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Résumé

Contexte : Les tumeurs fibreuses solitaires (TFS) sont des tumeurs mésenchymateuses rares
dont le traitement de référence est chirurgical. Leur évolution peut étre péjorative, avec
récidives et risque de métastases dont le traitement est peu codifié. De récentes études se sont
intéressées au lien entre les tumeurs mésenchymateuses et les macrophages du
microenvironnement tumoral, de type M1 (CD68+) ou de type M2 (CD163+, CD209+),
identifiant certains facteurs jouant un role dans leur évolution, comme la surexpression du
CD209 corrélée négativement a la survie sans récidive. D’autres études ont retrouvé une
surexpression de PRAME (Preferentially Expressed in Melanoma Antigen), un marqueur lié a
des mécanismes d’échappement immunitaire, chez les patients avec TFS TERT-mutées,

mutation suggeérée par la littérature comme étant de mauvais pronostic.

Objectif: Nous nous sommes intéresses au micro-environnement immunitaire de 137
tumeurs fibreuses solitaires en étudiant en immunohistochimie la composition et densité de
I’infiltrat macrophagique avec les marqueurs suivants : CD68, CD163 et CD209, avec une
attention particuliere pour le checkpoint immunitaire CD47/SIRPa. L’expression de PRAME
a également été recherchée.

Meéthode : Nous avons recueilli les critéres clinico-pathologiques de 137 patients porteurs
d’une TFS diagnostiquée dans le service de pathologie de I’hopital de la Timone a Marseille,
issus de 2 cohortes, une premiere de 1997 a 2009, composée de préléevements de TFS
méningées inclus en Tissue MicroArrays et une seconde, de 2010 a 2020, correspondant aux
prélevements chirurgicaux de TFS méningées ou des tissus mous. Les techniques

d’immunohistochimies ont été quantifiées via le logiciel open-source QuPath.

Résultats : Les taux de macrophages de type M1 (CD68+) ou M2 (CD163+) sont plus éleveés
dans les TFS de haut grade des méninges ainsi qu’au sein de prélévements correspondant a
des récidives. Parallelement, un taux de macrophage élevé est protecteur du risque
d’événement indésirable au sein d’un sous-groupe pronostique donné et est correlé
positivement a la survie globale. L’expression augmentée de CD209 par les macrophages de
type M2 a un effet péjoratif sur la progression sans récidive en analyse univariée. Ce sont les
TFS & forte activité mitotique qui tentent d’échapper aux macrophages de type M1 via le
«don’t eat me signal », en exprimant plus le CD47. Nous n’avons pas mis en évidence

d’expression de PRAME au sein de notre cohorte.
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Conclusion : Ce travail décrit pour la premiére fois, sur une vaste cohorte de TFS méningées
et des tissus mous, le microenvironnement immunitaire « inné », en particulier la valeur
pronostique potentielle de la densité de I’infiltrat macrophagique ainsi que de I’expression de
CD209. D’autre part, la corrélation entre 1’expression du CD47 et I’activité mitotique suggere
de possibles débouchés thérapeutiques, avec 1’usage d’inhibiteurs du check point CD47/
SIRPa, pour les TFS a forte activite de prolifération.



Abstract

Context: Solitary fibrous tumours (SFTs) are rare mesenchymal tumours for which the
standard treatment is surgery. They usually have an indolent clinical course, but may
sometimes badly evolve, with recurrence and risk of metastasis, whose treatment is poorly
codified. Recent studies about the link between mesenchymal tumours and the tumour-
associated macrophages, either M1 (CD68+) or M2 (CD163+), identified factors that play a
role in their evolution, such as CD209’s overexpression, which is negatively correlated with
the progression-free survival. Other studies have found an overexpression of PRAME, a
marker linked to the immune’s escape mechanisms, in TERT-promoter mutated SFTSs,

suggested in the literature to be associated with a poor prognosis.

Objective: We investigated the immune microenvironment of 137 solitary fibrous tumours,
by studying the composition and density of the macrophagic infiltrate with the following
markers: CD68, CD163 and CD209, with a particular focus on the immune checkpoint
CD47/SIRPa. PRAME expression was also tested.

Method: We collected the clinico-pathological criteria of 137 patients with a SFT diagnosed
in the pathology department of La Timone hospital in Marseille, from 2 cohorts, the first one
from 1997 to 2009, composed of meningeal SFTs samples included in Tissue MicroArrays,
and the second one from 2010 to 2020, corresponding to surgical samples of meningeal or
soft tissue SFTs. The immunohistochemistry techniques were quantified using the free open-

source software QuPath.

Results: M1 (CD68+) or M2 (CD163+) macrophage levels were higher in high-grade
meningeal SFTs and in recurrent specimens. At the same time, elevated macrophage levels
are protective from the risk of adverse events within a given prognostic subgroup, and
positively correlated with overall survival. Increased expression of CD209 by M2-type
macrophages has a detrimental effect on progression-free survival in univariate analysis. SFTs
with a high mitotic activity try to escape from M1 macrophages via the "don't eat me signal”,
by expressing more CD47. We did not find evidence of PRAME expression in our cohort.
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Conclusion: This work describes for the first time on a large cohort of meningeal and soft
tissue SFTs the innate immune microenvironment, in particular the potential prognostic value
of the density of the macrophagic infiltrate as well as CD209 expression. On the other hand,
the correlation between CD47 expression and mitotic activity suggests possible therapeutic
opportunities with the use of CD47/SIRPa checkpoint inhibitors for SFTs with a high

proliferative activity.



1.

INTRODUCTION

1.1. Définition

Les tumeurs fibreuses solitaires (TFS) sont des tumeurs conjonctives (ou
mésenchymateuses) de malignité intermédiaire, appartenant au groupe des tumeurs
(myo)fibroblastiques selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) / World Health
Organization (WHO) (1). (Cf. Annexe 1 : WHO classification of soft tissue tumors).

Ubiquitaires, elles ont été initialement rapportées sous la forme de 2 entités distinctes : en
1931 au niveau de la plévre par Klemperer et Rabin (2), et en 1938 au niveau du systéme
nerveux central, sous I’appellation « méningiome angioblastique » par Cushing &
Eisenhardt (3), pour étre plus tard dénommées dans cette localisation
« hémangiopéricytome » par Stout et Murray (4); les premieres présentant implicitement
une matrice fibreuse, les secondes étant plus cellulaires. En 2013, la mise en évidence
d’une anomalie moléculaire commune, la fusion NAB2-STAT6 a permis dans les tissus
mous d’unifier la terminologie : le terme d’hémangiopéricytome est abandonné au profit
de celui de TFS (5-7). C’est également le cas pour les localisations méningées dans la
derniére classification de I’OMS des tumeurs du systeme nerveux central (5éme édition,
2022)(8).

1.2. Epidémiologie

Les TFS sont des tumeurs rares: elles représentent moins de 3% des tumeurs
conjonctives; ainsi que moins de 1% des tumeurs du systéme nerveux central.

L’¢étiologie des TFS, comme celle de la plupart des tumeurs mésenchymateuses bénignes
et malignes est inconnue.

A ce jour, aucun facteur connu comme « facteur de risque » des sarcomes n’a été
découvert comme favorisant la survenue d’une TFStels que 1’environnement,
I’irradiation, les infections virales (HHV8, VIH), I’'immunodéficience, les agents
chimiques (chlorure de vinyle, dioxyde de thorium) ou encore les prédispositions
génetiques (1).

Elles se développent autant chez la femme que chez I’homme, hormis pour la variante
lipogénique, a prédominance masculine (sex-ratio de 3/2), avec un pic d’incidence entre
40 et 70 ans (avec une spécificitt pour la forme pleurale, se développant
préférentiellement apres 60 ans) (1).



1.3. Approche diagnostique des TFS
Les TFS extra-méningées sont principalement observées au niveau de la cavité

abdominale (31%), des extrémités (29%), de la plévre (22%), du tronc (11%) ou plus
rarement dans d’autres localisations (incluant téte et cou) (7%) (9).

Elles se présentent sous la forme d’une masse bien limitée, le plus souvent infraclinique
pour la localisation pleurale en comparaison aux autres formes extra-méningeées.

Il est décrit dans moins de 10% des cas, la survenue d’un syndrome paranéoplasique
(ostéoarthropathie hypertrophique, ou syndrome d’hypoglycémic paranéoplasique
secondaire a une sécrétion par les cellules tumorales ) d’Insuline-like Growth Factor 1 et 2
(IGF 1 et 2) (10,11).

Comme pour toute tumeur conjonctive, la prise en charge initiale d’une masse nécessite
une exploration radiologique afin de définir sa nature. L’imagerie des TFS ne permet pas
de distinguer les formes indolentes des formes plus agressives. Elle révele la richesse
collagénique de la tumeur, mais ne peut empécher la réalisation de la biopsie ou I’exérése

pour en faire le diagnostic.

Le diagnostic d’une tumeur mésenchymateuse doit étre établi selon la classification de
I’OMS des tumeurs des tissus mous et de I’0s, avec une relecture centralisée dans le cadre
du réseau d’expertise NETSARCH, un réseau d’expertise clinique, pathologique et de
recherche labellisé par I’Institut National du Cancer (INCA) (12).

1.4. Histologie
Les TFS présentent 2 formes histologiques (Cf. Annexe 2 : histologie des TFS) :

- La forme dite fibreuse : il s’agit d’une prolifération de cellules tumorales de densité
variable sans pattern architectural spécifique, au sein d’un stroma abondant
collagénique. La vascularisation est généralement formée de vaisseaux branchés les
uns aux autres de facon arborescente, rappelant des bois de cerfs. Cette morphologie
est dite hémangiopéricytaire et est préférentiellement visible dans les zones richement
cellulaires, tandis qu’elle sera plus succincte dans les zones fibreuses, formée alors de
grands espaces vasculaires ectasiques a paroi fibro-hyaline. Sur le plan cytologique,

les cellules sont monotones, ovalaires ou fusiformes, peu atypiques.
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- La forme dite cellulaire: ancien «hémangiopéricytome », n’a pas de matrice
collagénique proéminente comme celle de la forme fibreuse. Il s’agit essentiellement
de nappes de cellules cohésives, avec densité cellulaire importante, et vascularisation
hémangiopéricytaire. Les cellules sont ovoides avec un cytoplasme plus abondant que

la forme fibreuse, tout en restant monomorphes.

Il est important de noter qu’il existe d’autres variantes morphologiques : lipogénique, a
cellules géantes ostéoclastiques, épithélioides, a cellules rhabdoides, hypocellulaires,
kystiques, avec inflexion myxoides, formes hyalinisées pseudo-chéloidiennes,
angiofibromes a cellules géantes. Il existe une forme dédifférenciée, présentant des
aspects de sarcome indifférencié de haut grade, avec un pléomorphisme marqué et une

activité mitotique augmentée (1) (cf. Annexe 3).

D’un point de vue phénotypique, le profil immunohistochimique des TFS est comparable
pour I’ensemble des formes histologiques avec notamment une expression nucléaire du

STAT6, mais aussi une expression hétérogene du CD34.

Sur le plan moléculaire les TFS sont caractérisées par le transcrit de fusion NAB2-
STATS.

