological response to preoperative systemic therapy (pST) is
an important indicator of whether patients can be treated with the same
systemic chemotherapy after surgery, often preventing the administra-
tion of ineffective and/or toxic drugs.

In patients with PM, the clinical response after pST is routinely
evaluated radiographically [11]. However, imaging-based evaluation of
the extent of PM is not sufficiently accurate [11-15]. In several cancers,
pathologic assessment plays a central role in patient management and a
complete histological response after pST has been associated with a
favourable clinical outcome. Because pST can produce a complete his-
tological response (replacement of tumor cells by fibrosis or
fibro-inflammatory changes and necrosis) [16], the pathology report is
crucial to determine the best treatment approach, as decided by a
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multidisciplinary oncological team, specifically with respect to the
choice of adjuvant chemotherapy.

The aims of this study were to evaluate two histological grading
systems, the tumor regression grade (TRG) and Peritoneal Regression
Grading Score (PRGS), of the response of synchronous PM from CRC to
pST, and to determine the potential prognostic value of tumour histo-
logical grade in CRC patients with PM.

2. Methods

All patients with PM from CRC treated at Lariboisiére Hospital (Paris,
France) from 2006 to 2013 were screened for study suitability. We
included patients with synchronous peritoneal metastasis (PM) from
colorectal cancer (CRC) who had never been treated by preoperative
systemic therapy. The majority of patients were first operated upon in
another hospital and subsequently referred to our hospital for our
peritoneal specialist program.

When synchronous PM from CRC was discovered, several in-
terventions were possible:

i) Scenario 1: The surgeon could perform a laparoscopy to perform
a small number of peritoneal biopsies to confirm histologically
the synchronous PM from CRC.

ii) In other cases, if the patient had a limited PM, the general sur-
geon could perform a resection. The tumour board decided to
propose 3 months of chemotherapy before an explorative lapa-
rotomy to determine the presence of PM and carry out surgery for
CRCtaggressive cytoreductive surgery of PM. If no PM were
found, it was not possible to determine whether chemotherapy
had induced a complete response or if the surgeon had performed
a complete surgical resection 3 months before.

iii) In other cases, based on radiological analysis and the identifica-
tion of tumour markers in a patient with CRC, the tumour board
determined that PM was present without a pathological biopsy.

To avoid ambiguity, the inclusion criteria were designed to be highly
restrictive. Thus, Patients with synchronous PM from CRC never treated
by pST were included retrospectively. The diagnosis of PM had to be
confirmed by biopsy (firstly histology) during laparoscopy. Patients had
to be included in the curative strategy and weated by pST after a
multidisciplinary team meeting. pST had to be complete with a minimal
duration of 3 months. After pST, exploratory laparotomy had to be
performed to assess the potential efficacy of CRS and HIPEC. A second
biopsy had to be performed during exploratory laparotomy for patient.
Those who were eligible for curative reatment (Peritoneal carcinoma-
tosis index < 20) were treated with CRS and HIPEC.

The goal of CRS was to remove all macroscopic disease leaving no
residual disease. The rationale being that intraperitoneal chemotherapy
is not effective in eradicating tumor nodules. HIPEC was administered
through either an open approach using inflow and outflow catheters
connected to a perfusion device of chemotherapy, heated to 42-43° and
performed for 60 min. Patients with liver or lung metastases were
excluded from the present study.

Two pathologists specialising in PM compared, independently the
histology of PM from CRC before (first biopsy) and after (second biopsy)
pST. Histological analysis was performed on haematoxylin and eosin-
stained sections. In patients with multiple tumour nodules, the highest
score was used to define the histologic response. To validate and confirm
the reproducibility of scoring, we used a double-blind design. In cases of
a discrepancy, a second round of blind histological assessment was
performed to obtain a consensus.

2.1. Histological assessment

The two classifications used in this study were adapted from the
scheme previously described by Rubbia Brandt et al. [17], which was
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validated in patients with liver metastases from CRC and Solass et al.
[18].

