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Liste des principales abréviations

- AACR : Amercian Association of Cancer Research

- aCGH : puces d’hybridation génomique comparative
- DDLPS : Liposarcome dédifférencié

- GIST : Tumeurs stromales gastro-intestinales

- HHVS : Human Herpes Virus 8

- [HC : immunohistochimie

- LMS : Léiomyosarcomes

- LPS : Liposarcomes

- MOSCATO : Molecular Screening for Cancer Treatment Optimization
- NGS : Séquengage nouvelle génération

- PDGFRA : Platelet-Derived Growth Factor Receptor Alpha
- PES : Progression-free survival

- PI3K : phosphoinositide 3-kinase

- PNET : tumeurs neuro-ectodermiques primitives

- ProfiLER : Profilage Lyric Et Région

- RMS : rhabdomyosarcomes

- RTK : récepteurs aux tyrosines kinases

- RCP : réunion de concertation pluridisciplinaire

- SSM : survie sans maladie

- STM : sarcomes des tissus mous

- TCGA : The Cancer Genome Atlas

- TKI : inihibiteurs de tyrosines kinases

- UPS : sarcomes indifférenciés pléomorphes

- VIH : Virus de I’'immunodéficience humaine
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Introduction

Les sarcomes sont des tumeurs rares et hétérogeénes, aussi bien en termes de sous-types
histologiques que de présentations cliniques. Elles représentent 1% des tumeurs de I’adulte,
avec une incidence de 5 cas pour 100.000 habitants par an et contiennent plus de 120 sous-types
histologiques reconnus. Leur pronostic est réservé avec un taux de récidive de I’ordre de 40%
a 5 ans au stade localisé et une survie globale médiane de 1’ordre de 18 a 20 mois au stade

métastatique.

Au niveau cellulaire, la cellule d’origine de ces tumeurs est une cellule mésenchymateuse, celle-
ci pouvant provenir des nombreux types de tissus de soutien de 1’organisme. Cette spécificité

en explique la diversité et ’hétérogénéité clinique et moléculaire.

Sur le plan clinique, on classifie les sarcomes selon deux grandes entités : les sarcomes des
tissus mous (STM) et les sarcomes osseux. Les sarcomes osseux comprennent des sous-types
différents, avec notamment les sarcomes d’Ewing et autres tumeurs primitives neuro-
ectodermiques (PNET) d’une part, et de 1’autre les ostéosarcomes et les chondrosarcomes. Les
STM représentent la majeure partie des sarcomes et comprennent un groupe extrémement varié
de tumeurs. Dans la prise en charge oncologique clinique, on différencie les sarcomes des
extrémités, les sarcomes rétropéritonéaux et les autres localisations (viscérales, tronc, sphere
ORL particulierement). Les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) sont le sous-type de
STM le plus fréquent. C’est le premier exemple de tumeur solide dans lequel le concept de
médecine de précision a pu étre appliqué. A ce titre, I’imatinib, inhibiteur de KIT et PDGFRa,

permet d’obtenir des taux de réponse de I’ordre de 60% dans les GIST.

Sur le plan moléculaire, on oppose classiquement les sarcomes dit a génomique simple et les
sarcomes a génomique complexe. Les sarcomes a génomique simple représentent environ 40%
des sarcomes, et sont caractérisés par des anomalies moléculaires oncogéniques clonales
(mutations, translocations, amplifications par exemple). Les sarcomes a génomique complexe,
soit 60% des sarcomes, présentent de multiples anomalies chromosomiques, le plus souvent des

anomalies de nombres de génes ou de segments chromosomiques.

Pour certains sous-types histologiques, les progreés de la biologie moléculaire ont permis des
traitements ciblés spécifiques. Cependant, le traitement des STM repose toujours
essentiellement sur de la chimiothérapie a base d’anthracyclines (adriamycine essentiellement),

depuis plus de 40 ans, qui peut étre associée a d’autres chimiothérapies alkylantes, avec des



taux de réponses de I’ordre de 15 a 25%. Les traitements des lignes ultérieures reposent sur des
inhibiteurs de tyrosines kinases (TKI) avec une activité anti-angiogénique, tels que le
pazopanib, ou sur d’autres molécules de chimiothérapies, comme la trabectedine, la

gemcitabine, le déticéne ou I’eribuline.

Ces traitements systémiques sont associ€s aux traitements locaux par radiothérapie et chirurgie,
en fonction du stade de la maladie. Les traitements locaux ont une place prépondérante dans la

prise en charge des sarcomes, du fait de la faible efficacité des traitements systémiques.

Plusieurs facteurs pronostics cliniques et paracliniques sont reconnus et utilisés dans le suivi et
la prise en charge de ces tumeurs : la taille tumorale, la localisation du primitif (rétropéritonéale,
extrémités etc.), I’histologie, le grade histologique, la présence de métastases, leurs tailles et
leurs localisations. Plusieurs facteurs de prise en charge ont également un impact pronostic : la

prise en charge dans un centre de référence et la qualité de la chirurgie essentiellement.
L’objet de ce travail est la description de la biologie moléculaire des sarcomes.

Les objectifs secondaires exploratoires sont la recherche de facteurs pronostics moléculaires
dans les sarcomes et la recherche d’anomalies moléculaires prédictives de réponses aux

traitements par adriamycine.
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Les sarcomes

1. Epidémiologie

Les sarcomes sont des tumeurs rares, représentant 1% des tumeurs de 1’adulte et 21% des
tumeurs de I’enfant. L’incidence des sarcomes est aux alentours de 5,6 cas incidents pour
100.000 habitants par an'. Cette incidence varie en fonction du sous-type histologique. On
dénombre actuellement 120 sous-types histologiques de sarcomes? (Figure 1).

En termes de présentation clinique, de traitements et de pronostics, on différencie classiquement
deux groupes de tumeurs : les sarcomes des tissus mous (STM) et les tumeurs primitives
osseuses. Les STM représentent 84 a 87% de tous les sarcomes'. Les tumeurs osseuses sont
beaucoup plus rares représentant entre 12 et 15% des tumeurs mésenchymateuses. Les GIST
sont un sous-type de STM du tube digestif caractérisées par une sensibilité aux TKI inhibiteurs
de KIT et de PDGFRa. Ce sous-type histologique est le plus fréquent des STM, avec une
incidence de I’ordre de 1/100.000 habitants par an*.
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Figure 1 : Répartition des différents sous-types histologiques de sarcomes selon la nouvelle classification OMS,
Source : AACR GENIE

Les sarcomes sont des tumeurs survenant a un age médian plus jeunes que les autres tumeurs
solides, avec comme spécificité d’avoir beaucoup de formes pédiatriques. L’age médian au
diagnostic des STM et sarcomes osseux est de 58 et 40 ans, respectivement’. Les STM de

’adulte les plus fréquents, hors GIST, sont les sarcomes indifférenciés pléomorphes (UPS), les
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liposarcomes (LPS) et les léiomyosarcomes (LMS)>. Les sarcomes osseux contiennent trois
types principaux de tumeurs : les tumeurs d’Ewing et autres tumeurs neuro-ectodermiques
primitives (PNET), les ostéosarcomes et les chondrosarcomes. L’incidence en fonction de 1’age
au diagnostic varie grandement en fonction du sous-type histologique®. On constate que les
sarcomes de I’enfant et de I’adulte jeune sont trés majoritairement des sarcomes a génomique
simple (rhabdomyosarcomes embryonnaires, PNET, synovialosarcomes), alors que les

sarcomes de 1’adulte sont plus fréquemment des sarcomes a génomique complexe’.

e

4

Ostéosarcome e
Tumeur d’Ewing __..M
Leiomyosarcome ,,.m
Liposarcome ,....«."T""""—'—”“
MPNST = =
Fibrosarcome ‘—_mmm_ A S
Synovialosarcome o __.‘m

|
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Figure 2 : Incidence des principaux sous-types histologiques de sarcomes en fonction de I’age au diagnostic,
Source : N. Gaspar et al., Evolution de la prise en charge des sarcomes de I’enfant et de 1’adolescent. Oncologie
18, 216-229 (2016).

2. Traitements

Le traitement de tout sarcome ne se congoit que dans des centres de références ayant I’habitude

de prendre en charge ces pathologies rares® 2.

Sarcomes osseux

Ostéosarcomes

Le traitement des ostéosarcomes repose sur la chimiothérapie péri-opératoire, qui améliore le
pronostic de survie sans maladie (SSM) des patients de 1’ordre de 20% avec une chirurgie seule,
a plus de 60% a 2 ans pour les stades localisés'3-!>. La chimiothérapie néo-adjuvante (pré-
opératoire) permet d’optimiser le geste chirurgical, en diminuant notamment le nombre

d’amputations, mais permet également de connaitre la réponse histologique au traitement, qui
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est un facteur pronostic majeur'®!®, La chimiothérapie adjuvante (post-opératoire) est ensuite

adaptée a cette réponse histologique®*2!.

Les drogues de chimiothérapie utilisées différent selon 1’age des patients, car la tolérance des
différentes drogues est également Age-dépendante®?. Ainsi, pour les ostéosarcomes adultes, les
drogues utilisées sont ’adriamycine, le cisplatine, et I’ifosfamide a hautes doses?*, alors que
pour les ostéosarcomes pédiatriques, on y ajoute le méthotrexate a hautes doses et I’étoposide’*
26 Les adultes jeunes peuvent bénéficier des deux schémas, et le schéma optimal n’est pas

défini?’.