La protéine codée par NAB2 (NGFI-A binding protein 2 (EGR1 binding protein 2)),
posséde un role de répression transcriptionnelle sur certains génes de la famille Early
Growth Response (EGR), notamment EGR1, un facteur de transcription impliqué
essentiellement dans la croissance tumorale, 1’induction et la régulation de 1’apoptose
suite a un stress cellulaire, grace a la production de nombreux facteurs de croissance
comme IGF-I1, PDGF-A and TGF-B1. Elle peut avoir également une action opposée selon

son taux de méthylation ou de phosphorylation.

STATG6 (signal transducer and activator of transcription 6), appartient a une famille de
facteurs de transcription activée via phosphorylation dont le rdle est d’activer la
transcription de génes cibles par passage bref intra-nucléaire avant dégradation par le

protéasome.

Cette fusion génomique entraine le remplacement d’au moins un domaine répresseur de
NAB2, avec un domaine transactivateur de STAT6. La protéine chimérique ainsi créée

hérite a la fois d’un domaine activateur (via STAT6) et d’'un domaine d’interaction a
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EGR1 (via NAB2) : ainsi, NAB2 devient activateur de la voie EGR1 et la protéine STAT6
est relocalisée dans le noyau.

Compte tenu de la proximité de NAB2 et de STATS6, sur le chromosome 12q, et la
diversité des points de cassures au niveau des introns et exons rendant la détection par
PCR (polymerase chain reaction) compliquée sans séquencage multiplex (plus de 40
transcrits décrits), c¢’est expression en immunohistochimie de STAT6 au sein du noyau

des cellules tumorales qui permet d’affirmer le diagnostic de TFS.

1.5. Evolutivité et pronostic
Les tumeurs conjonctives sont réparties en 3 catégories pronostiques: les tumeurs

bénignes, celles de malignité intermédiaire (dans laquelle on différencie celles localement
agressives, de celles avec potentiel metastatique (TFS)), et les malignes (les sarcomes). Le
grading de la Fédeération nationale des centres de lutte contre le cancer (FNCLCC) ne

s’applique pas aux tumeurs de malignité intermédiaire.

Bien que généralement indolentes, les TFS peuvent récidiver ou plus rarement donner des
métastases (10 a 30% des cas), et ce parfois de nombreuses années apres le diagnostic
initial (1).

Différents paramétres cliniques et histologiques ont été étudiés dans la littérature avec des
résultats variables quant a leur valeur pronostique tels que la localisation tumorale, la
taille, I’age, les critéres macroscopiques (qualité d’exérese) et microscopiques (index

mitotique, nécrose tumorale, cellularité, pléomorphisme, dédifférenciation) (13).

La derniére édition de la classification des tumeurs des tissus mous de ’OMS décrit
I’utilisation de systemes de «risque » afin de prédire la survie globale, le risque de
récidive locale, et de métastase a distance en prenant en compte les données cliniques (age
du patient, taille tumorale) et les critéres histologiques (compte mitotique, nécrose). Il
s’agit du score proposé par EG Demicco et collaborateurs (Annexe 4). Pour les TFS

méningées il faut utiliser le grading de I’OMS (Annexe 5).

La valeur pronostique des différents types de transcrits de fusion NAB2-STAT6 ainsi que
de la présence d’une mutation du promoteur de TERT au sein de ces tumeurs est en

revanche controversée (14-16).
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Récemment, Wang et al. (17) ont observé une surexpression de PRAME (Preferentially
Expressed in Melanoma Antigen) chez les patients présentant une TFS avec mutation du

promoteur de TERT (Telomerase reverse transcriptase).

PRAME appartient a la famille des « antigenes du cancer / testicule » (CT) (Cancer-testis
antigens - CTA), est impliqué dans le cycle cellulaire des cellules tumorales par son action
inhibitrice de la voie de signalisation de 1’acide rétinoique, et est décrit comme lié a

certains mécanismes d’échappement immunitaire (18,19).

Dans la méme étude, 1’expression de PRAME dans les TFS était corrélée au nombre de
macrophages du microenvironnement tumoral, ainsi qu’a D’expression de certaines

protéines du checkpoint immunitaire inné : CD47-SIRPa (17).

1.6. Microenvironnement immunitaire tumoral.
Le systéme immunitaire est constitué de I’ensemble des cellules et tissus ayant fonction
d’identifier, maitriser et détruire ce qui appartient au « non soi », ¢’est-a-dire les éléments
étrangers, agents pathogénes, ainsi que les cellules tumorales. On distingue I’immunité
innée (polynucléaires, macrophages, et cellules présentatrices d’antigénes), et I’ immunité
acquise (lympho-plasmocytaire). Des études se sont intéressées a la relation entre tumeur
et systeme immunitaire, avec toutes un postulat de départ : le systeme immunitaire peut

s’attaquer aux cellules tumorales (20).

1.6.1. L’immunité innée : la liaison CD47/SIRPa

Le principal checkpoint immunitaire inné est celui du CD47 (Cluster de Différenciation
47) et du Signal regulatory Protein a (SIRPa).(21) La famille des Signal Regulatory
Protein est une famille d’immuno-récepteurs formée de 5 principales glycoprotéines
encodées par un cluster de génes sur chromosome 20p13 (SIRPa, SIRPB1, SIRPy, SIRPf2
et SIRPS) (Annexe 6). SIRPa est la mieux conservée inter-especes (22). La liaison au
CDA47 entraine la phosphorylation de sa queue intracytoplasmique et le recrutement des
phosphatases SHP1 et SHP2, ce qui permet une déphosphorylation de molécules en aval
de la cascade enzymatique impliquées dans la phagocytose et/ou la cytotoxicité, et ainsi

une répression de ces actions.

i.  SIRPa est exprimée par toutes les cellules myéloides : monocytes, macrophages,
granulocytes et cellules dendritiques, ainsi que par cellules neuronales du systeme

nerveux central (23).
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ii.  Le CDA47 est exprimé par toutes les cellules du corps humain. Cette proteine a une
fonction de reconnaissance du « soi ». On parle alors du « don’t eat me » signal

lorsque la liaison est effectuée avec le SIRPa.

Dans 1I’objectif d’inhiber ce checkpoint immunitaire, la modulation de 1’axe SIRPa-CD47
est préférable via un blocage du SIRPa, car le CD47 posséde d’autres ligands (notamment
la TSP-1 jouant un role dans la régulation négative de I’angiogenése : ’interruption du
signal TSP1/CDA47 peut entrainer une néo-angiogenese, une modulation du signal lié au

monoxyde d’azote (NO) et donc une progression tumorale) (24-29).

Un blocage de la liaison SIRPa-CD47 entraine : phagocytose, cytotoxicité des cellules
tumorales médiée par opsonisation via les anticorps et rétablit la fonction de cellule
présentatrice d’antigéne des macrophages et cellules dendritiques aux lymphocytes T

CDB8+ cytotoxiques (21).

Les effets secondaires d’une utilisation d’un tel inhibiteur ne sont pas totalement connus,

faute de recul suffisant.

1.6.2. La polarisation des macrophages : le CD68 et CD163

Au sein de I’immunité innée, on distingue les macrophages associés aux tumeurs (Tumor-

associated macrophages). Ils sont polarisés (30,31).

IIs peuvent étre de type « M1 », sous I’effet notamment de I’interféron gamma (INF-
v), des lipopolysaccharides (LPS), et du granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF)), et ont alors une fonction pro-inflammatoire, microbicide,
tumoricide, permettent une réponse immunitaire Thl (réaction du systeme immunitaire
adaptatif envers agents pathogénes bactériens et viraux), une capacité de présentation
antigénique, de défense intra-cellulaire et peuvent entrainer une destruction tissulaire.
Ils expriment le CDG68.

A contrario, ils peuvent, sous I’effet de I’interleukine 4, 13, 10, du Macrophage
colony-stimulating factor ou encore du Transforming growth factor B, s’orienter vers
une différenciation de type « M2 ». lls ont alors une fonction anti-inflammatoire,
favorisent la néo-angiogenése et permettent une réponse humorale avec un profil Th2
(commutation isotypique des lymphocytes B vers la synthése d’IgE spécifiques et
activation des polynucléaires éosinophiles), réponse de I’immunité adaptative face a
une stimulation parasitaire ou allergique. Il s’agit d’un environnement favorisant le

développement tumoral (32—34). lls expriment le CD163.
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Cette polarisation est modulable sous I’influence du micro-environnement. Tamas Ryszer
et collaborateurs (35) proposent en 2015 un modéle résumant 1’état d’activation du

macrophage en fonction de divers stimuli (cf. Annexe 7).

Dancsok et collaborateurs (36) se sont intéressés a la répartition des macrophages du
microenvironnement tumoral des sarcomes. lls retrouvent une grande variabilité de la
proportion des macrophages M1 et M2, influencée par certains facteurs : le type de
sarcome, les anomalies moléculaires, voir méme 1’dge au diagnostic. Dans les TFS, cet
infiltrat est préférentiellement de type M2, avec un ratio de 4/1. L’article retrouve
également une expression bimodale du CD47 pour I’ensemble des sarcomes, soit nulle,
soit supérieure a 90% des cellules tumorales. Pour les TFS, la répartition est décrite

comme nulle dans presque 45% des cas, et dans 40% des cas, « supérieure a 90% » (36).

Traitement des TFS

Le traitement de référence des TFS est la chirurgie. Du fait d’un pronostic généralement
favorable 1’exérése ne doit pas étre délabrante. La chimiothérapie (anthracyclines,
ifosfamide, dacarbazine ou encore temozolomide) est utilisée dans les formes
métastatiques, bien qu’il n’existe pas, a ce jour, d’étude cliniques évaluant son efficacité
dans ces tumeurs (10,37-47). La radiothérapie adjuvante est indiquée dans les tumeurs de

localisation neuroméningée, celles de haut grade ou en cas de résection incomplete.
Dans tous les cas, la possibilité de rechute tardive motive une surveillance prolongée.

De nombreuses études se sont intéressées a 1’utilisation des thérapies ciblées (notamment

les antiangiogéniques) avec quelques résultats prometteurs (38,42,48-52).

Parmi les antiangiogéniques, une étude multicentrique (53) s’est intéressée a 1’utilisation
du pazopanib, inhibiteur de la tyrosine-kinase des récepteurs du facteur de croissance
endothélial vasculaire (VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3), des récepteurs du facteur de
croissance plaquettaire (PDGFRa et PDGFRp), et du récepteur du facteur de cellule
souche (c-KIT), dans les TFS métastatiques ou non résécables, avec progression dans les 6
derniers mois, et retrouve, au décours d’analyses secondaires, un lien entre 1’expression de
certains marqueurs de I’immunité innée et la survie des patients, notamment celle du

CD209, marqueur des macrophages de type M2 (35).
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1.8. Objectif de la thése
L’objectif de ce travail est 1’étude micro-environnement immunitaire des tumeurs
fibreuses solitaires, et plus particuliérement du réle de I’'immunité innée par 1’analyse de
la composition et la quantification de I’infiltrat macrophagique grace aux marqueurs
immunohistochimiques tels que le CD68, CD163 et CD209, ceux du checkpoint
immunitaire CD47/SIRPa et I’expression de PRAME.
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1.