The Rubbia Brandt classification is based on the Tumour Grade
Regression (TRG), as described by Mandard et al. [19], for assessment of
a pathologically documented response after preoperative radiotherapy
and chemotherapy in patients with oesophageal carcinomas [17]. This
score distinguishes five TRGs according to the presence of residual
tumour cells and extent of fibrosis. TRG1 corresponds to the absence of
tumour cells and their replacement by abundant fibrosis; in TRG2, re-
sidual tumour cells are rare and are scattered throughout abundant
fibrosis, whereas in TRG3 there are more residual tumour cells
throughout a predominantly fibrotic area, and in TRG4 tumour cells
predominate over the fibrosis. In TRG5, tumour cells are present
exclusively, i.e. without fibrosis. The TRG were then grouped into 3
categories: major histologic tumor response (MjHR; TRG1 and 2); partial
histologic tumor response (PHR; TRG3) and absence of histologic tumor
response (NHR; TRG4 and 5) [17].

“PRGS identifies four categories on the basis of the presence of re-
sidual tumor cells and the extent of regression features. PRGS 1 corre-
sponds to a complete regression with absence of tumor cells; PRGS 2 to
major regression features with only a few residual tumor cells; PRGS 3 to
minor regression with predominance of residual tumor cells and only
few regressive features; PRGS 4 to no response to therapy where the
tumor cells are not accompanied by any regressive feature” [18].

Patients with complete or subtotal tumor regression were classified
as histopathologic good responders (TRG 1-2 or PRGS 1-2) or as partial
responders (TRG3). All other patients were classified as non-responders
(TRG 4-5 or PRGS 3-4).

2.2. Statistical analysis

GraphPad Prism software (ver. 6.01; GraphPad Software, Inc.) was
used in all statistical analyses. A chi-square test was used to compare the
categorical data of two groups, and a non-parametric Kruskal-Wallis test
was performed for comparisons between more than two groups. Survival
curves were calculated using the Kaplan-Meier method. The influence of
covariates was assessed in a univariate analysis using the log-rank test. A
P value < 0.05 was considered to indicate statistical significance.

3. Results

Between 2006 and 2013, 392 patients with digestive PM were
studied. Among the 291 patients with PM from CRC, 140 were excluded
for metachronous PM, or for liver metastases, or for lung metastases.
Among the 54 patients with synchronous PM from CRC, initial histology
evaluations were available for 23.

3.1. Initial histology for PM without pST

During the first laparoscopy, the primary colorectal tumour was
resected in 18 patients (78%). The histological result of the first biopsy
of the PM was mucinous adenocarcinoma in 15 patients (65%), non
mucinous adenocarcinoma in 7 patients (30%) and undifferentiated
carcinoma in 1 patient (4%).

3.2. Preoperative systemic therapy (pST)

First-line treatment with leucovorin + fluorouracil + oxaliplatin
(FOLFOX) was administered to 21 patients (91%), and leucovorin +
fluorouracil + irinotecan (FOLFIRI) to 2 patients (9%). Seven patients
(30%) received second-line (6 patients with FOLFIR], 1 patient with 5
fluorouracil) and 1 patient (4%) third-line pST (FOLFIRI). Six patients
(43%) were treated with Bevacizumab and 4 patients were treated with
Cetuximab. The complete histological response rate in the FOLFOX
group was 15% versus 22% in the FOLFIRI group (p > 0.05). (Tables 1
and 2).
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3.3. CRS and HIPEC procedure after pST

An exploratory laparotomy was performed in all patients. Fifteen
(65%) patients were treated with HIPEC after CRS. The others patients
were affected with extensive PMc. The median peritoneal carcinoma-
tosis index was 13 (range: 0-32). The complete or major response rate in
the HIPEC group was 87% versus 37% in the “No HIPEC” group (p >
0.05). (Tables 1 and 2).

3.4. Histological response

Histological differences in the tumours before versus after pST were
determined. Before pST, the PM consisted primarily of large viable
tumour areas with some foci of necrosis, but without fibrosis. After pST,
histological remodelling, characterised by a reduction in the number of
tumour cells and the formation of fibrous tissue within the tumour, were
observed. Fibrosis occurred only after pST and was seen in 19 patients
(82.6%).

A comparison of the initial and final histology based on the PRGS
classification showed complete, major, minor and no responses in
17,5%, 52% and 13% and 17.5% of cases, respectively. A histological
complete response (TRG 1) was obtained in four (17%) patients. The
MjHR (TRG 1-2), PHR (TRG 3) and NHR (TRG 4-5) was noted in 61%,
9% and 30% patients, respectively (Table 3).