Au stade métastatique, une prise en charge curative reposant sur les mémes principes qu’au
stade localisé permet d’obtenir des survies prolongées dans 20-30% des cas?®. Dans des
maladies oligo-métastatiques, siun geste chirurgical est possible sur tous les sites métastatiques,
la prise en charge est similaire aux stades localisés. En cas de maladie non opérable, un
traitement systémique est alors souvent associ¢ a une radiothérapie ou d’autres traitements
locaux des sites métastatiques (radiofréquence, cryoablation). La drogue majeure chez 1’adulte
reste I’adriamycine, avec un pronostic trés réservé et une survie globale médiane autour d’un

an?.

Ewing et PNET

Les PNET sont des tumeurs a petites cellules rondes, CD99 positives en immunohistochimie
(IHC), le plus souvent osseuses. Les plus fréquentes et les mieux décrites sont les tumeurs
d’Ewing. Sur le plan moléculaire, les tumeurs d’Ewing classique présentent une fusion entre
un gene de la famille TET (protéine de liaison a ’ARN, EWSRI et FUS) et un gene de la
famille ETS (facteurs de transcription). De nouvelles entités moléculaires ont été décrites
récemment®’, notamment les fusions CIC-DUX43! et BCOR-CCNB3?2. La présentation
clinique, I’évolution et la réponse aux traitements de ces tumeurs sont différentes des tumeurs
d’Ewing classique®***. Cependant, le traitement des PNET non-Ewing est actuellement le

méme que pour les tumeurs d’Ewing classique.
Les tumeurs d’Ewing sont chimiosensibles et radiosensibles. Le traitement de ces tumeurs est

multi-modal avec une chimiothérapie néo-adjuvante contenant de 1’adriamycine en

polychimiothérapie, une chirurgie complete quand celle-ci est faisable, une radiothérapie post-

13



opératoire (discutée en cas de mauvaise réponse histologique ou de chirurgie incompléte) et
une chimiothérapie adjuvante. En cas d’inopérabilité, une radiothérapie exclusive est réalisée a

la place de la chirurgie®. La chirurgie est a privilégier lorsque celle-ci est faisable.

Le schéma optimal de chimiothérapie est encore a 1’étude, celui-ci comprend une association

d’adriamycine, ifosfamide, cyclophosphamide, étoposide, vincristine et actinomycine D.

Le pronostic reste réservé avec une survie globale de 66% a 10 ans au stade localisé et de

28% au stade métastatique®.
Chondrosarcomes

La prise en charge des chondrosarcomes est essentiellement chirurgicale. Ces tumeurs sont peu
radiosensibles et trés peu chimio-sensibles. Les tumeurs de bas grade opérables sont traitées par
chirurgie seule. Lorsque celles-ci ne sont pas opérables, la radiothérapie est une alternative.
Pour les tumeurs de haut grade, le traitement dépend du sous-type histologique, de la

localisation et de la présence de métastases®”-38,

Sarcomes des tissus mous

Localisés

Le traitement des sarcomes localisés repose sur une chirurgie d’exérése compléte R0,
effectuée par un chirurgien expert dans un centre de référence®’. Le taux de rechute est de
I’ordre de 40-50% a 5 ans, apres chirurgie. La prise en charge péri-opératoire dépend ensuite

de la localisation tumorale.

Pour les sarcomes des membres, la radiothérapie améliore le contrdle local et permet de

diminuer le taux d’amputation*!-#

. Celle-ci ne rattrape pas une chirurgiec de mauvaise
qualité*®*’. La radiothérapie n’apporte pas de bénéfice en cas de tumeur de petite taille

(<5ecm)®4, superficielle*® ou de bas grade.

La place de la chimiothérapie adjuvante a base d’adriamycine est limitée et celle-ci ne peut
compenser une chirurgie de mauvaise qualité*®. La chimiothérapie adjuvante est a discuter au

cas par cas, au sein de réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP)3. Elle apporterait un
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bénéfice en cas de tumeur de haut grade>®>!, de grande taille (>5¢m), chez les hommes de plus
de 40 ans, aprés une chirurgie R13%233 et dans certaines histologies particuliéres>*. Un sous-
groupe de patient tire probablement un bénéfice de la chimiothérapie adjuvante, mais
I’identification exacte des patients a qui celle-ci doit étre proposée reste peu claire, car on
manque de facteur pronostic de rechute métastatique mais également de facteurs prédictifs de

réponse aux traitements de chimiothérapie par adriamycine.

La chimiothérapie néo-adjuvante permet de faciliter le geste chirurgical et d’apporter une
information sur la réponse aux traitements systémiques. Elle doit étre discutée au sein de RCP
dans des centres experts avant toute administration. Lorsqu’il est décidé d’un traitement
systémique néo-adjuvant, celui-ci doit consister en une association d’adriamycine et
d’ifosfamide a hautes doses. Les chimiothérapies d’induction adaptées au sous-type
histologique ont été testées dans un essai prospectif : celui-ci a retrouvé une moins bonne SSM
et une moins bonne survie globale pour les patients traités par chimiothérapie adaptée au sous-

type histologique, comparé au standard a base d’anthracyclines et d’ifosfamide>°.
Métastatiques et localement avancés inopérables

La survie globale médiane des STM en phase avancée est de I’ordre de 20 mois actuellement.
En cas de maladie potentiellement opérable, ou oligo-métastatique avec un traitement local
accessible sur I’ensemble des sites métastatiques, une association de chimiothérapie a base
d’adriamycine est recommandée. Celle-ci permet d’augmenter le taux de réponses a la
chimiothérapie comparé a une monothérapie par adriamycine seule. La monothérapie permet
d’obtenir des taux de réponse de I’ordre de 15 a 20%, alors qu’il est de 1’ordre de 30% en cas
de bithérapie. Aucune étude n’a permis de démontrer un bénéfice en survie globale a
I’utilisation de poly-chimiothérapie a base d’adriamycine en premicre ligne de traitement des
sarcomes des tissus mous (association avec des chimiothérapies comme I’ifosfamide®, de
I’evofosfamide’’, du palifosfamide® ou des thérapies ciblées comme 1’olaratumab’?). Ainsi, en
cas de maladie inopérable ou non accessible a un traitement local de I’ensemble des sites
métastatiques, il convient d’utiliser une monothérapie d’adriamycine, traitement de référence
depuis 40 ans®. Celle-ci permet d’obtenir des survies sans progression de I’ordre de 6 mois en

premicre ligne de traitement.
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En deuxiéme ligne de traitement, plusieurs options thérapeutiques sont possibles, en fonction

du sous-type histologique®'-®’ (Figure 3).

60% Surgery + RT +/-CT

Local relapse and metastases

40%

Palliative 80-90% Isolated lung mets 10-20%

“Curative”?

Ist-line Anthracyclines tolaratumab
chemotherapy 1 Anthracycline-based
multi-agent chemotherapy
Trabectedin (all, LMS, LPS) 1 Surgery
Pazopanib (non LPS) .
; I
2nd-line Eribulin (LPS) ;:Sjczendi'b”
and beyond Ifosfamide (5S, UPS) §

Gemcitabine + Docetaxel
Eribulin(LPS)
Clinical trials

Gemcitabine = Docetaxel (all, especially LMS)
Clinical trials

Figure 3 : Algorithme de traitement des sarcomes des tissus mous. Source : Le Cesne, A. Making the Best of
Available Options for Optimal Sarcoma Treatment. Oncology 95, 11-20, doi:10.1159/000494861 (2018).

GIST

La prise en charge médicale des GIST est adaptée en fonction de la biologie moléculaire, et
plus particulierement du statut mutationnel tumoral de KIT et PDGFRA, qui prédisent la
réponse aux traitements systémiques!'®®®, Environ 80% des GIST présentent des mutations de
KIT® au diagnostic, dans I’exon 11 du géne dans la grande majorité des cas, dans I’exon 9 dans
10% des cas et plus rarement dans 1’exon 13. Les mutations de I’exon 11 sont particuliérement

sensible a I’imatinib.

Au stade localisé, la prise en charge repose sur une chirurgie d’exérése complete. Un traitement
per-opératoire par imatinib peut étre indiqué et discuté en RCP en fonction du risque de récidive
selon les classifications de Miettinen ou Joensuu’®’!, de la localisation tumorale, des
possibilités chirurgicales et du statut mutationnel. En I’absence de mutation de sensibilité au
traitement par imatinib, celui-ci n’est pas indiqué en péri-opératoire. En cas de tumeur a haut
risque de récidive, un traitement péri-opératoire de 3 ans est indiqué’'-’3. En cas de chirurgies
complexes prévisibles, 1’acte opératoire peut étre facilité par un traitement néo-adjuvant de 6 a
12 mois maximum, la réponse tumorale maximale étant habituellement obtenue autour de 6

mois’+76,
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Au stade métastatique, le traitement de premiere ligne est I’imatinib, en I’absence de mutation
de résistance. Celui-ci permet d’obtenir des survies sans progression de 1’ordre de 30 mois en

premiére ligne actuellement”’.

Localised GIST
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major sequelae feasible ‘major sequelae not feasible
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Figure 4a : Algorithme de prise en charge des GIST localisés. Source : ESMO Guidelines
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Figure 4b : Algorithme de prise en charge des GIST avancés. Source : ESMO Guidelines

Les GIST sont un exemple typique de thérapie ciblée sur la biologie moléculaire de la tumeur
avec une excellente efficacité. Le traitement a tous les stades est adapté a la biologie moléculaire

de la tumeur.
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3. Facteurs pronostics

De nombreux nomogrammes ont été¢ développés pour essayer d’identifier les maladies de moins
bon pronostic, nécessitant une prise en charge plus agressive’®®3. Certains ont été développés
dans des localisations spécifiques®*, d’autres pour des sous-types histologiques spécifiques®’,
dans des situations de rechute locale®®. L objectif de ces nomogrammes en situation spécifique

est de définir au mieux le pronostic individuel pour chaque patient.
Cliniques

L’age est fréquemment retrouvé comme facteur pronostic, aussi bien au stade localisé que
métastatique, avec un pronostic plus favorable pour les plus patients plus jeunes. La répartition
histologique des sarcomes varie en fonction de ce facteur, ce qui peut €tre un biais potentiel. La
tolérance des traitements est également dépendante de 1’age??.