2.2.

Criteres d’inclusion

Deux cohortes différentes ont été utilisées pour cette étude.

La premiére (cohorte A) correspond a 1’ensemble des patients pour lesquels un diagnostic
de tumeur fibreuse solitaire a été posé sur la période de 2010 a 2020, dans le service
d’Anatomie pathologique et Neuropathologie du Centre Hospitalo-Universitaire de la

Timone & Marseille.

La seconde (cohorte B) est une cohorte constituée lors d’une précédente étude (9)
comportant des TFS méningées adressées au service, diagnostiquées entre 1997 et 2009,

échantillonnées sous forme de Tissue MicroArray (TMA).

Conformément a la législation pour les TFS diagnostiquées entre 2010 et 2020, 2
modeles de lettres d’informations ont été remises aux patients : Une premiére pour ceux
hospitalisés a I’AP-HM (Annexe 8) avec un formulaire d’opposition retournable, et une

seconde pour les patients inclus via le réseau RRePS (Annexe 9)

Pour chacun des patients, un recueil des données cliniques et histologiques a été réalisé
via le logiciel intranet de I’AP-HM, Axigate, un logiciel proposant la fonction de dossier
patient informatisé regroupant 1’ensemble des renseignements administratifs comme
medicaux. Les données cliniques recensées ont intéressé : le sexe, 1’age au diagnostic, le
déces, la localisation, la récidive locale, la survenue de metastases, la réalisation d’une
radiothérapie, d’une chimiothérapie, d’une thérapie ciblée, la survie sans récidive, la
survie globale ainsi que la durée de suivi. Les données issues des comptes rendus
anatomopathologiques correspondaient a la qualité des marges d’exérése, la présence de
nécrose, le compte mitotique, le Ki67, le statut mutationnel de TERT (cohorte B), le

risque de récidive selon la classification de Demicco et ou le grade de I’OMS.

Cadre législatif et réglementaire

Cette étude ayant été menée a partir de données recueillies dans le cadre du suivi
thérapeutique ou médical individuel des patients par les personnes assurant ce suivi, et
qualifiée d'interne par la CNIL, en complément des procédures réalisées aupres du centre
de recherche biologique (CRB) de I’hdpital de la Timone, une validation a été obtenue
par le Délégue a la Protection des Données (DPO), puis un enregistrement a été effectue
au registre des activités de traitement de I” AP-HM, conformément au Réglement Général

européen relatif a la Protection des Données (RGPD), fiche de déclaration n°® 2021-3.
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2.3. Technique immunohistochimique

Pour chacun des prélevements, différents marqueurs immunohistochimiques ont été
utilisés : CD68, CD163, CD209, CD47, SIRPa et PRAME (cf. Annexe 10) dans des
conditions standards : lames d’épaisseur de 4 um coupées a partir du bloc tumoral fixé en
formol et inclus en paraffine ou des lames de TMA, contenant 17 a 26 cas, échantillonnés
par biopsies de 0.6 mm de diamétre, a raison de 3 biopsies par cas, les zones biopsiées
ayant été choisies par des pathologistes experts. Les lames ont été techniquées sur un
automate d’immunohistochimie Benchmark XT (Ventana, Roche Diagnostics), apres
déparaffinage, en utilisant les anticorps suscités. Un pré-traitement par la chaleur avec un
tampon CC1 de 60 minutes a été réalisé, et I’incubation des anticorps a été de 32 minutes
a 37°C. La révélation des anticorps a utilise un chromogene DAB (DiAminoBenzidine)
avec un systeme d’amplification par polyméres (ultraview Ventana). La contre-coloration
a été effectuée par de 1’hématoxyline avec une incubation de 4 minutes. La figure 1
représente le flowchart des techniques réalisées sur I’ensemble des cas de ’étude.

L’¢étude immunohistochimique du CD47 a été réalisée sur I’ensemble des cas avec 2 lots
d’anticorps. Un premier lot sur la cohorte B, et un second, différent, sur la cohorte A. Ce
dernier n’a pas été exploitable malgré 3 essais. Il existait un marquage aberrant : a la fois
nucléaire, cytoplasmique et membranaire. Le marquage par le lot de la cohorte B s’est
avéré conforme et cohérent. L’analyse du checkpoint immunitaire CD47-SIRPa n’a donc

été réalisée que sur la cohorte B.

2.4. Acquisition des images et analyses
Toutes les lames ont été numérisées a 1’objectif x20 en utilisant un scanner de lames du
service de La Timone: Slides scanner — Nanozoomer, modéle Hamamatsu
NANOZOOMER 2.0HT, avec grossissement global 20x ou 40x grace a une lentille
additionnelle de 1,75x.

Les lames ont ensuite été analysées grace au logiciel open-source QuPath (54). Du fait
des particularités morphologiques des macrophages, et du marquage attendu comme
membranaire, les marqueurs utilisés dans ce travail ont été évalués par mesure des pixels
DAB positifs. Ces marqueurs ont été quantifies sur lames entieres pour les TFS de la
cohorte A, et sur I’ensemble des spots des TMA de la cohorte B. La valeur retenue pour
le compte positif du pixel (threshold) et d’autres parametres de détection ont été évalués
pour chaque marqueur, et chaque paramétre a été appliqué a 1’identique pour I’ensemble

des prélévements :
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- CD68 et CD163 : downsample factor : 1 ; Gaussian sigma : 1 pum ; hematoxylin
threshold (‘Negative’) : 0.1 optical density (OD) units, DAB threshold (‘Positive’) :
0.12 OD units.

- CD47 : downsample factor : 1 ; Gaussian sigma : 1 um ; hematoxylin threshold
(‘Negative’) : 0.1 optical density (OD) units, DAB threshold (‘Positive’) : 0.15 OD
units.

- SIRPa : downsample factor : 1 ; Gaussian sigma : 1 um ; hematoxylin threshold
(‘Negative’) : 0.1 optical density (OD) units, DAB threshold (‘Positive’) : 0.18 OD

units.

Concernant le CD209, les rares données de la littérature concernant le marquage
immunohistochimique (55,56) distinguent un marquage faible, intermédiaire et fort de
I’anticorps. Pour s’adapter a ce mode de raisonnement, nous avons utilisé une méthode de
détection avec des paramétres seuils différents selon I’intensité du marquage (Cf. Annexe
11):

- Marquage faible : downsample factor : 1 ; Gaussian sigma : 1 pum ; hematoxylin
threshold (‘Negative’) : 0.1 optical density (OD) units, DAB threshold (‘Positive’) :
0.12 OD units.

- Marquage intermédiaire : downsample factor : 1 ; Gaussian sigma : 1 pum ;
hematoxylin threshold (‘Negative”) : 0.1 optical density (OD) units, DAB threshold
(‘Positive’) : 0.2 OD units.

- Marquage fort : downsample factor : 1 ; Gaussian sigma : 1 um ; hematoxylin
threshold (‘Negative’) : 0.1 optical density (OD) units, DAB threshold (‘Positive’) :
0.4 OD units.

Pour la description et les analyses statistiques, la densité de pixels positifs a été estimée
comme étant le pourcentage de pixels positifs / mm2. Toutes les étapes ont été
supervisées par des pathologistes experts. Les zones de nécrose et les problémes de

plicatures sur les lames ont eté écartés dans 1’analyse informatique.
La méthode d’analyse est résumée a travers 1I’exemple retrouvé en Annexe 12.

L’expression du CD47 dans les TFS a été décrite, par analogie aux données de I’article de
Matlung et al. (21) selon 3 catégories : « marquage supérieur a 90% », « entre 1 et 89% »,

et « expression nulle ».
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Pour I’évaluation du CD209, 2 méthodes ont été utilisées. La premiére correspondait
simplement & 1’évaluation de la densité de pixels positifs avec un threshold de type
« intermédiaire », qui a été retenu comme correspondant a un marquage significatif. La
deuxiéme méthode, afin d’obtenir un critere plus objectif, a utilisé le pixelwise H-score
(ou pix H-score) (57), basé sur les valeurs des marquages faibles, intermédiaires et forts,
et sur I’intensité pondérée des différents marquages des pixels, dont la valeur oscille entre

0 et 300, calculé par la formule suivante :

3Hp + 2Mp + Lp
Hp + Mp + Lp + Np

Pix H — score = 100

avec Hp, Mp, Lp et Np correspondant respectivement aux aires des pixels des marquages
d’intensité forte, intermédiaire, faible et négative. La pondération d’un facteur 3, 2 et 1

est la méme que celle retrouvée dans le H-score traditionnel (valeurs empiriques).(58)

Concernant le PRAME : il n’a pas été réalisé d’évaluation de la densité de pixels positifs.
La positivité de I’anticorps, attendu comme nucléaire dans la pathologie tumorale selon
les données de la littérature (59), ou cytoplasmique selon I’article de Wang et al. (17), n’a
été objectivée dans aucun de nos cas présents sur les TMA. Il a été décidé de ne pas
étendre le marquage aux lames entieres. L’anticorps a été réalisé uniquement sur la

cohorte B.

2.5. Analyses Statistiques
Les analyses ont été réalisées en s’intéressant au CD68, CD163, CD209, SIRPa et CDA47.

La correlation entre les paramétres clinicopathologiques et les scores

immunohistochimiques ont été étudiés pour les patients avec un recul minimum de 2 ans.

Concernant le recueil des données, la date de point de la cohorte A a été définie au
31/12/2021. Celle de la cohorte B au 24/10/2014. Le modele de survie realisé ne
distinguait pas les exclus-vivants des perdus de vue ; ils ont donc été considéré comme

données censurées a la date aux dernieres nouvelles.

Les tests de Welch, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, et les tests de Spearman ou Pearson

ont été utilisés pour les analyses univariées. A titre illustratif, la courbe de survie sans
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progression selon la survenue d’événements indésirables a été réalisée suite au test de

Logrank.
Les différences observées ont été considérées comme significatives lorsque p < 0.05.

Les coefficients de corrélation présentés possedent un intervalle de confiance a 95%
lorsque le test utilisé est le test de corrélation de Pearson (paramétrique), autrement il

s’agit du coefficient de Spearman (non paramétrique).

L’analyse multivariée n’a pas été réalisée, compte tenu de manque de donnees (plus de
20% des patients avec une donnée manquante, ou des variables ayant plus de 5% de
valeur censurée sur certains criteres tels que la chimiothérapie et les marges positives)
empéchant un ajustement sur ces parametres, entrainant alors un effectif trop faible pour

les analyses. Les analyses statistiques ont été réalisées sur le site (https://www.pvalue.io)

(Medistica., pvalue.io, a graphic user interface to the R statistical analysis software for
scientific medical publications., 2020.) et vérifiées / confirmées par une statisticienne du

Centre Hospitalier d’Aix-En-Provence.


https://www.pvalue.io/
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Figure 1: Organigramme des technique immunohistochimiques réalisées.

Nombre de cas éligibles (n=137)

A exclure de I’analyse statistique (n=47)
- Ne remplissent pas tous les criteres
d’inclusion (n=47) (suivi < 24 mois)

A 4

Premieres techniques
d’immunohistochimie : CD68 et CD163
- réalisées (n=137).