3.5. Survival

The median follow-up time was 34 months (range 2-97 months). The
morbidity rate was 30%, the mortality rate 4% and the recurrence rate
39%. According to the PRGS classification, the mOS for patients with a
complete (PRGS 1) or major response (PRGS 2) was 54 months, versus
26 months in those with a minor or no response (PRGS 3-4) (Hazard
Ratio 0,34 [0,06-0,9], p = 0.04). (Fig. 1).

The mOS was significantly higher in patients with a MjHR (TRG 1-2)
than in those with a PHR (TRG 3) or NHR (TRG 4-5): 54 months, 17
months and 26 months, respectively (p = 0,02). (Fig. 2).

Table 1
Patient characteristics and clinical data: histological response groups according
to the Peritoneal Regression Grading Score.

PRGS assification PRGS1 (n PRGS2 (n = PRGS3 (n PRGS4 (n
=4 12) =3) =4)

Gender: n (%)

Male 2 (50) 3[33] 2(67) 2 (50)

Female 2 (50) 9(67) 1[33] 2 (50)

HIPEG: n (%)

YES 3(75) 10(83) 0(0) 2 (50)

No HIPEC 1[25] 2[17] 3(100) 2(50)

Last Chemotherapy: n (%)

FOLFOX 1(25) 6 (50) 1[33] 1[25]

FOLFOX + 1[23] 0(0) 2(67) 0(0)
Bevacizumab

FOLFOX + 0(0) 1(8) 0(0) 0(0)
Cetuximab

FOLFIRI 2 (50) 1[8] 0(0) 00

FOLFIRI + 0(0) 2[17] 0(0) 1[25]
Bevacizumab

FOLFIRI + 0(0) 21171 0 (0) 1[25]
Cetuximab

SFU 0(0) 0(0) 0(0) 1[25]

P(I after pST:

Median (Min-Max)  6,5[1-18]  9(0-19) 21,5 23 [9-31]

[17-28]
HIPEC  hyperthermic intraperitoneal chemotherapy, PCI  peritoneal carci-
nomatosis index, n  number of patient, pST: preoperative systemic therapy, ()
percentage.
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Table 2
Patient characteristics and clinical data: histological response group according
to the Tumour Regression Grade.

TRG TRG1(n TRG2(n TRG 3 TRG 4 (n TRG 5 (n

Aassification =4) =10) (n=2) =3) =4)

Gender: n (%)

Male 2 (50) 3[33 0(0) 2 [33 2 (50)

Female 2 (50) 7 (67) 2(100)  1(67) 2 (50)

HIPEC: n (%)

YES 3(75) 9(90) 1 (50) 0(0) 2 (50)

No HIPEC 1 [25] 1[10] 1(50) 3 (100) 2 (50)

Last Chemotherapy: n (%)

FOLFOX 1(25) 5(50) 1(50) 1[33] 1[25]

FOLFOX + 1 [25] 0(0) 0(0) 2(67) 0(0)
Bevacizumab

FOLFOX + 0 (0) 0 (0) 1 (50) 0(0) 0(0)
Cetuximab

FOLFIRI 2 (50) 1[10] 0(0) 0(0) 0(0)

FOLFIRI + 0) 2 [20] 0(0) 0(0) 1[25]
Bevacizumab

FOLFIRI + (0) 2 [20] 0(0) 0(0) 1[25]
Cetuximab

SFU 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1[25]

PCI after pST:

Median (Min- 6,5 8,5 9,5 21,5 23
Max) [1-18] (0-18) (0-19) [17-28] [9-31]

(HIPEC: hyperthermic intraperitoneal chemotherapy, PCL: peritoneal carcinoma
index, n number of patients, )  percentage.).

Table 3
Histological response according to the Peritoneal Regression Grading Score
(PRGS) and to the Tumour Regression Grade (TRG).

Residual TRG HR n (%) PRGS HR n (%)

tumour cells

0% 1 Major 14 1 Complete 4
(61%) (17,5%)

< 5-10% 2 2 Major 12

< 50% 3 Partial 2 (9%) (52%)

>50% 4 No 7(30%) 3 Minor 3 (13%)

100% S5 4 No 4

(17,5%)

HR: Histological response, n  number of patients, Partial pathological response
(PHR), R: Response TRG: Tumor regression grade, PRGS: Peritoneal regression
grading score; % percentage.