Le sexe est inconstamment retrouvé dans les études comme facteur pronostic, les hommes ayant

tendance a avoir un pronostic plus défavorable que les femmes.

Le stade initial (métastatique, localement avancé inopérable ou localisé)?’, la taille tumorale
(avec des seuils de Secm et 10cm), la profondeur (tumeur superficielle versus profonde) et la
localisation (rétropéritonéale, viscérale, extrémité, tronc ou téte) sont des facteurs pronostics
majeurs, utilisés en pratique clinique de routine pour guider la prise en charge*’, et retrouvés
dans I’ensemble des nomogrammes®!. Ainsi, une maladie métastatique est de moins bon
pronostic qu’une maladie localement avancée non opérable, une taille plus grande de la tumeur
primitive est une caractéristique défavorable, une tumeur profonde sera de moins bon pronostic,

une maladie rétropéritonéale récidive plus souvent qu’une maladie située dans les extrémités.
Biologiques
Périphériques

Plusieurs marqueurs sanguins périphériques ont été évalués, ils sont un reflet de I’inflammation
liés a la tumeur et de ’état général du patient : le ratio neutrophiles-sur-lymphocytes®® ou
d’autres marqueurs inflammatoires®-°2. De maniére générale, une inflammation systémique est

corrélée a une moins bonne survie.
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Tumoraux

L’histologie est un facteur pronostic majeur’-”3-% (Figure 5).

100 4
80
60

40

5-year survival, %

Figure 5 : Survie globale en fonction des sous-types de STM. Source : Le Cesne, A. Making the Best of
Available Options for Optimal Sarcoma Treatment. Oncology 95, 11-20, doi:10.1159/000494861 (2018).

Le grade histologique tel que défini par la FNCLCC en 1984 reste un facteur pronostic majeur
présents dans tous les nomogrammes®!. Celui-ci prend en compte trois paramétres : la
différenciation, I’index mitotique et le pourcentage de nécrose. Il permet de classer les STM en
trois grades, du grade 1 le moins agressif au grade 3. Il est corrélé a la survie globale et la survie

sans métastases*?.

Dans la plupart des nomogrammes, le grade et de I’histologie sont les paramétres les plus

discriminants en termes de pronostic.

Récemment, une signature d’expression génique (CINSARC) de 67 genes reliés a la mitose et
a linstabilité chromosomique a été corrélé a la SSM aussi bien dans les STM que les GIST?".
Elle est actuellement en cours de validation prospective, afin d’étudier son impact pronostic

mais également prédictif de réponse a la chimiothérapie.
Il n’existe pas de facteur de biologie moléculaire tumoral reconnu et validé a ce jour a visée

pronostic dans les sarcomes. Il n’existe pas non plus de facteur biologique tumoral prédictif

de réponse au traitement de premiere ligne par adriamycine.
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Relatifs aux traitements

La discussion en RCP dans un centre de référence avant la mise en place des traitements

améliore la survie sans récidive d’environ 10% a deux ans en valeur absolue!2.
Localises

La qualité de la chirurgie est primordiale, une chirurgie en centre de référence est corrélée a
une meilleure SSM*. Une chimiothérapie adjuvante améliore le pronostic d’une chirurgie R1

mais ne permet pas de rattraper la perte de chance par rapport a une chirurgie RO.

Dans la prise en charge des sarcomes localisés, la chirurgie en centre référence, la qualité de
cette chirurgie (RO, R1, R2), ’administration d’une radiothérapie et d’une chimiothérapie péri-

opératoire sont des facteurs pronostics®?.

Lorsqu’une chimiothérapie néo-adjuvante est administrée, la réponse histologique a celle-ci est

un facteur pronostic débatu®®%°.
Métastatiques et localement avancés inopérables

Outre les thérapies systémiques, les traitements locaux des différents sites métastatiques sont

associés a une survie globale prolongée au stade métastatique®*!00:101,

Cliniques Biologiques Traitements
Liés au patient Liés ala Périphériques Tumoraux Localisés Métastatiques
tumeur
Age Stade CRP Histologie Chirurgie en Traitements
centre de locaux
référence
Sexe Taille NLR Grade Marges de
ENCLCC résection
Profondeur PLR CINSARC Radiothérapie
Localisation Chimiothérapie
Réponse a la
chimiothérapie

Tableau 1 : Facteurs pronostics reconnus dans les sarcomes. Les facteurs soulignés ont un impact pronostic
majeur, retrouvés dans plusieurs études. Les facteurs en italique sont débattus ou en cours de validation.
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4. Biologie moléculaire

Le démembrement des sarcomes sur le plan moléculaire a permis de mieux les caractériser,

avec plusieurs cibles menant a des traitements spécifiques efficaces!'??.

On distingue
généralement les sarcomes en fonction des mutations canoniques qui les caractérisent, qui
peuvent étre des mutations actionnables pour les thérapies ciblées (mutations, pertes de génes
suppresseurs de tumeur, translocations, amplifications...). Cependant certains sarcomes sont

caractérisés par une génomique complexe.

Classification moléculaire des sarcomes

Génomique simple

Les sarcomes a génomique simple représentent 40 a 50% des sarcomes. Ils sont caractérisés
par des anomalies génétiques oncogéniques fortes, d’évolution clonale sur toutes les cellules
tumorales. On distingue schématiquement quatre types d’anomalies moléculaires'® :

- Les translocations représentent 15 a 20% des sarcomes. C’est une fusion de deux genes,
dont I’un est en général un promoteur et I’autre un effecteur (par exemple, un facteur de
transcription, une tyrosine kinase ou un facteur de croissance).

- Les mutations activatrices oncogéniques (comme KIT dans les GIST) représentent 15 a
20% des sarcomes.

- Les amplifications de génes représentent 10% des sarcomes (par exemple
I’amplification de MDM2 dans les liposarcomes).

- Les mutations inactivatrices sont rares, représentant 1% des sarcomes (par exemple les

tumeurs rhabdoides SMARCA4 déficientes).

Génomique complexe

On observe dans les sarcomes a génomique complexe des anomalies de nombre de copie des
genes et des chromosomes mais un faible taux de mutation de paires de base. Parmi les tumeurs
malignes, ce sont les tumeurs qui présentent le plus fort ratio d’anomalie de nombre de copies
par rapport au taux de mutations ponctuelles (Figure 6). Le Cancer Genome Atlas (TCGA) est
un consortium ayant séquencé ’ADN et PARN de la plupart des sous-types de tumeurs

connues, dont les sarcomes. Dans un objectif de cohérence, ils se sont intéressés
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majoritairement aux sarcomes a génomique complexe. Seuls certains oncogénes et geénes
suppresseurs de tumeurs sont mutés de fagon récurrente dans tous les sous-types de sarcomes
¢tudiés : TP53, RB1 et ATRX principalement. Parallelement, on retrouve une hétérogénéité
transcriptomique au sein méme des sous-types histologiques étudiés!®. Les sous-types
histologiques a génomique complexe les plus fréquents dans les STM sont les 1éiomyosarcomes
(LMS), les sarcomes indifférenciés pléiomorphes (UPS) et les liposarcomes dédifférenciés

(DDLPS).
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Figure 6 : Répartition des sous-types histologiques tumoraux en fonction du nombre de mutations ponctuelles et
du nombre d’anomalies de nombres fragments de chromosomes. Les sarcomes sont en couleurs (SS:
synovaliosarcomes, génomique simple ; STLMS : leiomyosarcomes des tissus mous, génomique complexe ;
ULMS : léiomyosarcomes utérins, génomique complexe; UPS: sarcomes indifférenciés pléiomorphes,
génomique complexe ; MPNST : tumeurs malignes des gaines nerveuses périphériques, génomique complexe ;
MEFS : myxofibrosarcomess génomique complexe ; DDLPS : liposarcomes dédifférenciés, génomique complexe),
Source : Abeshouse, A. et al. Comprehensive and Integrated Genomic Characterization of Adult Soft Tissue
Sarcomas. Cell 171, 950-965.€928, doi:10.1016/j.cell.2017.10.014 (2017).

Intéerét thérapeutique

Contrairement aux mutations oncogéniques activatrices comme dans les GIST, la plupart des
anomalies moléculaires identifiées n’ont pas encore de thérapeutique permettant de les cibler.
Par exemple, cibler un facteur de transcription est extrémement compliqué'®. Actuellement, en
dehors de certaines histologies spécifiques et souvent trés rares, I’intérét thérapeutique de la

biologie moléculaire dans les sarcomes n’est pas démontré!'%,
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Certains sous-types histologiques sont caractérisés par des anomalies moléculaires ciblables, et
ciblées de manicre efficace, par exemple :
e Les tumeurs avec une translocation impliquant les geénes NTRK, répondent aux
traitements ciblés, quelles que soit leur sous-type histologique!%7-18
e Les tumeurs myofibroblastiques inflammatoires présentant des altérations de ALK sont
particuliérement sensibles au Crizotinib!%
e Les dermatofibrosarcomes caractérisés par une translocation impliquant PDGFB, sont
traités par Imatinib''°
e Les sarcomes ¢épithélioides avec perte d’expression d’INI1 sont sensibles au
tazemetostat'!!

e Les GIST déja sus-mentionnés’’

Deux ¢études importantes ont cherché le taux d’anomalies moléculaires potentiellement
ciblables sur le plan thérapeutique chez des patients atteints de sarcomes tout venant, sur la base
de profilages moléculaires nouvelle génération :

- Une ¢étude sur la base de données de 1I’American Association of Cancer Research
(AACR) retrouve sur 584 sarcomes ayant un profil moléculaire par séquengage nouvel
génération (NGS), dont 41% d’anomalies moléculaires potentiellement ciblables avec
nos thérapeutiques actuelles

- Une large étude sur 5635 sarcomes du MSKCC retrouve 42% de tumeurs présentant au
moins une anomalie moléculaire ciblable!!2,

Aucune de ces ¢tudes ne bénéficiaient de données cliniques. Nous n’avons donc pas de données

dans ces cohortes sur la réponse aux traitements ciblés lorsque 1’on identifie une anomalie

moléculaire théoriquement ciblable.