- analysables pour univariée (n=90).

A\ 4

Deuxiémes techniques
d’immunohistochimie : CD209 :

- réalisées (n=137).

- analysables pour univariée (n= 88) (2 cas
non analysables par épuisement du
matériel).

\4

Troisiemes techniques
d’immunohistochimie : CD47 et SIRPa :
- réalisées (n= 137).

- analysables pour univariée (n= 52)
(cohorte A non analysable par marquage
aberrant du CD47)

\4

Test parallele de I’immunohistochimie
PRAME sur cohorte B

- cas positif (n=0)

- cas négatifs (n=52)

v

Stop de I’analyse du PRAME pour
préserver le matériel




3. RESULTATS

3.1. Description de la cohorte
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Au total, 137 tumeurs fibreuses solitaires ont été inclues dans 1’étude. Les caractéristiques de

I’ensemble de ces cas sont résumées dans les tableaux 1 et 2.

Tableau 1: Résumé des caractéristiques clinico-biologiques de la cohorte étudiée.
NB : PFS : Survie sans progression. OS : Survie globale.

Type de TFS :

Nombre de cas
Localisation

Tissus mous

Méningée
Sexe

Masculin

Féminin
Age

Minimum — Maximum
Médiane
Radiothérapie
Chimiothérapie
Immunothérapie
Marges chirurgicales positives objectivées

Récidive connue
Métastase connue
PFS (mois) (moyenne (écart-type))
OS (mois) (moyenne (écart-type))
Taille tumorale (cm) (tissus mous) (moyenne (écart-type))
Présence de nécrose
Mitoses (/10 HPF) (moyenne (écart-type))
Ki67 (moyenne (écart-type))
Score pronostique selon la localisation :
Neuro-méningée (grade de ’OMS)
1
2
3
Tissus mous (score de Demicco)
Faible
Intermédiaire
Fort

Primitive
113 (82.5 %)

40
73

57
56

14 — 86 ans
54 ans
31
2
0
37

33
5
39.1 (44.1)
52.5 (56.4)
9.36 (7.62)
28
4.19 (4.23)
12.6% (14.9%)

40
24

16
15

Récidive
24 (17.5 %)

19

15

34 — 80 ans
58 ans
15
5
1
7

18
10
31.4 (49.6)
56.3 (71.9)
6.22 (5.21)
4
5.29 (4.25)
18.3% (18.6%)

Total
137

45 (32.8 %)
92 (67.2 %)

72 (52.6 %)
65 (47.4 %)

14 — 86 ans
57 ans
46
7
1
44

51
15
37.7 (45.0)
53.1 (59.1)
9.04 (7.43)
32
4.38 (4.24)
13.6% (15.6%)

49
31
12

18
17
10



Tableau 2 : Résumé des caractéristiques clinico-pathologiques selon les 2 cohortes.

Nombre de cas

Type de TFS
Primitive
Récidive
Localisation
Tissus mous
Méningée
Sexe
Masculin
Féminin
Age

Minimum — Maximum
Meédiane
Radiothérapie
Chimiothérapie
Immunothérapie
Marges chirurgicales positives objectivées
Récidive connue
Meétastase connue
PFS (mois) (moyenne (écart-type))
OS (mois) (moyenne (écart-type))
Présence de nécrose
Mitoses (/10 HPF) (moyenne (écart-type))
Ki67 (moyenne (écart-type))
Score pronostique
Neuro-méningées (grade de ’OMS)
1
2
3
Tissus mous (score de Demicco)
Faible
Intermédiaire
Fort

Cohorte A
85

65
20

45
40

43
42

14 — 86 ans
60 ans
27
6
1
14
21
11
21.2 (25.3)
26.8 (27.7)
22
4.71 (4.29)
14.9% (15%)

16
16

18
17
10

NB : PFS : Survie sans progression. OS : Survie globale.

Cohorte B
52

48
4

0
52

29
23

22 — 77 ans
52 ans
19
1
0
30
30
4
64.8 (56.2)
96.1 (70.8)
10
3.85 (4.14)
11.7% (16.5%)

33
15

21



3.2. Description et analyse de I’infiltrat macrophagique : CD68, CD163 et CD209.
Les résultats concernant le marquage des anticorps anti-CD68, CD163 et CD209 sont

détaillés dans les tableaux 3 a 6.

Tableau 3 : Description du CD68, CD163 et CD209 au sein de la cohorte

Cohorte A +B
Cohorte A
Cohorte B
Tumeurs neuro-
meéningeées
Tumeurs des tissus
mous

Primitives
Récidives
Sexe
Masculin
Féminin
Grade de ’OMS
1
2
3
Score de Demicco
Faible

Intermédiaire

Fort

Taux moyen de
CD68 (%)

10.93
16.42
1.95
10.07

12.69

9.52
17.57

10.85
11.02

5.43
13.15
21.03

13.73
14.32
8.06

Taux moyen de
CD163 (%)

15.55
21.53
6.36
13.49

20.95

15.25
18.17

13.75
18.02

8.61
17.25
23.70

21.01
21.99
16.81

Taux moyen de
CD209 (%)
(threshold

intermédiaire)

0.63
0.64
0.62
0.67

0.35

0.57
0.93

0.73
0.53

0.79
0.39
0.89

0.56
0.07
0.39

22

Pix H-score

18.98
35.46
6.37
16.96

33.45

17.43
26.13

16.79
21.07

15.23
16.93
24.15

42.46
20.09
37.63

NB : Les taux de CD68, CD163 et CD209 correspondent au pourcentage de pixels positifs,
estimé par le nombre de pixels positifs/um?2 divisé par le nombre de pixels comptabilisés/um2,

L’analyse univariée (tableau 4) retrouve de nombreuses associations statistiguement

significatives.



23
Tableau 4 Analyse univariée des facteurs clinico-pathologiques en fonction du CD68, CD163 et CD209.
Les résultats du sous-groupe des TFS primitives sont presentés lorsque les résultats sont statistiquement significatifs, a défaut de [’étre pour
[’ensemble des TFS.

Statut Taux de CD68 (%) Taux de CD163 (%) Evaluation du CD209
Taux de CD209 (%) Pix H-score
Médiane [1*Q-3°Q] p Médiane [1*Q-3°Q] p Médiane [1*Q-3°Q] p Médiane [1¢Q-3°Q]
Typede TFS  Primitive 1.92 [0.496 - 6.87] 0.029 5.91[1.11-21.9] 0.14 0.0871 [0.0197 - 0.376] 0.26 9.23[1.39-31.1]
Récidives 10.6 [2.35 - 34.0] - 12.9[3.98 - 33.2] - 0.291 [0.0324 - 1.19] - 26.0 [5.48 - 47.3]
Evenement 0.011 0.052 0.77
indésirable Absence 4.95[1.05 - 13.7] - 9.43 [1.83 - 24.5] - 0.0791 [0.0256; 0.278] - 12.1[1.48 - 36.8]
TFS primitives  Présence 1.52[0.329 - 4.45] - 3.08 [0.636 - 14.9] - 0.0779 [0.0102; 0.480] - 4.33[0.871 -11.8]
Métastase Absence 20.1[3.82 - 38.2] 0.087 12.3[4.28 - 26.1] 0.31 0.104 [0.0466 - 0.490] 0.014 13.5[6.23 - 35.0]
Présence 5.23[1.51-12.5] - 21.0[9.62 - 35.1] - 0.750 [0.264 - 2.41] - 33.6 [4.43 - 59.9]
Récidive 0.012 0.032 0.39
TFS primitives  Absence 4.4510.801 - 13.3] - 9.45[1.89 - 24.1] - 0.0950 [0.0381; 0.478] - 12.3[1.49 - 36.5]
Présence 1.51[0.283 - 4.33] - 2.89[0.625 - 14.7] - 0.0775 [0.00965; 0.378] - 4.33[0.670 - 11.8]
Nécrose Absence 2.26 [0.483 - 11.8] 0.21 4.57 [0.955 - 21.9] 0.026 0.106 [0.0228 - 0.524] 0.71 10.3[1.58 - 33.9]
Présence 4.83[1.21 - 22.3] - 15.0 [7.09 - 31.3] - 0.0631 [0.0357 - 0.540] - 9.23[1.42 - 17.5]
Grade de <0.001 <0.001 0.99
I’OMS 1 0.665 [0.131 - 3.78] - 1.68 [0.582 - 9.72] - 0.111 [0.0227 - 0.540] - 6.89[1.09 - 26.1]
2 4.62[1.46 - 2.11] - 13.3 [2.66 - 23.4] - 0.0910 [0.0140 - 0.344] - 8.06 [0.871 - 35.3]
3 17.3[4.79 - 26.8] - 23.0[11.6 - 42.0] - 0.0631 [0.0357 - 0.212] - 9.23[4.41 - 61.0]
Score de 0.67 0.48 0.16
Demicco Faible 10.5[0.731 - 11.8] - 6.66 [2.63 - 10.8] - 0.382[0.108 - 0.733] - 36.3[20.2 - 68.3]
Intermédiaire  9.38 [5.19 - 16.2] - 32.6 [18.6 - 46.9] - 0.0379 [0.0133 - 0.0953] - 18.2 [9.87 - 28.4]
Fort 4.26 [3.64 - 4.87] - 12.2 [10.8 - 13.6] - 0.386 [0.225 - 0.548] - 37.6 [27.5 - 47.7]



tableau 4, suite

Age
Mitoses
Ki67
PFS

(OF)

Coefficient de
corrélation
0.653
0.426
0.373
-0.172
-0.331

p

<0.001
<0.001
<0.001
0.11
<0.01

Coefficient de
corrélation
0.515

0.218 (0.0110 ; 0.406)

0.250
-0.128
-0.338

P

<0.001
0.039
0.027
0.23
<0.01

Coefficient de
corrélation
0.322

-0.0491 (-0.257 ; 0.163)

-0.167
-0.235
-0.152

p

<0.01
0.65
0.15

0.029
0.16

Coefficient de
corrélation
0.630
0.0530
-0.0124
-0.235
-0.287
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NB : Evenement indésirable considéré comme récidive ou métastase. Absence de significativité des taux de CD68, CD163 et CD209 concernant
la localisation (méningées ou tissus mous), le sexe et la taille tumorale.

<0.001
0.63
0.92

0.029

<0.01
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Concernant le CD68 et CD163, les taux de macrophages sont statistiguement plus éleves

dans les TFS méningées de mauvais pronostique évaluées par le grade de ’OMS, mais
cela n’est pas démontrée dans la localisation des tissus mous avec le score de Demicco (p
= 0.67 pour le CD68 et p = 0.48 pour le CD163). La survie globale est corrélée
négativement a ces taux de macrophages (p < 0.01), mais nous ne retrouvons pas
d’association statistique avec la PFS. Une corrélation positive est retrouvée avec le Ki67
et le nombre de mitoses (p < 0.01). La nécrose est aussi associée a un taux plus important
de CD163 (p = 0.026). La localisation (neuroméningée ou des tissus mous), le sexe, la
taille tumorale ne sont pas statistiquement corrélés aux taux de CD68 ou CD163.