=4— Complete (PRGS 1) or Major responses (PRGS 2)

*  Minor (PRGS 3)orno responses (PRGS 4)
HR [95%)]
0,34 (0,06 -0,9], p=0.04

50+

Percent survival

0 1 1 J 1 1 J 1 1
0 12 24 36 48 60 72 B4 96
Time (In Month)

Fig. 1. Overall survival according to the histological response using the Peri-
toneal Regression Grading Score. HR: Hazard ratio, CI: Confidence interval,
PRGS: Peritoneal Regression Grading Score.

4, Discussion

This study determined complete histological response based on the
percentage of residuals tumour cells and the degree of their replacement
by fibrosis (PRGS and TRG classifications). Moreover, it established a
correlation between histological response and OS in patients who un-
derwent pST.
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1003 == Major pathological response (TRG 1-2)

*  Partial pathological response (TRG 3)
*~ No pathological response (TRG 4-5)

p=0,02
50

Percent survival

c 1 T 1 | 1 J T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96
Time (In Month)

Fig. 2. Overall survival according to the histological response using the Tumor
Regression Grade, TRG: Tumor Regression Grade.

The main classifications used in digestive oncology are both TRG and
Blazer classifications (based on either the percentage of residual tumour
cells) [17,20]. The both have been validated in patients with liver me-
tastases from colorectal cancer, in terms of avoiding the erroneous
administration of adjuvant CT to patients in whom formal proof of its
efficacy is lacking [17,20]. However, only one study examined the rate
of complete histologic response after pST according to Blazer classifi-
cation in patients with PM from CRC [21]. The authors concluded that
the Blazer classification could be applied as a prognostic factor in pa-
tients with PM from CRC [21]. In 2016, Solass et al. described a new
histological response score specifically for PM, that has the advantage of
having a high reproducibility using a 4-tier tumor regression grading
system [18,22].

Our study is the first to use these PRGS and TRG score to evaluate the
histological response of PM from CRC. The results demonstrate the
utility of these classifications for multidisciplinary clinical teams in
terms of informing the decision to treat PM from CRC with adjuvant
chemotherapy. Histologically, the dominant morphological feature of
untreated nodules is the presence of large areas of viable tumour glands
intermingled with zones of necrosis. In nodules responding to chemo-
therapy, the tumour cells were replaced mostly or completely by
fibrosis, which was not seen in untreated nodules. Fibrosis as the pre-
dominant pathologic change in colorectal liver metastases has been
described, and is considered an indicator of the effectiveness of pST
[17]. Poultsides et al. concluded that only the amount of fibrosis relative
to necrosis and acellular mucin was associated with a higher survival
rate in patients with colorectal liver metastases [23]. However, contrary
to the Blazer classification, this component of the histologic response is
included only in the TRG and PRGS classifications. Our study showed
that TRG and PRGS classifications systems are applicable in clinical
practice for the evaluation of a histological response after pST in patients
with PM from CRC, including those for whom initial histology findings
are not available.

The availability of repeated biopsy specimens from the same indi-
vidual is important as it allows direct comparison of changes in the
tissue before and after systemic chemotherapy [18]. In this study, bi-
opsies before reatment were used to confirm a diagnosis of PM from
CRC. In addition, biopsies were also used to compare the histology of PM
before and after pST to avoid misidentification of a major or complete
response, as untreated carcinoma can show morphological changes,
such as fibrosis following endogenous tumour necrosis or necrosis due to
ischemia in the centre of untreated PM.

To our knowledge, this is the first study to evaluate histological re-
sponses by comparing biopsy specimens obtained before and after pST in
the curative setting in PM from CRC. Solass et al. performed the same
comparison to evaluate the Peritoneal Regression Grading Score (PRGS)
classification in the palliative setting in PM [22]. Such procedure is not
always applicable, and may not be necessary for using the PRGS clas-
sification. This comparison of before and after therapy may be seen as a
limitation in our study, as we were unable to determine whether the
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biopsy specimens were obtained from the same tumour nodule or even
from the same anatomical region. In practice, unlike the case for LM
from CRC, it is impossible to obtain multiple biopsy specimens from the
same PM because the biopsy procedure is equivalent to complete
removal of the PM. In addition, the 3-month period between the first and
second biopsies (delay of pST) would make it difficult to find the same
PM.

To our knowledge, this is the first study demonstrating the applica-
bility of the TRG classification in PM from CRC. The advantage of this
classification is that it is also used for primary colorectal tumours, such
that the response of the primary tumour can be compared with that of
metastatic sites [24,25]. Recently, Dede et al. reported that the TRG
system was the most useful for evaluation of the histological response,
and that the results correlated with the OS of CRC patients with liver
metastases who had undergone hepatic resection [26]. However, the
PRGS classification will be the most used classification in medical
practice for patients with PM and this first study helped validate the
feasibility of this score in PM from CRC after pST.