D’autres ¢tudes de plus petites envergures, retrouvent un taux de sarcomes présentant au moins
une anomalie moléculaire ciblable entre 30 et 60%!'!13-115, Le taux de bénéfice clinique rapporté
apres traitement ciblé dans ces études varie alors entre 26% et 50%, chez les patients qui ont pu

réellement avoir accés a un traitement ciblg!06:116.117,

Il y a donc une preuve de concept dans plusieurs sous-types histologiques, de I’efficacité d’un

traitement ciblé sur la biologie moléculaire. Des données suggerent que 40% des sarcomes

présenteraient des anomalies potentiellement ciblables théoriquement. Cependant, ces données
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théoriques sont a mettre en balance avec la disponibilité d’un médicament efficace pour cibler
ces anomalies. Il y a peu de données indiquant un bénéfice a cibler toutes les anomalies dites
ciblables dans I’ensemble des sarcomes, indépendamment du sous-type histologique et de
I’anomalie ciblée. Plusieurs études de médecine de précision ont posé cette question en pan-
tumoral, dont ProfiLER (Profilage Lyric Et Région)''® et MOSCATO (MOlecular Screening
for CAncer Treatment Optimization) ''°. Les données de ProfiLER concernant uniquement les
sarcomes inclus dans 1’essai viennent d’étre publiées. Sur 164 patients inclus, une
recommandation de traitement ciblée sur la biologie moléculaire avait été faite chez 47 d’entre
eux, dont 13 patients qui ont pu recevoir une drogue ciblée, avec une seule réponse objective

observée'20,

Sur le plan thérapeutique standard, I’adriamycine est recommandée en premiére ligne pour tous
les sous-types histologiques depuis 40 ans, a toutes les phases de la maladie, sans facteur
biologique moléculaire pronostic ni prédictif de réponse. L’intérét thérapeutique de la biologie

moléculaire dans les sarcomes tous sous-types histologiques confondus reste a démontrer.

5. Objectifs

Notre objectif principal est la description des anomalies moléculaires fréquentes retrouvées

dans les sarcomes, et leur corrélation aux présentations cliniques.

Nos objectifs secondaires sont la recherche d’anomalie moléculaire ayant un impact pronostic
sur la survie globale a partir du diagnostic initial, la survie globale a partir du diagnostic de

maladie métastatique et la survie sans maladie.

Nous avons également pour objectif la recherche d’anomalies moléculaires prédictives de
réponse a la chimiothérapie par anthracyclines, du taux de contrdle de maladie sous
anthracyclines et de la survie sans progression sous anthracyclines pour les maladies

métastatiques.
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Matériel et Méthodes

1. Essais de médecine de
précision

Nous nous sommes intéressés ici a deux essais francais de médecine de précision, en utilisant

dans notre travail uniquement les données relatives aux patients atteints de sarcomes.

MOSCATO

L’essai MOSCATO-01 est un essai prospectif monocentrique ayant pour objectif de montrer
qu’un profilage moléculaire améliorait la survie sans progression des patients pris en charge
pour des tumeurs avancées de décembre 2011 a Mars 2016. Dans cet essai, tous les patients
¢taient en échec d’au moins une ligne de traitement pour une tumeur considérée comme

incurable au moment de 1’inclusion.

Tous les patients étaient biopsiés, soit au niveau de la tumeur primitive, soit d’une métastase.
La cellularité tumorale était estimée par un anatomopathologiste. Lorsque celle-ci était
supérieure a 30%, les échantillons étaient analysés par un panel NGS et par puces d’hybridation
génomique comparative (aCGH). Lorsque la cellularité tumorale du prélévement était entre 10
et 30 %, seul le panel NGS était réalisé. Le panel NGS comportait initialement 40 puis 50 et

enfin 75 geénes impliqués dans la cancérogenése.

L’analyse finale des anomalies moléculaires identifiées était ensuite rediscutée dans une
réunion pluridisciplinaire hebdomadaire pour décider si une anomalie identifiée pouvait étre

ciblée par un traitement spécifique.

L’objectif principal de I’étude est la proportion de patients pour lesquels le ratio PFS2/PFS1
était supérieur a 1,3. Le ratio PFS2/PFS1 correspond a la survie sans progression sous traitement
ciblé (PFS2) comparé¢ a la survie sans progression a la ligne juste antérieure. L hypothese nulle,
de non-efficacité d’un traitement ciblé aprés analyses moléculaires, est fixée a une proportion

de patient de 15% ayant un ratio PFS2/PFS>1,3.
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Sur 1110 patients inclus dans tous les types histologiques de tumeurs, 948 ont eu une biopsie
tumorale, 843 ont pu avoir un portrait moléculaire, 411 portaient une anomalie potentiecllement
actionnable, 199 ont recus un traitement ciblé et 193 patients ont pu étre analysés pour le ratio
PFS2/PFS1. En pan-tumoral, 33% des patients présentaient un ratio PFS2/PFS1>1,3. L’essai
MOSCATO-01 est un essai positif de médecine de précision.

ProfiLER

L’essai ProfiLER est un essai multicentrique prospectif ayant pour objectif la description
moléculaire des tumeurs avancées. Les patients pouvaient étre inclus dés lors que la tumeur
avait échappé a une premicre ligne de traitement systémique et qu’aucun traitement standard

curatif n’était envisageable.

Les analyses moléculaires pouvaient étre réalisées sur du tissu archivé ou des biopsies fraiches,
si aucun tissu n’était disponible. Les analyses moléculaires étaient réalisées des lors que la
cellularité tumorale des prélevements était supérieure a 10%. Celles-ci consistaient en un panel

NGS de 59 puis 69 geénes impliqués dans la cancérogenese et une aCGH.

Le compte rendu d’analyses moléculaires était discuté dans des réunions pluridisciplinaires

toutes les semaines afin de décider de la possibilité d’un traitement orienté.

L’objectif principal de 1’étude était I’incidence des anomalies moléculaires détectées dans les

tumeurs.

Sur 2579 patients inclus, 1980 ont pu avoir une analyse moléculaire, 1032 ont retrouvées une
anomalie moléculaire ciblable et 163 ont recu un traitement orienté par 1’analyse moléculaire
réalisée. Sur ces 163 patients, 23 ont eu une réponse tumorale partielle et 57 ont eu une maladie

stabilisée par le traitement.
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2. Données cliniques

Les données cliniques ont été recueillies en utilisant la base du Groupe Sarcomes Frangais, les

bases de données disponibles des deux essais puis par recueil rétrospectif dans les dossiers pour

les données manquantes.

Les données cliniques recueillies sont :

Pronostic : age au diagnostic, sexe, stade tumoral initial, taille tumorale initiale,
profondeur et localisation de la tumeur primitive, histologie, grade FNCLCC, type de
prise en charge initiale (chirurgie en centre de référence, marges de résection,
radiothérapie et chimiothérapie a visée curative), prise en charge métastatique

(traitements locaux des sites métastatiques et nombres de lignes systémiques)

Li¢es a la réponse sous anthracyclines, pour étude de I’impact prédictif de réponse au
traitement : moment d’utilisation des anthracyclines (néo-adjuvant, adjuvant,
métastatique), monothérapie ou polychimiothérapie, réponse selon RECIST (si
¢valuable), date de la progression sous anthracyclines, date du début du traitement

systémique de la ligne ultérieure aux anthracyclines.

Descriptif dans un objectif exploratoire pour recherche d’association avec des

anomalies moléculaires : génomique simple ou complexe, localisation des métastases

Nécessaire pour le calcul de la survie : date au diagnostic, date a la premiére rechute,

date de la premicre métastase, date de déces ou des derniéres nouvelles

3. Données moléculaires

Anomalies moléculaires significatives

Certaines anomalies moléculaires ne sont que passageres, et le reflet d’une instabilité

génomique globale, sans incidence sur la cellule tumorale. Ainsi, seules les mutations

répertoriées dans COSMIC pour €tre pathogeénes ont €té retenues.
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Pour I’essai MOSCATO, pour les analyses en aCGH, seules les amplifications et délétions

étaient retenues,

correspondant respectivement a des

gains

>x0,7log2ratio et des

pertes<x0,5log2ratio. Pour I’essai ProfiLER, les amplifications étaient définies comme un

nombre de copie du géne>6 et seules les délétions homozygotes étaient prises en compte.

Les panels NGS des deux essais sont représentés tableaux 2 et 3, les génes différents dans les

deux panels ont été surlignés en jaune.