Les prélevements de récidives ont des taux de macrophages CD68+ supérieurs aux

tumeurs primitives (p = 0.029).

On retrouve également un lien statistique entre le taux de macrophages CD68+ et la
survenue d’un événement indésirable, plus fréquent chez les patients ayant un faible taux,

dans le sous-groupe des TFS primitives (p = 0.011).

Les résultats de 1’analyse en sous-groupes en fonction du grading de I’OMS (tableau 5)
sont significatifs concernant les taux de CD163 pour les TFS de grade 3. Dans ce sous-
groupe les TFS présentant un événement indésirable ont des taux de macrophages
inférieurs a leurs homologues sans récidive locale ou métastatique (p = 0.033). Les autres

résultats montrent une tendance équivalente, mais ne sont pas statistiqguement significatifs.

Tableau 5 : Analyse univariée en sous-groupe des grades de ’OMS de la survenue des
événements indésirables selon les taux de CD68 et CD163.
NB . Pas d’analyses du sous-groupe des récidives car taux de récidive = 100%.

Taux de CD68 (%0) Taux de CD163 (%)
Evénement indésirable Meédiane [1°Q-3°Q)] p Meédiane [1°7Q-3°Q)]
Grade 1 de POMS Absence 1.89 [0.532 - 5.05] 0.07 4.28 [1.25; 11.1]
Présence 0.329 [0.0549 - 2.37] - 0.641 [0.114; 7.44]
Sous-groupe TFS Absence 1.89 [0.532; 5.05] 0.056 4.28 [1.25; 11.1]
primitives Présence 0.329 [0.0549; 1.85] - 0.613 [0.114; 7.44]
Grade 2 de POMS Absence 5.88 [3.25 - 20.3] 0.53 14.411.89; 19.7]
Présence 3.42[1.46 - 17.2] 10.8 [2.88; 23.4]
Sous-groupe TFS Absence 5.88 [3.25; 20.3] 0.13 14.4 [1.89; 19.7]
primitives Présence 1.80 [0.900; 4.37] - 4.31 [2.87; 20.0]
Grade 3 de POMS Absence 27.4[26.2 - 33.6] 0.12 49.0 [43.5; 51.4]
Présence 6.66 [2.34 - 17.3] - 14.9 [8.39; 23.0]
Sous-groupe TFS Absence 27.4 [26.2; 33.6] 0.057 49.0 [43.5; 51.4]

primitives Présence 5.41 [3.25; 10.9] - 12.7 [8.14; 17.7]

p
0.07

0.051

0.57

0.97

0.033

0.057
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La PFS semble étre corrélée au taux de CD209 : un taux élevé de CD209 (évalué par le

threshold intermédiaire ou le pix-H score) est associé a un risque de récidive plus précoce
(p = 0.029). La recherche d’une valeur pronostique des marqueurs du CD209 par
analyses de la survie sans récidive semble définir 2 groupes dont la PFS posséde une
tendance différente, mais non significative pour un taux de CD209 égal a 0.3%, ou 1.5

pour le pix H-score (p = 0.1 et 0.16) (figure 2).

Le pix-H-score est fortement corrélé au taux de macrophages (CD163: rS = 0.404, p =
<0.001, CD68: rS = 0.502, p = <0.001). Le taux « brut» de CD209 via le threshold
intermédiaire également (0.276 et 0.316 respectivement pour les M1 et M2, p = <0.01).

Nous avons observé plus de macrophages marqués par le CD163 que par le CD68 (ratio
moyen de 6.27). Les résultats de 1’analyse univarié¢e en fonction du ratio « taux de CD163
/ taux de CD68 » (tableau 6) ne retrouvent pas de lien statistique avec la survenue
d’événement indésirable, les scores histopronostiques, la survie globale ou la survie sans
récidive.

Figure 2 : courbes de survie sans récidive selon le taux de CD209 (%) (p=0.1) et la

valeur du Pix H-score (p=0.16)

Adverse event

- Taux CD209 <0.3
= Taux CD209 >0.3
=~ Pix H-score >1.5

Pix H-score <15

l' A"w .“'1-
Temps (Mois)
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Tableau 6 : Analyse univariée des facteurs clinico-pathologiques en fonction du ratio

CD163/CD68
Ratio taux de CD163 / taux de CD68
Statut Médiane [1°Q-3°Q] p
Evénement indésirable ~ Absence 2.00 [0.903 - 3.38] 0.96
Présence 2.20 [1.03 - 4.95] -
Metastase Absence 2.22 [1.23 - 3.61] 0.18
Présence 1.62 [1.05 - 2.40] -
Score de Demicco
Faible 1.03[0.787 - 1.80] 0.72
Intermédiaire 3.09 [2.65 - 3.45] -
Fort 2.93[2.84 - 3.03] -
Grade de ’OMS
1 2.70 [1.39 - 6.62] 0.33
2 1.62 [0.752 - 3.49] -
3 2.01[1.27 - 2.22] -

NB : 1] n’est pas non plus retrouvé de relation statistiquement significative entre ce ratio et

[’OS (rS=0.106, p = 0.32) ou la PFS (rS = 0.127, p = 0.23)

3.3. Checkpoint immunitaire CD47-SIRPa
Le taux d’expression moyen du CD47 de notre cohorte était évalué a 20.61%. Moins de
5% des TFS avaient une expression nulle, le reste possédant une expression variable
«entre 1 et 89% » (Tableau 7, Figure 3). L’analyse univariée du CD47 et du SIRPa est
résumée dans le tableau 8.

Figure 3 : répartition du taux de CD47 selon le nombre de cas
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Tableau 7 : Caractéristiques du CD47 et du SIRPa dans la cohorte B.
Taux moyen de SIRPa (%0)

Cohorte B
Primitives
Récidives
Sexe
Masculin
Féminin
Grade de ’OMS
1
2
3

Taux moyen de CD47 (%)

20.61
20.73
19.15

21.94
18.99

16.7
29.29
19.25

1.5136
1.61
1.67

1.03
2.15

1.64
0.86
2.96

Tableau 8 : Analyse univariée des facteurs clinicopathologiques selon les taux de CD47

et SIRPa.

Type de TFS

Evénement indésirable

Grade de POMS

Nécrose

Mitoses
Taux de CD68

Statut

Primitive

Récidive

Absence
Présence

N

Absence
Présence

Taux de CD47
Médiane [1*Q-3°Q]

14.3 [4.94 - 30.8]
10.2 [5.67 - 37.2]

16.4 [5.97 - 31.6]
14.3[6.62 - 31.4]

9.11 [2.94 - 23.8]
28.2 [10.2 - 40.6]
14.2 [7.78 - 25.7]

11.6 [3.34 - 32.2]
14.6 [10.1 - 22.7]
Coefficient de
corrélation (IC 95%)
0.331 (0.0575 ; 0.558)
0.517

p

0.019
<0.001

Taux de SIRPa.

Meédiane [1°Q-3°Q] p
0.7

0.612 [0.247 - 1.73] -

0.428 [0.327 - 0.616] -
0.7

0.726 [0.257 - 2.10] -

0.587 [0.267 - 0.791] -
0.42

0.638[0.295 - 1.73] -

0.520 [0.230 - 0.714] -

0.555 [0.334 - 3.18] -
0.75

0.587 [0.252 - 1.68] -

0.711[0.276 - 1.30] -

Coefficient de p

corrélation (IC 95%)

-0.0517 (-0.325 ; 0.230)
0.354

0.72
0.012

NB : Corrélation statistiquement significative entre le SIRPa. et le CD47 (rS = 0.346, p =

0.015).
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Les analyses univariées retrouvent un coefficient de corrélation statistiquement

significatif et positif entre le taux de CD47 et le nombre de mitoses mais pas avec la
nécrose ou le grading de I’OMS. L’expression de CD47 et de SIRPa est corrélée a celle
du CD68 (p = < 0.001 et 0.012). Aucun des autres criteres etudiés n’est statistiquement
corrélé au taux de CD47 ou au SIRPa (dont 1’age, le sexe, le Ki67, le taux de CD163, la
PFS et ’OS).

3.4 Description de 1’expression de PRAME dans les TFS
Nous n'avons pas retrouvé de marquage immunohistochimique avec [’anticorps anti-

PRAME sur I’ensemble des cas de la cohorte B, ce qui n’a pas permis de continuer
I’investigation pour la cohorte A. Concernant le statut mutationnel de ces TFS, 14

possédaient une mutation du promoteur de TERT.
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4. DISCUSSION

4.1. Le CD68 et CD163, marqueurs de I’immunité innée
Il existe 2 types de réponse immunitaire :

i. Une réponse immunitaire dite innée: immédiate, correspondant au premier
rempart de 1’organisme face au non soi, constitué essentiellement des
polynucléaires, monocytes, macrophages et mastocytes.

ii.  Une réponse immunitaire dite acquise : plus tardive, adaptée a chaque élément
pathogene. Elle permet notamment la production d’anticorps via reconnaissance
d’antigénes, ce qui entraine alors les mécanismes permettant de rejeter ou détruire
les éléments du non soi. Elle est formée des lymphocytes et plasmocytes.

L’identification des macrophages de type M1 via immunohistochimie n’est pas équivoque
dans la littérature. Certaines études ont defini le CD68 comme marqueur pan-
macrophagique, auquel il est donc nécessaire de soustraire les macrophages de type M2
pour obtenir ceux de type M1 (60,61) D’autres ont au contraire montré que le CD68 tend a

minorer le compte macrophagique (62).

Dans notre étude, tout comme dans celle de Dancsok et collaborateurs (36) s’intéressant a
la répartition de ces macrophages dans 1242 tumeurs mésenchymateuses dont 113 TFS
neuro-méningeées, la plupart des scores de CD68 étaient inférieurs au CD163 (ratio moyen
de notre cohorte : 6,27), permettant d’en conclure que le CD68 n’inclut pas 1I’ensemble
des macrophages tumoraux : nous avons appliqué le méme raisonnement, et défini le

CD68 comme marqueur des macrophages de type M1.

Nos résultats montrent que plus la TFS est agressive, selon les critéres définis par le grade
de I’OMS, plus I’infiltrat macrophagique est important (de type M1 ou M2) : les TFS de
grade 3 de ’OMS ont un taux de macrophage supérieur a celles de grade 2, lui-méme
supérieur a celles de grade 1. De plus, le nombre de macrophages CD68+ differe entre les
TFS primitives et les récidives, ces derniéres ayant un taux de CD68 plus important (p =
0.029), resultat partiellement expliqué par les proportions des sous-groupes de score de
I’OMS différents : un tiers des TFS du sous-groupe « récidives » ont un score 3 de ’OMS,

score qui ne représente que 7/66° des TFS primitives.
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Si I’on s’intéresse aux raisons d’un tel recrutement macrophagique, nos résultats

démontrent I’existence d’un rdle protecteur des macrophages : plus une TFS primitive
possede un taux élevé de macrophages de type M1 ou M2, moins elle a de chance de voir
survenir un événement indésirable, ce qui peut paraitre de prime abord, contradictoire
avec les donneées décrites précédemment. Pour expliquer ce résultat, nous avons réalisé les
analyses en sous-groupe pour chacun des grades de I’OMS, afin de limiter les potentiels
biais de sélection. Nous retrouvons des résultats significatifs avec les taux de macrophages
de type M2, plus faibles chez les patients ayant un événement indésirable dans le grade 3
de I’OMS ; les autres résultats montrant simplement une tendance similaire, avec des p
proches du risque o de 5% : a grade identique, les TFS ayant un faible taux de

macrophage de type M1 ou M2 ont plus de risque d’avoir un événement indésirable.