One limitation of histological classifications is the heterogeneity of
tumour morphology, which largely accounts for the irregular treatment
response among different types of metastases. In this study, PM within
the same patient showed a largely equivalent histological response,
suggesting that factors influencing the response to chemotherapy are,
essentially, homogeneous among all metastases. In this study, biopsies
were retrospectively retrieved from other hospitals, and the majority of
samples had already been processed. This makes it difficult to interpret
the histological response in the whole nodule. The response may vary
with tumour size or with the number of sections taken, and this could be
a limitation of this study. Obviously, histological response classification
has to be precise and reproducible to guide clinical management and to
determine trial outcomes. In this study, we did not need to analyse inter-
observer variability statistically. Two anatomical pathologists sepa-
rately gave the same independent classification for each patient. To
overcome subjectivity in the histological criteria, it was necessary to
quantify the estimated volume of residual tumour cells, fibrosis, and
necrosis inside the nodule. The consistent scoring results may be because
these two pathologists frequently work with these classifications, in this
specialised centre for the treatment of PM. In their study of liver me-
tastases of CRC, Rubbia Brandt et al. reached a similar conclusion,
noting that discrepancies in the histological response pattern were rare
(10%) [171.). Solass et al. proposed to report the highest as well as the
mean PRGS, although there is no consensus whether to consider only the
highest or the mean score [18]. Our study provided further evidence for
this conclusion, albeit based on comparison of biopsy samples obtained
from each patient before and after pST.

The management of CRC patients after surgical resection of metas-
tases is still debated. In these patients, the current international guide-
lines recommend an adjuvant strategy for 6 months: postoperative
adjuvant chemotherapy or peri-operative chemotherapy (3 months
before surgery and 3 months after surgery), [27]. However, there is no
standard treatment and the effective role of systemic adjuvant chemo-
therapy remains controversial [28]. Nevertheless, the histological
response to systemic chemotherapy may be an important consideration
if the medical team chooses to give postoperative chemotherapy.
Indeed, if the patient is classified as non-responders, there will be a
tendency to change the type of systemic chemotherapy for postoperative
management, as is done in other cancers. A concrete example of how this
can be applied: patients with unresectable PMc can be treated with
pressurized intra-peritoneal aerosol chemotherapy (PIPAC) and sys-
temic chemotherapy [29,30]. During this PIPAC, biopsies of PM are
performed, and an evaluation of the histological response according to
PRGS, can be used to adapt systemic chemotherapy, or to consider
curative surgery for good responders.

According to our study, a complete histological response in PM from
CRC is possible and can be detected with either classification method.
The complete response rate of 17.4% is close to that obtained in a
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previous study of patients who underwent resection of colorectal liver
metastases [17], and to the cure rate (16%) after complete CRS of PM
from CRC [7]. Passot et al., whose study included patients with meta-
chronous and synchronous PM, reported a low complete histological
response rate of 9.7% [21].

In our study, a complete histological response to pST, determined
using either the TRG or the PRGS, was associated with better survival in
selected patients. This finding confirmed both the results of Passot et al.
[21] and the major prognostic impact of this parameter on the OS of
patients with other cancers, including liver metastases of CRC [26], CRC
[31-36], oesophageal cancer [19,37,38], gastric cancer [39], urothelial
bladder cancer [40] and pancreatic cancer [41]. In this study, we
concluded that median PCI was much higher among non-responders
than among responders. There may be a correlation between PCI
(before pST) and histological response after pST. In other words, initial
aggressiveness of the tumour will be reflected in a high PCI at the time of
laparoscopy after chemotherapy, and will also be associated with a poor
histological response. Further studies are required in larger patient
populations to achieve matching according to PCI before pST. This was
not possible in this study because the PCI was determined after preop-
erative chemotherapy and had therefore been modified. Thus, PRGS and
TRG may be useful criteria when discussing changes to or intensification
of intravenous chemotherapy and to design future clinical studies to test
preoperative treatment intensification. All novel findings regarding PM
of CRC are notable, since new standards are urgently needed for CRS and
HIPEC treatment. Accordingly, further clinical studies should be per-
formed [42].