Gene RefSeq target exons Gene RefSeq target exons Gene RefSeq target exons
ABL1 NM_007313.2 4to7 FLT1 NM_002019.4 1t030 NFE2L2  NM_006164.3 2
AKT1 NM_005163.2 36 FLT3 NM_004119.2 11;14;16;20 NOTCH1  NM_017617.3 24;27;34
AKT2 NM_001626.3 3 GNA11 NM_002067.2 5 NOTCH2  NM_024408. 34
AKT3 NM_005465.3 3 GNAQ NM_002072.3 58 NOTCH4  NM_004557.3 1to 30
ALK NM_004304.3 20to 26 GNAS NM_000516.4 8,9 NPM1 NM_002520.6 12
APC NM_000038.5 16 (partial) HNF1A NM_000545.5 34 NRAS NM_002524.3 2t04
ATM NM_00005.3  89;12;17;26;34 to 36;39;50;54;59;61;63 JlIHRAS NM_005343.2 2to4 PDGFRA  NM_006206.4 12;14;15;18
BRAF NM_004333.4 13,15 IDH1 NM_005896.2 4 PIK3CA  NM_006218.2  25;7;8;10;14;19;21
BRCA1 NM_007294.3 2t023 IDH2 NM_002168.2 4 PIK3R1  NM 181523.1 10;12;14;15
BRCA2  NM_000059.3 2t027 INPP4B  NM_003866.2 5t027 PPP2R1IA  NM_014225.5 56
CDH1 NM_004360.2 3;8,9 JAK2 NM_004972.3 14 PTEN NM_000314.4 1t09
CDKN2A  NM_00077.4 2 JAK3 NM_000215.3 41316 PTPN11  NM_002834.3 313
CSFIR NM_005211.3 7,22 KDR NM_002253.2 1t0 30 RB1 NM_000321.2 4;6;10;11;1417;18;20 to 22
CTNNB1  NM_NM 3 KEAPT  NM_203500.1 2t06 RET NM_020975.4 10;11;13;15;16
DDR2 NM_001014796. 4t019 KIT NM_000222.2  2;9t01%13;15;17;18 [IROS1 NM_002944. 38
EGFR NM_005228.3 3;7;12;15;18t0 21 KRAS NM_033360.2 2to4 SMAD4  NM_005359.5 3to6;8to12
ERBB2 NM_004448.2 8;19t021 MAP2K1  NM_002755.3 2;3 SMARCB1  NM_003073.2 24;5,9
ERBB3  NM_ 0019823 1t028 MAP2K4  NM_003010.2 1to11 sMo NM_005631.4 35;6,9;11
ERBB4 NM_005235.2 3t09;15;23 MAP3K1  NM_005921.1 1t0 20 SRC NM_005417.3 14
EZH2 NM_004456.4 " 16 NM_001127500. 2 (partial); 11;14;16 to 19 Jll STK11 NM_000455.4 1t09
FBXW7  NM_033632.2 2t0 12 NM_000249.3 12 TPS3 NM_000546.4 1to11
FGFR1 NM_023110.2 4,7,12;14,15 3 NM_170606.2 89,43 P53 NM_000546.4 2,4t08;10
FGFR2 NM_000141.4 7,9;12;14 MPL NM_005373.2 1 TsC1 NM_000368.4 1to 23
FGFR3 NM_000142.4 7,9;14;16;18 MTOR NM_004958.3 1to58 Tsc2 NM_000548.3 2to42
FGFR4 NM_002011.3 2t018 NF1 NM_001042492. 1tos8 VHL NM_000551.3 1t03
Tableau 2 : Panel NGS de MOSCATO-01
Gene RefSeq Exons Gene RefSeq Exons Gene RefSeq Exons
ABLI NM 007313 1to 1l FGFR3 NM_000142 2t0 19 PTCHI NM_ 001083603 1to 28
AKTI NM 005163 4 FGFR4 NM 002011 2to 18 PTEN NM 000314 1t09
AKT2 NM 001626 2to0 14 GNAQ NM_ 002072 5 RBI NM 000321 1to 27
ALK NM_004304 1to 29 HRAS NM_005343 2to4 RET NM_020975 1to 20
APC NM 001127511 1to 15 IGFIR NM_000875 l1to4 RORI NM_005012 1t09
AXL NM 021913 1 to 20 JAK2 NM 004972 1to 25 ROR2 NM 004560 1to 9
BRAF NM 004333 15 JAK3 NM_000215 21024 ROSI NM 002944 1t043
BRCAL NM_007294 2 to 24 KDR NM_002253 1to 30 RYK NM_002958 l1to 15
BRCA2 NM_000059 2 to 27 KIT NM_000222 1to 21 SDHAF2 NM_017841 1t043
RAFI NM_002880 1to 17 KRAS NM_004985 2et3 (+ 4) SDHB NM_003000 1to8
CDKN24 NM 000077 1to3 MERTK NM 006343 1to 19 SDHC NM 001035511 1to5
CSF1 NM 172212 1t09 MET NM 001127500 2 to 21 SDHD NM 003002 1 to 43
CSFIR NM 005211 21022 MPL NM_005373 1to12 SMARCB1 NM_003073 1to9
DDB2 NM_000107 1to 10 MSTIR NM_001244937 1to 19 SMO NM_005631 1to 12
DDRI NM 001202523 | 3to21 MTOR NM 004958 1to 58 SRC NM 005417 4to14
DDR2 NM_006182 4to 19 MUSK NM_001166280 1to 16 STK11 NM 000455 1to 10
EGFR NM_005228 19 to 21 NRAS NM_002524 2t04 TEK NM_000459 1to023
ERBB2 NM_004448 1to 27 PDGFA NM_033023 1to 17 TIE] NM_005424 1t023
FLTI NM 002019 1t032 PDGFB NM 002608 1to8 TP53 NM 000546 2to0 12
FLT3 NM 004119 1to 24 PDGFRA NM_006206 21023 NG NM 001162427 | 3to23
FLT4 NM 182925 1to 30 PDGFRB NM_ 002609 2to 23 78C2 NM_000548 2 to 42
FGFRI NM_023106 4 to 21 PIK3CA NM_006218 10et21 TYRO3 NM_006293 1to 10
FGFR2 NM 000141 2 to 27 PIK3R1 NM_ 181523 2to 16 VHL NM_ 000551 1t09

Tableau 3 : Panel NGS de ProfiLER-01

Genes added in Panel V2 (October 2014)
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Classification des anomalies moléculaires

Afin de donner un sens biologique et de regrouper les anomalies moléculaires retrouvées,
celles-ci ont été classées selon les voies moléculaires définies par le TCGA'?!(Figure 7). Ce
regroupement a pour objectif d’augmenter la puissance statistique des descriptions, devant
I’hétérogénéité¢ des présentations cliniques et la diversité des génes responsables de la
cancérogenese.

Seuls les genes impactés le plus fréquemment ont ensuite été retenus pour analyses spécifiques

\
des genes.
p53 pathway Cell cycle pathway RTKIRAS pathway PI3K pathway
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1 [AKT1/2/3) —[PPP2R1A
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Cell survival, Senescence, _ 1
proliferation apoptosis 1 RAF
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Cell growth, prolferation, NOTCH3|[ NoTCH4]  (NOTER poptosi
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— Inhibition Fusions/Rearrangememsj ] 9 O<t%M>1%0-5%0 %
Part of complex Epigenetic silencing Tumor suppressor [ <1% [ >1% [l >5% [l >10%

Figure 7 : Voies moléculaires du TCGA adaptées a notre panel (NB : pas de mutation de la voie Hippo ni nrf2
dans notre cohorte, ces voies ont été supprimées de la figure pour plus de clarté), Source : Sanchez-Vega, F. et al.
Oncogenic  Signaling  Pathways in The Cancer Genome Atlas. Cell 173, 321-337.e310,
doi:10.1016/j.cell.2018.03.035 (2018).

4. Analyses statistiques

Une description de la population a été réalisée. Les variables quantitatives ont été décrites sous
forme de pourcentages. Les variables continues sont décrites sous forme de moyennes.
Lorsqu’une comparaison était nécessaire, les variables catégorielles étaient comparées grace au
test du Chi2 ou de Fisher selon les cas, et les variables continues par un test de Student ou test

Anova selon les cas.

29



L’étape descriptive en sous-groupe recherchait des associations entre des caractéristiques
cliniques et moléculaires, notamment association des anomalies moléculaires avec :

o Le type de tissu biopsié : métastatique ou tumeur primitive

o Le type de sarcomes : STM, osseux ou GIST

o Les sous-types histologiques

o La génomique : complexe ou simple

o Le grade FNCLCC

o La présentation clinique initiale : métastatique d’emblée ou métastases métachrones

o Lalocalisation primitive : par exemple, rétropéritonéale ou des membres

o Certaines localisations métastatiques : poumon, foie, péritoine, os

o Le type de premicere rechute : locale ou métastatique

o Association de certaines anomalies moléculaires ou voies moléculaires entre elles

La corrélation des différentes anomalies moléculaires entre elles a été faite en calculant les

coefficients de corrélation.

La corrélation entre la présence des différentes anomalies moléculaires / voies moléculaires a
¢été recherchée par le calcul du coefficient de corrélation de Pearson, et rapportée sous forme

d’une matrice de corrélation.