Nos résultats en analyse univariée ne retrouvent pas de lien entre le ratio de macrophages
M2/M1, et les facteurs pronostiques tels que la survenue d’un événement indésirable, de
métastase ou la PFS. Il est intéressant de noter que certaines études ont trouvé un lien
entre ce ratio et le pronostic de certaines tumeurs (63,64).

L’étude de Dancsok et collaborateurs retrouve également des corrélations statistiquement
significatives entre les taux des différents types de macrophages et certaines
caractéristiques clinico-pathologiques des TFS : un coefficient de corrélation négatif entre
I’age et le taux de CD68 (p = 0.021) et plus de macrophages de type M1 en cas de
nécrose. Notre étude confirme que 1’age est bien corrélé, mais de fagon positive avec le
taux de CD68 et de CD163 (p < 0.001). Quant a la nécrose, nous retrouvons une
association uniquement avec le taux de CD163 (macrophages de type M2). Nos résultats
montrent également un coefficient de corrélation positif entre le compte mitotique et les
taux de CD68 (p = <0.001) et de CD163 (p = 0.039). Pour rappel, il s’agit des critéres
entrant dans le grade de ’OMS.

La survie sans récidive semble dans la littérature également impactée par le taux de
CD163 avec un Hazard-Ratio de 3.61 (p=0.015). Notre étude n’a pas retrouvé de lien
entre la PFS et les taux de macrophages, mais nous démontrons un lien avec la survie
globale, caractérisée par un coefficient de corrélation négatif et un p < 0.01, resultat a
interpréter avec prudence car nous n’avons pas recensé de décés dans la cohorte A, et le
design de notre étude ne permet pas une évaluation optimale des relations temporelles, a

cause des durées de suivi différentes.
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Finalement, les résultats concernant les macrophages CD163+ semblent comparables a

ceux CD68+ : nous n’avons pas réussi a mettre en évidence 1’influence de ce marqueur de
la polarisation sur 1’évolution des TFS, bien qu’il semble jouer un réle pro-tumoral
comme le laisse suggeérer le CD209, fortement corrélé au CD163, décrit précédemment

comme étant de mauvais pronostic.

Il serait intéressant d’évaluer ces données en ajustant, notamment sur les marges positives,
(critére dont 1’évaluation dans les localisations neuroméningées est complexe), mais aussi
de réaliser des analyses en sous-groupes avec un plus grand échantillon pour confirmer le

réle protecteur des macrophages.

En réesumé : les TFS neuroméningées de mauvais pronostic par leurs
caractéristiques clinico-pathologiques recrutent de facon plus importante les
macrophages de type M1 et M2, ayant pour but de limiter le risque d’événement
indésirable : au sein d’un méme groupe pronostique, plus une TFS posséde de
macrophages, moins elle est a risque d’événement indésirable. Il n’y a pas de
différence pronostique entre Dinfiltrat de type M1 et celui de type M2

concernant les critéres analysés.

4.2. Le CD209, un marqueur pronostique.
Un essai thérapeutique de phase 2, multicentrique s’intéressant a [’utilisation du

pazopanib pour les TFS métastatiques ou non résécables (53) a réalisé, en supposant que
le systétme immunitaire puisse avoir un role sur ’activité du pazopanib, une étude de
séquencage haut débit de I’environnement immunitaire par HTG EdgeSeq immuno-
oncology Panel, technique basée ne nécessitant pas d’extraction des acides nucléiques, et
a mesuré 1’expression de 1392 genes impliqués dans la réponse immunitaire, exprimés par
la tumeur et par le microenvironnement sur lames paraffinées (65-67). En analyses uni et
multivariés, la survie sans récidive a été corrélée négativement avec 1’expression du
CD209, marqueur transmembranaire appartenant a la famille des lectines de type C,
récepteur impliqué dans la reconnaissance de certains oligosaccharides, principalement
exprimé par les cellules présentatrices d’antigénes (cellules dendritiques/macrophages)
(68), et exprimé par certains macrophages (de type M2) du micro-environnement tumoral

(35). Cette association est également retrouvée dans le cancer du sein (69). Son étude
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immunohistochimique a fait 1’objet d’études intéressant principalement le cancer

pulmonaire non a petites cellules, mais aussi le myxofibrosarcome afin d’en distinguer les
formes agressives des formes de bas grade (55,56,70). Aucune n’a, a ce jour, évalué son

expression en immunohistochimie dans les TFS.

Nos résultats concernant 1’expression du CD209 en immunohistochimie, corroborent les
résultats de biologie moléculaire de 1’étude sus-citée de Martin-Broto et collaborateurs
(53). La surexpression du CD209, caractérisée par le threshold intermédiaire, parait étre
prédictive d’un risque précoce d’événement indésirable caractérisé par un coefficient de
corrélation négatif entre les taux de CD209 et la survie sans récidive (PFS) (p = 0.029). Il
n’a pas été possible de réaliser de courbe de survie sans récidive statistiquement
significative, dans notre recherche d’une valeur seuil permettant de définir des groupes
pronostiques, selon le taux de CD209 ou selon le pix H-score. Les valeurs proposées de
0.3% pour le taux de CD209 (p = 0.1) et le pix H-score de 1.5 (p = 0.16) devraient étre
vérifiées voir ajustés par une plus grande cohorte. De plus, 1I’expression de CD209 nous
parait étre liée au risque de maladie métastatique indépendamment de la notion de temps
(p =0.014).

Certains résultats sont proches du risque o de 0.05%, et malgré 1’absence de
significativité, il parait pertinent de s’y intéresser car ils ne sont pas concordant avec les
données significatives décrites précédemment. Ils concernent le pix H-score, et suggeérent
que les niveaux d’expression importants de CD209 pourraient étre « protecteurs » du
risque d’événement indésirable, et sont plus importants dans les prélevements de
récidives. La forte corrélation de ce score et les taux de CD68 et CD163 laisse supposer de
I’expression du CD209 par I’ensemble des macrophages, caractérisée par le marquage

immunohistochimique « faible » qui a été pris en compte dans le calcul du pix H-score.

En résumé : dans notre étude, la surexpression du CD209 en immunohistochimie,
marqueur des macrophages de type M2, CD163+, est corrélée negativement a la
survie sans récidive, et prédictif de I’évolution metastatique. Les données du pix
H-score semblent montrer ’existence d’un marquage basal, faible, par I’ensemble

des macrophages.
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4.3. Checkpoint de I’'immunité inné : le CD47 et SIRPa
Les outils thérapeutiques ciblant les checkpoints immunitaires permettent de restaurer la

réponse immunitaire préalablement contournée par les cellules tumorales (71), et les
sarcomes sont les premiers cancers pour lesquels ce type d’immunothérapie s’est avérée
efficace (72).

Les principaux inhibiteurs du checkpoint immunitaire adaptatif sont I’ipilimumab (anti-
CTLA4 des cellules T) et I’axe PD1/PDL1 (pembrolizumab, nivolumab, atezolumab),
utilisés pour certaines néoplasies, avec amélioration de la survie des patients (73-81).
Certaines pathologies ne répondent que peu, ou pas a ces traitements. Il est alors
intéressant de combiner les inhibiteurs des checkpoints immunitaires pour en potentialiser
les effets, comme le Magrolimab (Hu5F9-G4), le TTI-621, I’evorpacept (ALX148) ou
encore le RRx-001 (82), des nouvelles molécules en phases pré-cliniques ciblant la liaison
CDA47- SIRPa, un signal surnommé « don’t eat me », ayant un role dans la modulation de

la phagocytose (21).

Dans notre étude, 1’expression du CD47 était variable avec une moyenne d’expression de
21%. Moins de 5% des TFS de notre cohorte avaient une expression nulle, le reste
possedant une expression variable «entre 1 et 89% ». Nous n’avons pas retrouvé la
distribution franche telle que décrite dans I’article de Dancsok et collaborateurs, pour qui
40% des TFS expriment le CD47 « a plus de 90% », 20% « entre 1 et 89% », et le reste
ayant une expression nulle. Bien que la figure 3 ne tend pas vers une telle répartition, nous
pouvons expliquer partiellement cette différence par notre quantification grace au logiciel
QuPath : 1'ceil humain étant plus sensible aux colorations immunohistochimiques de plus
forte intensité, I'estimation visuelle du pathologiste surestime les zones positives et prend
en considération, de facon inhérente, une composante de l'intensité de la coloration
(83,84).

Dans notre cohorte les cellules tumorales mitotiquement actives expriment d’avantage le
CDA47. Concernant le SIRPa, nous n’avons pas mis en évidence de lien statistique avec les
caractéristiques clinico-pathologiques, a I’exception du taux de CD68 corrélé
positivement a celui de SIRPa (rS = 0.354, p = 0.012). Les macrophages recrutés, de type
M1, expriment de facon plus importante cette protéine.
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Dancsok et collaborateurs retrouvent peu d’associations statistiquement significatives

avec les principaux criteres clinico-pathologiques : uniquement une corrélation négative
entre le CD47 et les marqueurs CD163 et CD68 (p = 0.0045 et p < .0001, respectivement).
Nous n’avons pas réussi a mettre en évidence ce résultat statistique, mais nos données
suggerent plutdt une corrélation positive avec le CD68, grace a un p proche du risque a de
5% (p = 0.073).

En résumé : les TFS mitotiquement actives expriment davantage de CDA47, et
Pinfiltrat inflammatoire recruté de type M1, exprime le SIRPa, ce qui permettrait
une régulation du systtme immunitaire inné par les TFS agressives via I’axe

CDA47-SIRPo.

4.4. L’expression de PRAME dans les TFS
Une des raisons expliquant I’échec du systéme immunitaire face aux cellules tumorales,

est la répression de la réponse cytotoxique des cellules T soit par les cellules
présentatrices d’antigénes (CPA), soit par les cellules tumorales elles-mémes.

En ce sens, I'immunothérapie est une thérapeutique « non spécifique » au traitement des
tumeurs.

Elle est idéalement réalisée par modification ex-vivo des cellules T du patient pour
exprimer des récepteurs antigéniques chimériques dirigés spécifiquement contre les
antigénes de surface de la tumeur (85), comme c’est le cas dans le mélanome, avec
I’utilisation des immunothérapies basées sur les cellules T spécialement dirigées contre
PRAME (86).

Une étude récente (17) retrouve une surexpression de la protéine PRAME chez les
patients présentant des TFS présentant une mutation du promoteur de TERT ; mutation

potentiellement associée a un mauvais pronostic (87—89).