The limitations of our study include its retrospective design, which
may have introduced bias, and the inclusion of a limited number of
highly selected patients. In addition, the chemotherapy regimen was not
correlated with the histological response, probably due to the limited
statistical power arising from the small number of patients, but also to
the heterogeneity of systemic chemotherapy regimens. Although we
were able to analyse the targeted therapy for each patient in this study,
we could not analyse tumour mutational status (MMR, RAS, BRAF), as
those data were not available.

The number of biopsies per patient varied, and we could not calcu-
late means for biopsies performed during second surgeries. For preop-
erative biopsies, it was necessary to obtain the paraffin tissue blocks
from other hospitals. The number of post-chemotherapy biopsies cor-
responded to the number of PM removed before HIPEC; if the disease
was diffuse, only one biopsy was performed.

The PRGS and TRG should therefore be evaluated in other prospec-
tive, multicentre trials of PM from CRC.

5. Conclusion

This study demonstrated that complete histological tumour regres-
sion of PM from CCR could be obtained in selected patients. In addition,
both the PRGS and the TRG can be used in clinical practice to evaluate
the histological response after chemotherapy, defined as a decrease in
the number of viable tumour cells and the formation of fibrous tissue
within the tumour. Moreover, the histological tumour response to pST
was also shown to be a prognostic factor. Our study provided further
evidence for this conclusion, based on comparison of biopsy samples
obtained from each patient before and after pST.
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EFFETS THERAPEUTIQUES DES CHAMPS ELECTRIQUES PULSES NANOSECONDES
SUR MODELE MURIN DE METASTASES PERITONEALES COLIQUES

Ce travail doctoral a pour but d'évaluer la sensibilité des cellules CT-26 murines de cancer
colorectal (CCR) a des impulsions de 10 nanosecondes, a haute fréquence et haute intensité
(nsPEF). Aprés avoir développé un modéle de souris de métastases péritonéales coliques
(MPc), nous avons étudié la réponse histologique in vivo selon une nouvelle classification
(Peritoneal Regression Grading Score) spécifique des MPc. La fibrose a été analysée par
microscopie multiphotonique, la prolifération (KI67, DAPI) et I'expression des facteurs
immunologiques (CD3, CD4, CD8) par histologie classique. Nous avons démontré que les
nsPEFs exercent un effet dose-réponse sur les cellules CT-26 et dans le modéle murin de
MPc, en induisant la mort cellulaire et en modifiant la morphologie des mitochondries aprés
perméabilisation de la membrane plasmique. De plus, une réponse immunitaire spécifique
des lymphocytes T CD8 +, ainsi qu'une forte réponse histologique viennent renforcer I'effet
anti-tumoral des nsPEFs. Ainsi, ces impulsions nanosecondes semblent étre une alternative
thérapeutique a confirmer dans des études expérimentales afin notamment d’en évaluer son
innocuité sur le péritoine sain et d’'améliorer 'ergonomie du systéme d’application.

Mots-clés : Cancer colorectal, métastase péritonéale, modéle murin, réponse histologique,

impulsions nanosecondes, ondes électromagnétiques.

THERAPEUTIC EFFECTS OF NANOSECOND PULSED ELECTRIC FIELDS ON MURINE
MODEL OF COLORECTAL PERITONEAL METASTASIS

The aim of this study was to evaluate the sensitivity of murine colorectal cancer (CRC) CT-26
cells to 10 ns pulses, at high frequency and high intensity (nsPEF). We have developed a
mouse model of colorectal peritoneal metastasis (PMc) and the histological response was
then assessed according to a new classification (Peritoneal Regression Grading Score).
Fibrosis was analyzed by multiphoton microscopy, proliferation (KI67, DAPI) and expression
of immunological factors (CD3, CD4, CD8) by classical histology. We have demonstrated
that nsPEFs display a dose-response effect on CT-26 cells by inducing cell death and
plasma membrane permeabilization, as well as altering mitochondria morphology. In
addition, a specific immune response (CD8+ T lymphocytes) and a major histological
response have confirmed the potentiality of nsPEFs as an anti-tumor therapeutic alternative.
We still need to evaluate the innocuity of nsPEFs on healthy peritoneum and the ergonomics
of the application system are challenging to be improved.

Keywords: Colorectal cancer, peritoneal metastasis, mouse model, histological response,

nanosecond pulsed electromagnetic field.