Les analyses de survie ont été réalisées pour les criteres de jugement suivants :

- survie globale a partir du diagnostic : entre la date du diagnostic initial et la date du déces

- survie globale a partir de la premi¢re métastase : entre la date du premier diagnostic de
métastase et le déces

- survie sans maladie : uniquement pour les patients ayant été opérés et initialement localisés,
entre la date du diagnostic initial et la premiére rechute, qu’elle soit métastatique ou loco-
régionale

- survie sans progression : pour les patients ayant regu un traitement par anthracyclines, entre

la date du premier cycle de chimiothérapie et la date de progression sous anthracyclines.
Pour ces critéres de jugement, les médianes de survie ont été calculées grace a la méthode de

Kaplan Meier, et les comparées a 1’aide du test du log rank. Pour ces études de survie, des

¢tudes de sous-groupes ont été faites selon le type de sarcomes (osseux, tissus mous ou GIST).
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Les analyses ont été réalisées avec le logiciel RStudio. Toute valeur de p<= a 0.05 était

considérée comme significative.
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Résultats

1. Population étudiée

Un total de 235 patients a été inclus dans cette ¢tude. Une majorité de patients étaient issus du
Centre Léon Bérard (67,23%). Il y avait 52,77% de femmes (N=124) et 47,23% d’hommes
(N=111). L’age médian était de 46 ans. Les patients avaient eu un diagnostic initial de maladie
localisée dans 74,25% (N=173). La taille médiane de la tumeur primitive au diagnostic était de
89mm, avec une moyenne de 101,59mm. La premicre rechute était métastatique dans 75,15%

des cas (N=130). (Tableau 4)

Co-variable étudiée Cohorte (N=235)

Présence de métastases

Non

D’emblée Non 173 (74.25%)
métastatique  Oui 60 (25.75%)
NA
Localisation du primitif  Abdo 51 (21.79%)
Membres 76 (32.48%)
ORL 15 (6.41%)
Rétropéritonéale 21 (8.97%)
Thorax 38 (16.24%)
Uterus 33 (14.1%)
NA
Premiere rechute = Loco-régionale 40 (23,12%)
M¢étastatique 130 (75,15%)
Pas de rechute 3 (1.73%)

15 (6.41%)

Oui 219 (93.59%)

NA
Meétastases pulmonaires = Non 85 (36.32%)
Oui 149 (63.68%)

NA
Meétastases hépatiques Non 175 (74.79%)
Oui 59 (25.21%)

NA
Meétastases péritonéales = Non 194 (82.91%)
Oui 40 (17.09%)

NA
Métastases osseuses Non 185 (79.06%)
Oui 49 (20.94%)

NA

Tableau 4 : Caractéristiques cliniques de la cohorte. NA= Non applicable

La majorité des patients avaient des STM (73,19%, N=172), 49 patients avaient des sarcomes

osseux (20,85%) et 14 patients avaient des GIST (5,96%). La majorité des patients avaient des
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sarcomes a génomique complexe soit 140 patients (59,57%) pour 95 patients avec des sarcomes
a génomique simple (40,43%). 27 patients avaient des sarcomes de grade 1, 50 patients des
sarcomes de grade 2 et 72 patients des sarcomes de grade 3. Le grade FNCLCC ne s’applique
pas aux tumeurs osseuses, au GIST et aux STM utérins. La répartition des différentes

histologies est représentée figure 8.

53 Léiomyosarcomes

17 Li
iposarcomes [ 8 Chondrosarcomes

fg zhabdomygsazcomes dométrial [ 18 Ostéosarcomes
arcomes du stroma enaometriale D 22 PNET

8 Synovialosarcomes B 1 RMS
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38 Autres

ERNEEON

Total=172 b Total=49

5 Sarcomes épithélioides

5 Sarcomes a cellules fusiformes
4 Angiosarcomes

1ASPS

2 Sarcomes a cellules claires

1 FS-DFSP

1 Fibrosarcome

1DSRCT

4 MPNST

2 Sarcomes a cellules folliculaires dendritiques
3 Sarcomes histiocytaires

3 Sarcomes fibro-myxoides

1 Tumeur phyllode

2 Sarcomes inclassés

1 Fibromyxosarcome

1 Tumeur fibreuse solitaire
1 DFSP

ONOOOONNRRENCNENN

Total=38
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Figure 8 : Répartition des sous-types histologiques dans cette cohorte : a) Sarcomes des tissus mous, b) Tumeurs
osseuses, ¢) STM regroupés dans la catégorie « autres » ; ASPS = sarcome alvéolaire des parties molles, DSRCT
= sarcome desmoplastique a petites cellules rondes, FS-DFSP = dermatofibrosarcome protuberans transforme,
MPNST = tumeur des gaines nerveuses périphériques, DFSP = dermatofibrosarcomes protuberans

La prise en charge de la tumeur primitive avait consisté en une exérése dans 86,75% des cas
(N=203), celle-ci avait ¢été¢ faite dans un centre de référence dans seulement 31,7% des cas
(N=71). La résection était complete dans 46,89% des cas (N=98). Au stade métastatique, les
patients avaient regu en moyenne 4,1 lignes de traitements systémiques, avec une médiane de
4 lignes de traitements au total. Un traitement loco-régional des métastases a été entrepris chez

156 patients (67,83%). Les caractéristiques des traitements sont résumées dans le tableau 5.
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Co-variable étudiée

Cohorte (N=235)

Exérese de la tumeur primitive = Non 31 (13.25%)
Oui 203 (86.75%)
NA 1
Chirurgie en centre de référence NC 31 (13.84%)
Network 71 (31.7%)

Outside network
NA

122 (54.46%)

11

Marges de résection NC 31 (14.83%)
RO 98 (46.89%)
R1 43 (20.57%)
R2 37 (17.7%)
NA 26
Radiothérapie du primitif | Non 142 (60.68%)
Oui 92 (39.32%)
NA 1
Chimiothérapie a visée curative Non 130 (55.56%)
Oui 104 (44.44%)
NA 1

Traitement loco-régional des =~ Non
métastases Oui

74 (32.17%)
156 (67.83%)

NA 5
Nombre de lignes de traitements =<2 64 (27.59%)
systemiques > 2 168 (72.41%)

NA 3

Tableau S : Caractéristiques des traitements de la cohorte. NA= Non applicable, NC= Non connu

2. Description des anomalies

moléculaires

Distribution des anomalies moléculaires

Le nombre d’anomalies moléculaires retrouvées au total était de 764. Parmi celles-ci, 456 était
considérées comme significatives : 147 amplifications (32,24%), 188 délétions (41,23%) et 121
mutations délétéres (26,53%). Les anomalies de nombre de copie sont prépondérantes par

rapport aux mutations pathogénes.

Le nombre d’anomalies moléculaires retrouvées par échantillon était de 3,24 en moyenne, avec
un écart-type de 3,86 et une médiane de 2 anomalies moléculaires par échantillon. Le nombre
d’anomalies moléculaires classées comme significatives, c’est-a-dire pathogenes, était de 2,05
en moyenne, avec un ¢cart-type de 2,24 et une médiane de 1. Sur notre cohorte et avec les
techniques utilisées, 52 patients (22,12%) n’avaient aucune anomalie moléculaire identifiée et

72 patients (30,64%) n’avaient pas d’anomalie moléculaire pathogéne identifiée. Dans nos
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analyses, seules les anomalies moléculaires pathogenes ont été prises en compte. Sauf lorsque
ceci est indiqué spécifiquement, le terme d’anomalie moléculaire fait référence uniquement aux
anomalies délétéres dans la suite de ce manuscrit (amplifications, délétions ou mutations
pathogenes). Les génes impactés le plus fréquemment étaient TP53, CDKN2A, RB1, CDK4,
MDM2 et PTEN (Figure 9).

I Mutation
B Amplification

307 B Délétion

10+

Fréquence d'altération (%)

0=

TP53 RB1 CDKN2A PTEN CDK4 MDM2

(N=54) (N=28) (N=26) (N=13) (N=12) (N=11)
Géne impacté

Figure 9 : Fréquence des anomalies moléculaires les plus fréquentes dans toute la cohorte

Sur les 456 anomalies significatives, 256 appartenaient aux voies moléculaires du TCGA et ont
pu étre regroupées pour donner un sens biologique. Les voies moléculaires altérées étaient pS3
dans 36,6% des tumeurs (N=86), le cycle cellulaire (Cell Cycle) dans 30,21% (N=71), les
récepteurs aux tyrosines kinases (RTK) dans 21,28% (N=50), la voie des phosphoinositol-3-
kinases (PI3K) dans 10,64% (N=25), la voie Wnt dans 2,1% de la cohorte (N=5), la voie
NOTCH chez 2 patients puis les voies MYC et TGFB ¢tait chacune altérée chez un patient.
(Figure 10)
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Figure 10 : Répartition des altérations dans les voies moléculaires du TCGA sur I’ensemble de la cohorte.
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La voie p53 est principalement altérée par TP53 lui-méme (N=54). Les anomalies les plus
fréquentes dans la voie du cycle cellulaire sont RB1 (N=28) et CDKN2A (N=26). La voie des
récepteurs aux tyrosines kinases (RTK) est la plus hétérogene, avec 28 genes différents
impactés, les plus fréquents étant KIT (N=8) et HRAS (N=7). Les délétions de PTEN sont les

anomalies moléculaires principales retrouvées dans la voie des PI3K (N=13).

Les échantillons analysés étaient des métastases dans 51,28% des cas (N=120) et des tumeurs
primitives dans 48,72% des cas (N=114). En ce qui concerne le type de tissu biopsié, il n’y a
pas de différence significative concernant le nombre d’anomalies moléculaires entre la tumeur
primitive et les métastases. Le nombre moyen d’anomalies moléculaires (pathogénes ou non)
retrouvées dans les tissus métastatiques étaient de 3,27 alors qu’il était de 3,18 dans les tumeurs
primitives (p=0,844). 1l y avait 2,06 anomalies moléculaires pathogeénes sur les biopsies de
métastases contre 2,01 dans les biopsies de tumeur primitive (p=0,865). Aucune des voies
moléculaires, ni des genes étudiés ici n’a été retrouvé plus fréquemment sur un type de tissu,

métastatique ou primitif.