PRAME est une protéine decrite pour la premiére fois en 1997 comme antigéne du
mélanome dont D’expression confere a la tumeur un avantage sélectif face aux
lymphocytes T cytotoxiques (18), et identifiée comme un répresseur de la voie de
signalisation de 1’acide rétinoique, et donc inhibant la différenciation, I’arrét de la

prolifération et 1’apoptose cellulaire (19).
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Son expression pourrait étre également associée a une résistance contre certaines

chimiothérapies, et notamment la trétinoine (acide tout-trans rétinoique, ATRA) dans la

leucémie aigue promyélocytaire en pédiatrie (90)

Dans I’étude de Wang et collaborateurs, 1’expression immunohistochimique de PRAME a
été retrouvée dans 92% de la cohorte étudiée, soit 165/180 TFS et corrélée selon le
marquage cytoplasmique : marquage negatif (0), cytoplasmique faible (1+),
cytoplasmique modéré (2+) et cytoplasmique fort (3+).

In fine, il n’a pas pu étre démontré de corrélation entre I’intensité du signal IHC de
PRAME et la présence de la mutation de TERT, et son expression ne semble pas étre
associee a la plupart des données clinico-pathologiques.

Dans notre étude, nous disposions de 52 TFS pour lesquelles le statut mutationnel du
promoteur de TERT était disponible : il s’agissait des TFS issues de la cohorte B, et 14
d’entre elles possédaient d’une mutation du promoteur de TERT (46 TFS TERT mutées
dans I’é¢tude de Wang). Aucune de ces 52 tumeurs n’exprimait, en immunohistochimie,
PRAME, tant au niveau nucléaire (marquage typique décrit dans les tumeurs exprimant

cette protéine) (59), que cytoplasmique.

Une des raisons expliquant cette différence, concerne ’anticorps utilis¢ : PRAME (H-10)
Abcam, ab 219650, monoclonal [EPR 20330], pour notre étude et sc-137188 de chez
Santacruz pour I’étude de Wang et collaborateurs. Le marquage de plus n’étant pas
retrouvé a 100% dans 1’étude suscitée, cette différence peut s’expliquer également par le

mangue de puissance secondaire a notre cohorte plus petite.

En résumé : dans notre étude, PRAME n’est pas exprimé par les TFS.

4.5. Limites de I’étude
Par souci d’objectivité quant a la méthode de quantification des techniques
immunohistochimiques, nous avons utilisé le logiciel open-source QuPath (54) mais cette
méthode reste peu utilisée en pratiqgue courante. La quantification elle-méme est
discutable : pour certains critéres, un seuil « threshold » simple a été utilisé, distinguant la
classification d’un pixel comme « positif » ou « négatif ». Ce seuil peut étre controversg,
bien que défini apres multiples essais, par des pathologistes experts, mais 1’utilisation de

ce méme seuil sur I’ensemble de la cohorte limite les biais de classement potentiels.
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Peu d’études se sont intéressées a 1’évaluation du CD209 en immunohistochimie.

Différentes méthodes ont donc été mise en place pour mesurer ce marqueur, et nous avons
été confrontés a des résultats différents entre ceux dépendants du seuil intermédiaire
retenu, et ceux secondaires au calcul du pix H-score. Ce score a été utilisé afin de limiter
les biais de classement liés a la subjectivité concernant 1’évaluation d’une aire positive en
immunohistochimie par le pathologiste a 1’ceil nu, comparable a 1’utilisation du seuil
intermédiaire (83,84). Pondéré, ce score a mis en evidence une expression faible du
marqueur d’intérét, que le seuil n’a pas pris en compte. Ce qui a permis de supposer
I’existence d’une expression faible du CD209 par les macrophages, a différencier de sa

surexpression qui est un facteur pronostique selon nos analyses statistiques.

Enfin, les analyses multivariées n’ont pas pu étre réalisées par manque d’informations sur
certaines données comme la chimiothérapie ou les marges positives, empéchant
’ajustement sur ces facteurs, secondaire a 1’absence de standardisation initiale, liée au
caractere rétrospectif de 1I’étude. Les analyses en sous-groupe en univariées ont pour

objectif d’ajuster sur certains critéres mais restent insuffisantes.
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Notre étude a permis de mettre en évidence un lien entre 1’évolution des TFS, et le

micro-environnement immunitaire.

Les macrophages de type M1 et M2 sont recrutés de fagon plus importante dans les
TFS ayant des criteres histologiques de mauvais pronostic. Leur rdle pourrait étre
protecteur, afin de limiter le risque d’événement indésirable : au sein d’un méme
groupe pronostique, plus une TFS posséde un infiltrat macrophagique dense, moins

elle est a risque d’événement indésirable.

Nous n’avons cependant pas réussi a mettre en évidence une différence pronostique,
entre les macrophages de type M1 et ceux de type M2. Indirectement, nous avons
constaté I’effet délétére des macrophages de type M2 car une expression augmentée de
CD209 était un facteur péjoratif pour la survie sans récidive, et était corrélée a la

survenue de meétastases.

Nous avons également décrit le checkpoint immunitaire CD47-SIRPa. Les TFS
mitotiqguement actives tentent d’échapper a la régulation de I’immunité innée de type
M1, via le « don’t eat me signal » : elles expriment d’avantage le CD47, et I’infiltrat

inflammatoire recruté exprime lui aussi plus fréquemment le SIRPa.

Le marqueur PRAME, quant & lui, annoncé comme de mauvais pronostique dans une

étude précédente, n’a pas été identifi¢ au sein de notre cohorte.

A travers cette étude, nous avons alors prouvé le lien entre I’immunité innée et le
pronostic des tumeurs fibreuses solitaires suggérant de possibles débouchés

thérapeutiques.



6. ANNEXES

Annexe 1 : WHO Classification of soft tissue tumors (1).
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Type histologique

Bénin

Intermédiaire
(agressivité locale)

Intermédiaire
(métastasant)

Malin

Adipocytaire

Lipome et ses variantes
(lipoblastome, hibernome,
lipomatose)

Tumeur lipomateuse
atypique

Liposarcome

Fibroblastique /
myofibroblastique

Fasciite nodulaire, fasciite
proliférative, myosite
proliférative, elastofibrome,
fibroblastome et variantes,
fibrome et variantes,
fibromyxome

Fibromatosis colli, myofibrome,
angiofibrome a cellules géantes

Fibromatose de type
desmoide, Tumeur
fibreuse solitaire,
fibromatose
palmoplantaire,
lipofibromatose

Tumeur fibreuse solitaire
/ hémangiopéricytome,
tumeur inflammatoire
myofibroblastique,
dermatifiobrosarcome
protuberans NOS,
sarcome
myofibroblastique,

Fibrosarcome, tumeur fibreuse solitaire
maligne, myxofibrosarcome, sarcome
fibromyxoide

Fibro-
histiocytaire

Histiocytome fibreux bénin,
tumeur a cellules géantes type
diffus, tumeur ténosynoviale a
cellules géantes

Tumeur a cellules géantes
des tissus mous ; tumeur
fibrohistiocytaire
plexiforme

Tumeur ténosynoviale a cellules géantes
maligne

Musculaire strié

Rhabdomyome

rhabdomyosarcome, ectomésenchymome

Musculaire lisse

Léiomyome, angioléiomyome

leiomyosarcome

Vasculaire Hémangiome, lymphangiome Hémangioendothéliome | Sarcome de Kaposi, Angiosarcome, hémangioendothéliome
kaposiforme (hem)angioendothéliome | épithélioide NOS
Peéricytaire Tumeur glomique, Tumeur glomique maligne

myopéricytome, angioléiomyome
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Chondro-osseux

Chondrome des tissus mous

Chondrosarcome mésenchymateux,
ostéosarcome extrasquelettique

Gastrointestinal
stromal tumour

Tumeurs des
gaines nerveuses
périphériques

Schwannome, neufofibrome,
tumeur a cellules granuleuses,
myxome des gaines nerveuses,
neurome solitaire circonscrit,
méningiome, tumeur hybride des
gaines nerveuses

Tumeur des gaines des neurfs
pépiphériques maligne, tumeur a cellule
granuleuse maligne, périneuriome malin

De différenciation
incertaine

Myxome, tumeur périvasculaire
épithélioide, angiomyolipome

Tumeur
fibrolipomateuse
haemosidérotic,
angiomyolipome
epithélioide

Tumeur fibromyxoide
ossifiante, fibroxanthome
atypique, tumeur mixte,
myoepithéliome

Sarcome synovial, sarcome alvéolaire des
tissus mous, tumeur neuroectodermique
primitive, sarcome d’Ewing, tumeur
mésenchymateuse phosphaturique,
sarcome épithélioide, sarcome a cellules
claires, chondrosarcome myxoide
extrasquelettique, sarcome
desmoplastique a cellules rondes, tumeur
rhabdoide, tumeur périvasculaire
épithélioide, sarcome intimal, tumeur
fibroyxoide ossifiante, carcinome
myoepithélial, sarcome indifférencié,
sarcome & cellules fusiformes, sarcome
pléomorphe, sarcome a cellules rondes
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Annexe 2 : Histologie des TFS.

A : Forme cellulaire, a grossissement intermédiaire : nappes de cellules cohésives, avec

densitée cellulaire importante, et vascularisation hémangiopéricytaire

B : forme fibreuse, prolifération de cellules tumorales sans pattern architectural spécifique, au

sein d’un stroma abondant collagénique.
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Annexe 3 : Variantes morphologiques des TFS.
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Annexe 4 : Systéme d’évaluation du risque de Demicco des TFS selon ’OMS des tissus mous

1)

Facteur de risque Cut-off Points assignés
Modéle & 3 variables | Modéle a 4 variables
Age du patient (années) <55 0 0
S50u+ 1 1
Mitoses/mm?2 (mitoses pour 10 | 0 (0) 0 0
champs a fort grossissement) | 0.5-1.5 (1-3) 1 1
2 ou plus (4 ou plus) 2 2
Taille de la tumeur (cm) 0-4.9 0 0
5-9.9 1 1
10-14.9 2 2
15 ou plus 3 3
Nécrose tumorale <10% n/a 0
10% ou plus n/a 1
Risque Faible 0-2 points 0-3 points
Intermédiaire 3-4 points 4-5 points
Fort 5-6 points 6-7 points

n/a : non applicable
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Annexe 5 : Grading de ’OMS des TFS neuro-méningées (8).

Grade 1 : < 2.5 mitoses / mm?2 (< 5 mitoses/10 HPFs)
Grade 2 : > 2.5 mitoses / mm? (> 5 mitoses /10 HPFs) sans nécrose

Grade 3 : > 2.5 mitoses / mm? (> 5 mitoses /10 HPFs) avec nécrose



Annexe 6 : La famille des SIRP chez I’espéce humaine.

45

CD47 Ligand unknown CD47 Ligand unknown
Ko =1-2 pmol L2 Ky =23 pmol L*
Q " Q SIRPS
@ @ b O
SIRPx. SIRP1 SIRPY SIRP[32
DAP12 DAP12
ITIM . '
ITAM ITAM
Tissue distribution Tissue distribution
Myeloid cells unknown T cells unknown Soluble

(21)




Annexe 7 : Schéma résumé de 1’état de polarisation du macrophage selon les stimuli. (35)

ses e, | Atypical
: Mycobacterial = .
: infection, 133  L--3 Yml, CD163, IL-12,IL-6
TNE-a, NOS2, IL-10
CCLI8, CD206, MGL-1
Ml

M2a
alternative
M(IL-4)
Arginase-1, Yml, FIZZ1, CD163
CD206, MHC-II, TGM2
IL-10, TGF-, IL-1ra
N
]
S
Fungal and helminth o
L . 1 ’
: A type2
e Ll M(Io)
l’/ & =
,/
»~° CD86,MHCI
,,’ IL-1,IL-6, IL-10, TNF-a
/’ A
,/ I
’ 1
SECC R P A
7 . .
L7 : Immune complexes and LPS
7z
% W D - e

I Tissue resident M2
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: Tissue environment ~ :
: 1L-4,1L-13,1L-10
Arginase-1, CD163, CD206 i Clq, C3b,

IL-10, MGL-1, CD209 <o normial s 7)
neuropeptides, growth factors, S,
catecholamines e

CD163, CD68, CD206, VEGF-A
IL-10, dectin-1, NOS2, MGL-1

. VEGE-AIL-10,IL-12
*\_ TNF-a, TGF-$

deactivated
M(IL-10), M(GC)
M(GC + TGE-p) RS 5
L 4 ~ : IL-6, adenosine
CD163, CD206, IL-10 :
TGE-f3, MERTK, ECM M
~

N
\



Annexe 8 : Lettre envoyée aux patients inclus par hospitalisation au sein de I’ AP-HM.

HOPITAL DE LA TIMONE

H opitaux a p SERVICE ANATOMIE & CYTOLOGIE PATHOLOGIQUES,
NEUROPATHOLOGIE

de Marseille hm TEI: 04 3 &2 3010 - Foor s 04 5138 44T
pile - RIOLOGIE-PATHOLOGIE - UF 0700

Pr Laurent DAMIEL
DU-DH - Chief de service
RPPS 10D03FTTE0E

Pr Dominigue FICARELLA-BRANCER
PU-PH - adpointe, Chef de service
RPPS 10003357845]

dominigue-figarella-branger@ap-hmfr

Professeur Hubert LEPIDI
FU-PH- RPPS 003368454
hubert lepidasp-hm.fr

Dooteur Corinne BOUVIER
A CL-PH — RFES 10005574377

corinne. bowier e hm fr

Drocteur André MALES DE PAULA
BMOU-PH - REPS WROOZTIER

hadame, Monsieur,

Lors de votre intervention chirurgicale, une partie des prélévements
qui a éta enlevée et inclus en paraffine a eté conzervéa.
Docteur Hicolas MACAONG

MCU-PH - RS 10WO0EZE2E
nicolesmscaonofan-hmfr

Nous vous ecrivons pour vous informer da notre volonté d utiliser ce
materiel 3 dez fins de rechercha.

Dooteur Jean ELGAARMDE
FH - RRPS 10003506426

pman.clel-grandefap-hm fr

Docteur Wissim ESSAMET
PH - RPPS10M000TI0E

Docteur Julla TORRENTS

En cas d’opposition, merci da nous réadresser le formulaire ci-joint &
I'adresze suivante :
SERVICE D'ANATOMIE PATHOLOGIQUE ET DE NEUROPATHOLOGIE -
CHLU — TIMONE 244 rue Saint Plerre — 133585 MARSEILLE Cedex 05

FH - O PS 1TWHI2ETOES

e

En vous remerciznt de votra participation.
Docteur Anne LARROUE/ELANC
PH-MT - APAS 003355

mnne lsroguessp-hmfr B X
Eien cordialement.

Dooteur Radla FRITIH
FHC - RPPS 102086057

madia fritéh @ep-hm.fr

Dooteur Aurélle HAFFHER
PHC - RPPS 1OV TI24T4T

. e ——
Dooteur Bomaln APPAY
AHU - APPS OOR00ESE]
[mmainacomyitag-hm

Docteur Anals BACHOMOY
AS - APPS WNOEE53ES
anaizbachongwiap-hmfr

HOPITAUX
UNIVERSITAIRES
DE MARSEILLE
TIMOME

frap-hm.fr

0 @ O o ;‘RIEHIZ:H‘E SOIN | INNOVER | TRANSMETTRE



Annexe 9 : Lettre adressée aux patients inclus via le réseau RREPS.

Madame, Monsieur,

Vous-méme ou votre enfant avez fait I'objet d'un prélevement
tissulaire examiné par un pathologiste (médecin spécialiste de
l'analyse des tissus et de leurs maladies).

En raison sa particularité, ce prélevement a été adressé au
Réseau de Référence en Pathologie des Sarcomes des tissus
mous et des Visceres (RRePS), réseau national mis en place par
I'Institut National du Cancer (INCa), afin d’étre examiné par
un second pathologiste pour préciser au mieux votre
diagnostic.

% Dans ce cadre, votre observation anonymisée a été
enregistrée  dans le  réseau  national  RRePS
https://rreps.sarcomabcb.org, en accord avec la
reglementation de la Commission Nationale Informatique
et Libertés (CNIL) et le Réglement Général de Protection
des Données (RGFD).

% Un fragment du prélévement peut étre conservé dans les
archives du réseau national RRePS: cela permet de
garantir au mieux son accessibilité¢ future si des analyses
supplémentaires étaient nécessaires (pour prendre de
nouvelles décisions de traitement), de surveillance ou a
des fins pédagogiques ou de recherche académique.

% En tant que patient, vous avez droit de regard sur les
informations vous concernant et vous pouvez vous
opposer a tout moment a I'enregistrement dans la base et
stockage du prélevement en contactant l'un des
pathologistes des centres référents nationaux :

Institut Bergonié Bordeaux - Dr LE LOARER 05 56 33 78 50
Centre Léon Bérard Lyon - Dr KARANIAN 04 26 55 67 55
Institut Gustave Roussy Paris - Dr TERRIER 01 42 11 45 24

= Votre pathologie ou celle de votre enfant appartient a un
groupe de lésions hétérogenes, de gravité tres variable et il
est parfois important d’obtenir une information claire sur
cette maladie : une association de patients partenaire de
notre réseau et de I'INCa peut vous fournir des
informations et vous  apporter  un soutien
www.infosarcomes.org/

Info
Sarcomes

Ensembie contre les Sercomes
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Annexe 10 : Liste des anticorps utilises.

49

Anticorps Clone Dilution
CD68 Dako, clone KP1 1/500
CD163 Leica, Clone 10D6, NCL-L-CD163 1/250
CD209 DC-SIGN, Thermofisher, PA5 7868 Polyclonal | 1/500
CD47 LSBio, L9 B10546, polyclonal 1/200
SIRPaq Santacruz, SIRP-a/B (A-1) : sc-1780 1/50
PRAME Abcam, ab 219650, EPR 20330 1/1000




Annexe 11 : Les différents marquages immunohistochimiques du CD209.
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Annexe 12 : Exemple d’acquisition de la densité de pixels positifs via QuPath.

1 : sélection de la zone d’intérét (ici I’échantillon G5 de la TMA 39)

@ QuPath - MC TMA 39 CD68 - 2021-01-16 13.09.54ndpi - o x

Classify  Extensions  Heip
+B)(&)| % = [E 0 B MEE = (o (4

File EGt Tools View Objects TMA Measure Automate

8 [+ o]o]lza|v/[e@]A[&] [s] e

= | Ties & superpixels
| Project | Image | Annotations | Herarchy | Work = 1 . |
— — 1 tection » 9 os
= = = = _— | ;
L T | Cakulate features :‘g’z 5 -3‘ il
imas s | Spatial analysis . L o
~ Projet QuPathiproject approj (243) B ]lnlﬂxlmmageabgnwm i S NN
Mo A 38 coss - 20210118 13¢ ‘ ’ e 7l
= ple tissue detection (deprecated) Y / /
R A 20 1602 2021- 011848 Cell + membrane detection (deprecated) /
D A /
28 [MC T 40 CDB8 - 2021.01-18 12€ N oL '3 /
gL Iucvmwmms REFAIRE IHC /
S =
Eylmvmwm-mwv-wm s & .
‘@i’.ﬁ MC TMA 49 CD163 - 2021-01-18 12 \\
ks | o A 40 PrAvE - 2021 0118 1 \
== \,
B weasecoss-mron1 12 N
0
e
?I MC TMA 54 CD163 - MANQUE 1 LIK \\\\

2 : lancement du programme de 1’évaluation des pixels selon les paramétres énonces

@ QuPath - MC TMA
File Edit Tools View Objects TMA Measure Automate Analyze Classify Extensions  Help

30 CD68 - 2021-01-18 13.09.54.ndpi

(&) (B3 2 =

5

I3 Q

1 m)ea'{mgeﬁ Annotations | Hierarchy ]wmc -

1
BB 3 Detecr posiive staining (TMA, HO) o
ML |
Downsample factor 0 1
Gaussian sigma 1 wm
Hematoxylin threshold (Negative) 0,1 0D units
DAB threshold (Positive) 0,012 0D units

/| Add summary measurements to parent

/| Clear existing parent measurements

! Add parameters to measurement names.
Use legacy measurements (v0.12)

Run

MC TMA 48 CD163 - 2021-01-18 12

& ‘MCTMA 49 PRAME - 2021-01-18 1:

s;' MC TMA 54 CD68 - 2021.01-18 12.%

S

3 : les pixels positifs sont mis en évidence et les données sont accessibles

@ QuPath - MC CD6B - 2021-01-18 13.0954ndpi
file Edt Tools View Objects TMA Measure Automate Anahze Classify Extensions Help @ OuPoth - MC TMA 36 CD6B - 2021-01-18 1309540
B +ololzievielalsl (s] (@) > (o) BEEE=E-—o R O v i s o ot oo ot i 0
ect| image | Annotatons | Hierarchy | Woriow = M (& ollollzla vle|All&] [s] (@] om [&
v 65 2 objects) ~ | Project| kmage | Annotations | Hierarchy =
@ Detection (Geometry) (Pixe! count negative ¥ 65 Robjects) : '
. cicn (Geomety) Pl count poste 1 Detection Geometry) (Pixel count negative:
H-S | @ Detection (Geometry) (Phxel count positive)
» O -5 @ objects) d Le]
» (15 (2 objects) > Qs @obects
s » O +5 (2 objects)
» O L5 @ objects) e
» O M5 2 objects) » O 15 2 obyects)
» O A4 2 0bjects) \ » O M5 2 objects)
& 5| » O A4 2 otyects) -
 image | G-3 2 abjecs) | Deecton (Geomety) (P count peste] I
imoge | G-5 Rotiecn)
Image. - MC TMA :q*c-osman 2 . Mojee -
| mage MC TMA 39 CD68 - 202.
Name G-S - Pixel count positive 1= =
Class Pixel count positive Mssing ey
TMA core G5 Centroid X ym 6748611
Parent G5 Centroid ¥ pm 21995182
ROl Geometry Positive % of stained pi.. 11,2838
Centroid X pm 67084279 Positive pixel area pm*2 339819726
Centrokd ¥ pm 27640261 Negative pirel area ym*2 2671743906
Stained ares ym*2 33981.9727 Stained area (Postive + .. 301156,3632
Mean DAB OD 02629 5 Total ROl area pm*2 4071504026 2
<t 5
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