Corrélation des anomalies moléculaires avec les

données histologiques

Au vu des effectifs et de I’hétérogénéité, aucune analyse statistique par sous-groupe n’était
réalisable pour étudier la distribution des anomalies moléculaires par sous-type histologique.
On a donc regroupé les analyses en trois grands groupes de sarcomes : tumeurs osseuses, GIST
et STM. La fréquence des altérations moléculaires les plus fréquemment retrouvées au sein des
types de sarcomes est représentée dans la figure 11. CDKN2A et RBI sont les anomalies
retrouvées avec une différence statistiquement significative entre les types de sarcomes
(respectivement, p<0,001 et p=0,01). On retrouve une altération de CDKN2A dans 50% des
GIST (N=7, sur un total de 14 GIST). A I’inverse, on retrouve une anomalie de CDKN2A dans
seulement 8,72% des STM (N=15 sur 172) et 8,16% des tumeurs osseuses (N=4 sur 49). RB1
n’est impacté dans aucun GIST de notre cohorte, alors qu’il est altéré dans 15,7% des STM
(N=27) et seulement une tumeur osseuse (2,04%). MDM?2 est exclusivement retrouvé dans les
STM dans notre cohorte. En ce qui concerne les voies moléculaires, aucune différence

statistiquement significative n’a été retrouvée entre les différents types de sarcomes.
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Répartition des anomalies par type de sarcomes
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Figure 11 : Fréquence d’altérations au sein de chaque sous-type de sarcomes étudiés

Pour illustration de I’hétérogénéité au sein des sous-groupe de sarcomes, la figure 12 représente
la fréquence d’altération de chaque mutation au sein de chacun des sous-types de STM ¢étudiés.
On note I’absence de mutation dans les six génes étudiés pour les synovialosarcomes, qui sont
des sarcomes a génomique simple. Il y a de méme une faible fréquence d’anomalies
moléculaires ici pour les rhabdomyosarcomes. Les fréquences de mutation les plus élevées sont
TP53 dans les I¢iomyosarcomes (49,1%, N=26), CDK4 et MDM2 dans les liposarcomes
(41,2%, N=7), résultats cohérents avec les données de la littérature et le sens biologique.
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Figure 12 : Fréquence des altérations des génes étudiés au sein de chaque sous-type histologique de STM.

En ce qui concerne 1’étude de la corrélation avec le grade FNCLCC, on retrouve
significativement plus d’altérations moléculaires par échantillon dans les sarcomes de haut
grade (p=0,041) avec en moyenne 1,3 altérations significatives dans les sarcomes de grade 1,

et respectivement 2,78 et 2,58 altérations dans les sarcomes de grade 2 et 3. Parmi les génes
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étudiés et les voies moléculaires analysées, la voie des RTK et de p53 sont significativement

plus altérées dans les sarcomes de grade 2 et 3 (respectivement, p=0,014 et p=0,031).

Lorsqu’on s’intéresse a la génomique simple ou complexe, les sarcomes a génomique simple
présentaient significativement moins d’altérations moléculaires significatives (p=0,015). La
présence d’une mutation TP53 est plus fréquente dans les sarcomes a génomique complexe
(27,86% des sarcomes a génomiques complexes, N=39/140) que les sarcomes a génomique
simple (15,79%, N=15/95) (p=0,031). De manicre générale et logique, on retrouve une
augmentation de la fréquence des altérations dans les sarcomes a génomiques complexes,

notamment pour RB1 (p<0,001) et la voie des PI3K (p=0,008).

Corrélation des anomalies moléculaires avec les

présentations cliniques

Dans notre cohorte, 173 patients avaient une maladie initialement localisée et 60 présentaient
des métastases au diagnostic. Aucun patient métastatique d’emblée ne présentait d’altération de
CDK4 (p=0,04), ni de MDM2 (p=0,07), alors que les patients avec une maladie localisée
initialement présentaient des anomalies de CDK4 dans 6,94% (N=12) et de MDM?2 dans 6,36%
des cas (N=11). Aucune autre voie moléculaire ni géne étudié n’était corrélé a la présence ou

I’absence de métastases synchrones.

En termes de localisation primitive, RB1est significativement plus fréquemment retrouvé dans
les localisations utérines avec une fréquence de 33,33% versus 7,96% dans les autres
localisations (p<0,001). TP53 est altéré dans 42,42% des sarcomes utérins (N=14 sur 33
sarcomes utérins dans notre cohorte) alors qu’une altération de TP53 est retrouvée dans 19,4%
des autres localisations (p=0,003). La voie du cycle cellulaire est altérée dans 45,5% des
sarcomes utérins et dans 27,86% des autres localisations (p=0,04).

On retrouve une fréquence moins ¢élevée d’altérations de TP53 dans les sarcomes des membres
comparés aux autres localisations avec 14,47% (N=11) contre 26,58% (p=0,038). De méme, on
retrouve une fréquence d’altérations de la voie p53 de 25% (N=19) dans les sarcomes de

membres alors qu’elle est de 41,78% (N=66) dans les autres localisations (p=0,012).
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I1'y a une fréquence plus élevée d’altérations de CDK4 (p=0,046) et de MDM2 (p=0,001) dans
les sarcomes rétropéritonéaux, ce qui est attendu au vu de la prépondérance des liposarcomes

rétropéritonéaux avec amplification de MDM?2 (Figure 13).

TP53 RB1 CDKN2A PTEN CDK4 MDM2

Abdominal
Membres

ORL
Rétropéritonéale
Thoracique

Utérus

Figure 13 : Fréquence des altérations moléculaires au sein des sarcomes en fonction de leurs localisations
primitives. Les fréquences les plus élevées sont rouge et les moins élevées en vert.

Les premieres rechutent étaient métastatiques chez 130 patients (75,15%) et loco-régionales
dans 40 cas (23,12%). Trois patients n’ont pas rechuté pendant le suivi (2 rhabdomyosarcomes
embryonnaires et un léiomyosarcome). Les rechutes métastatiques présentaient une altération
de TP53 chez 30% des patients (N=39) alors qu'une anomalie de TP53 n’était présente que
dans 7,5% des rechutes loco-régionales (p=0,017). On ne retrouve pas de corrélation entre les

voies moléculaires étudiées et le type de rechute.

Génes Cohorte localisée ~ Rechute loco-régionale Rechute métastatique p-value
N= 173 (Fréquence) N=40 (Fréquence) N=130 (Fréquence)

TP53 54 (31,21%) ' 3(7,5%) 39 (30%) - 0.017
CDKN2A | 26 (15,02%) 7 (17.5%) 13 (9.95%) - 0.362
RB1 28 (16,18%) 1(2,5%) 22 (16,92%) - 0.106
CDK4 | 12 (6,93%) 5 (12.5%) 7 (5,38%) - 0.07
MDM2 11 (6,35%) ' 5(12.5%) 6 (4,62%) - 0.037
PTEN | 13 (7,51%) 1(2.5%) 10 (7,69%) 1 0.559

Tableau 6 : Corrélation entre le type de rechute et les anomalies moléculaires les plus fréquentes.

En ce qui concerne les localisations métastatiques, 149 patients (63,68%) ont développés des
métastases pulmonaires au cours de 1’évolution de leur maladie. La présence de métastases
pulmonaires étaient corrélées aux anomalies de TP53 (p=0,033). Parmi les patients avec des
métastases pulmonaires, 27,52% (N=40) avaient une altération de TP53, alors que celle-ci était
présente chez 15,29% (N=13) des patients sans métastases pulmonaires. La voie des PI3K
¢taient significativement plus souvent impactée dans les maladies métastatiques pulmonaires

avec une fréquence de 14,09% en présence de métastases pour une fréquence d’altération de
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4,71% chez les patients en I’absence de mutation de la voie des PI3K (p=0,025). A I’inverse, la
présence d’une anomalie de CDKN2A était retrouvée chez 8,05% (N=12) des patients avec
métastases pulmonaires et chez 16,47% (N=14) des patients ne présentant pas de métastases

pulmonaires (p=0,049).

Dans notre cohorte, 59 patients (25,21%) ont développé des métastases hépatiques au cours du
suivi. La présence de métastases hépatiques était fortement corrélée a une altération de TP53
(p=0,008). Celle-ci étaient présente chez 35,59% des patients avec métastases hépatiques
(N=21) contre 18,86% des patients sans maladie hépatique (N=33). CDK4 n’¢était altéré chez
aucun patient présentant des métastases hépatiques, alors qu’une altération de CDK4 était

retrouvée chez 6,86% des patients en 1’absence de métastases hépatiques (p=0,04).

Aucune corrélation n’a été retrouvée entre la présence de métastases osseuses et les différentes

altérations moléculaires pour les 49 patients présentant des métastases osseuses.

Dans notre étude, 40 patients (17,09%) avaient des métastases péritonéales. Parmi eux, 10%
(N=4) présentaient une altération de la voie des RTK alors que 23,71% (N=46) du reste de la
population présentaient une altération de cette voie. L’association avec I’absence d’altération
¢tait particulierement significative lorsqu’on prenait en compte le nombre d’altération sur la
voie par échantillons tumoraux (p=0,002), les tumeurs ne présentant pas de métastases
péritonéales présentaient plus fréquemment de multiples altérations sur la voie des RTK. De
méme, il n’y avait aucune altération de la voie Wnt chez les patients avec une maladie

péritonéale (p=0,025).
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Figure 14 : Fréquence des altérations moléculaires en fonction de la présence de métastases dans les localisations
étudiées.

Corrélation des anomalies moléculaires

La corrélation la plus forte entre les genes étudiés est entre CDK4 et MDM2 (coefficient de
corrélation=0,68). Cette corrélation est expliquée par la biologie car ces 2 génes sont situés dans
la méme région chromosomique et sont fréquemment co-altérés. Ainsi dans notre cohorte,
66,66% des tumeurs présentant une altération de CDK4 présentaient également une
amplification de MDM2 (p<0,001). De méme, 72,73% des patients présentant une anomalie de
MDM2 présentaient une altération de CDK4 (p<0,001).

On retrouve une corrélation faible entre RB1 et TP53 (coefficient de corrélation=0,39). Parmi
les 54 sarcomes présentant une altération de TP53, 19 d’entre eux présentaient également une
anomalie de RB1 soit 35,19%, alors que parmi les tumeurs sans altération de TP53, seulement
4,97% (N=9/181) présentaient une altération de RB1 (p<0,001). De méme, parmi les 28
sarcomes présentant une altération de RB1, 19 d’entre eux présentaient également une altération
de TP53 (67,86%), alors que parmi les 207 patients sans anomalie de RB1, 35 présentaient une
mutation de TP53 (16,91%) (p<0,001). Cette corrélation est également retrouvée entre TP53 et
la présence d’une altération dans la voie du cycle cellulaire, dont nous avons précédemment
décrit que RB1 était un composant majoritaire. Parmi les 54 tumeurs avec une altération de
TP53, 25 présentaient également une altération de la voie du cycle cellulaire soit 46,29%, alors
que 25,97% des sarcomes sans altérations de TP53 présentaient une anomalie du cycle cellulaire

(p=0,004).

Le méme type d’association est retrouvé pour la co-occurrence des anomalies de TP53 et PTEN

(p=0,041), avec une association entre TP53 et la voie des PI3K (p=0,008), avec des effectifs et
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des proportions moins importants : 6 tumeurs altérées PTEN sur les 13 présentaient une
anomalie de TP53 (soit 46,15% versus 21,62% de mutations TP53 en I’absence d’altération de
PTEN). On note I’absence de corrélation entre les altérations de PTEN et la voie p53 (p=0,055).

PTEN
MDM2
CDK4
RBI1
CDKN2A -

TP53

TP53 CDKN2A RBI CDK4 MDM2 PTEN

Figure 15 : Heat maps des génes étudiés, représentant les coefficients de corrélation entre les génes impactés.

Les corrélations des différentes voies moléculaires entre elles sont représentées sur la figure 16.
On retrouve une corrélation entre la voie TP53 et celle du cycle cellulaire, avec un coefficient

de corrélation de 0,576.
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Figure 16 : Heat maps des voies moléculaires étudiées
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3. Etudes de survie

Dans la cohorte entiére, on retrouve une survie globale médiane a partir du diagnostic de 51,2
mois (1C95%=45,8-59,5). A partir du diagnostic de maladie métastatique, la survie globale
médiane est de 31,2 mois (1C95%=26,6-36,4). Pour les maladies initialement localisées, on

retrouve une SSM de 15,7 mois (IC95%=13,4-18,8).

Les ¢études de survie retrouvent un impact pronostic sur la survie globale a partir du diagnostic
initial dans les sarcomes ayant une mutation de TP53 (p=0,05). La médiane de survie globale
est de 56,1 mois chez les patients ne présentant pas de mutation de TP53, alors qu’elle est de

44,9 mois dans les maladies avec altération de TP53. (Figure 17)
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Figure 17 : Survie globale dans toute la cohorte en fonction de la présence d’une mutation TP53

Pour les patients qui avaient initialement une maladie localisée, la SSM était significativement

plus courte si une mutation de TP53 était présente avec une SSM de 13,3 mois contre 17 mois

(p=0,01).
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Figure 18 : Survie sans maladie chez les patients avec une maladie initialement localisée en fonction de la
présence d’une mutation TP53
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Aucune altération ni voie moléculaire ne semble avoir d’impact pronostic sur la survie globale
a partir du stade métastatique. Notamment, la survie globale a partir du diagnostic de métastases
¢tait en médiane de 31,0 mois et 32,9 mois dans les maladies respectivement sans ou avec

présence d’une altération de TP53 (p=0,6).

A visée exploratoire, nous avons fait des études de survie au sein des trois groupes de sarcomes
(GIST, STM et tumeurs osseuses). Pour les STM initialement localisés, la SSM ¢était
significativement meilleure en 1’absence d’anomalies de TP53, avec une SSM médiane de 15,9
mois contre 12,7 mois en présence d’'une mutation TP53 (p=0,04). Nous n’avons pas retrouvé

de différence en survie globale pour les STM en fonction de la présence ou non d’une altération

de TP53 (p=0,5).
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Figure 19 : Survie sans maladie chez les patients avec un STM initialement localisé en fonction de la présence
d’une mutation TP53

Bien que non significatif, on retrouve une tendance a une SSM d’autant plus diminuée que le

nombre d’altérations de la voie p53 est important (Figure 20).
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Figure 20 : Survie sans maladie chez les patients avec une maladie initialement localisée en fonction du nombre
d’altérations de la voie p53
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4. Traitement par anthracyclines

Un traitement par anthracyclines a été nécessaire chez 85,41% des patients (N=199). Ce
traitement a été délivré dans un cadre adjuvant dans 10,55% des cas (N=21), dans un contexte
néo-adjuvant dans 21,61% des cas (N=43) et a ’encontre d’une maladie métastatique dans
67,84% des cas (N=135). Il a été prescrit en monothérapie dans 23,12% des cas (N=46) et en
polychimiothérapie chez 153 patients (76,88%).

Le taux de réponse globale était de 38,79%, soit une réponse observée chez 64 patients. La
survie sans progression médiane sous anthracyclines était de 9,69 mois (IC95%=8,05-11,47).
Aucune anomalie moléculaire n’a été corrélée a la réponse sous anthracyclines ni a la survie

sans progression sous anthracyclines.
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Discussion

1. Limites de notre étude

Notre travail a consisté a implémenter rétrospectivement les données cliniques de deux essais
cliniques dont I’objectif était le profilage moléculaire de tumeurs a un stade avancé. Ceci a eu
pour effet un biais de sélection de tumeurs ayant déja eu les lignes thérapeutiques standards
avec des patients toujours aptes a étre inclus dans un essai thérapeutique. On constate ce biais
de recrutement par un pronostic particuli¢rement favorable des patients inclus dans notre
analyse. Le nombre médian de lignes thérapeutiques systémiques regues est de 4, alors que dans
la pratique clinique le nombre médian de lignes thérapeutiques total est de 3°4. On observe
¢galement une proportion importante de patients ayant bénéficié du traitement loco-régional
des métastases (>60%). La survie globale médiane au stade métastatique est de 31,2 mois dans
notre étude, alors qu’il est aux alentours de 20 mois en pratique clinique. Ceci se traduit
¢galement dans la répartition des sous-types histologiques, avec peu d’UPS et une
représentation importante notamment des sarcomes du stroma endométrial. Notre cohorte a de
ce fait dans son ensemble un pronostic significativement meilleur qu’attendu dans une cohorte

de sarcomes traités hors essai.

Les panels NGS réalisés dans ces essais ne contiennent pas certaines anomalies qui sont
désormais décrites, notamment des anomalies épigénétiques. Par ailleurs les techniques de
aCGH et panels NGS n’ont pas d’aussi bonnes performances diagnostiques que le s€quencage
complet des ARN messagers (RNAseq) ou le séquengage complet des exomes. Cependant, ces
techniques sont actuellement réservées a la recherche et ne peuvent étre généralisées a la

pratique clinique de routine.

L’hétérogénéité des présentations cliniques, des sous-types histologiques et des prises en charge
rend difficile les analyses statistiques dans tous projets de recherche dans le domaine des
sarcomes. Cependant, méme en 1’absence de puissance significative, notre travail est le premier
a décrire les présentations cliniques (notamment localisations primitives et métastatiques) en

fonction des anomalies moléculaires tumorales.
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Afin de limiter I’hétérogénéité, nous avons regroupé les voies moléculaires et certaines entités
cliniques entre elles, en essayant de donner un sens au nombre important de données cliniques

et moléculaires.

En termes de description moléculaire, les génes retrouvés mutés le plus fréquemment dans notre
cohorte sont cohérents et retrouvés dans les mémes proportions que les données de la littérature,

donnant une validité externe a nos analyses!®.

2. Description moléculaire

Au sein d’une cohorte de 235 patients traités pour des sarcomes avancés, nous retrouvons que
les génes le plus fréquemment mutés sur nos panels NGS sont TP53, RB1 et CDKN2A.
Comparativement aux données moléculaires du TCGA dans les sarcomes, ATRX n’était
présent dans aucun de nos deux panels et la fréquence dans notre cohorte n’est donc pas connue.
Les voies moléculaires du TCGA le plus souvent impactées sont la voie de p53, la voie du cycle
cellulaire et la voie des récepteurs aux tyrosines kinases. CDKN2A et RB1 appartenant a la voie

du cycle cellulaire, et pS3 a sa propre voie, ces données sont cohérentes.

RBI1 est statistiquement significativement plus souvent exprimés dans les STM et CDKN2A
dans les GIST. Nous avons pu décrire pour les 1éiomyosarcomes, les liposarcomes, les UPS, les
synovialosarcomes, les sarcomes du stroma endométrial et les rhabdomyosarcomes une
fréquence d’altération des génes TP53, CDKN2A, RB1, CDK4, MDM2 et PTEN. II est
cohérent de retrouver une fréquence élevée d’anomalies de CDK4 et MDM?2 au sein des
liposarcomes dont 1’amplification constitue I’anomalie driver. Nous avons classifi¢ 764
anomalies moléculaires selon les voies moléculaires du TCGA et décrit pour chacun des sous-
types histologiques sus-mentionnés la distribution des altérations dans ces voies.

Nous avons corrélé les données moléculaires et cliniques pour décrire des fréquences
d’altérations dans les genes les plus fréquemment mutés et les voies moléculaires du TCGA en

fonction des localisations primitives et métastatiques.
Enfin, nous avons pu retrouver des corrélations entre certains génes mutés et certaines voies

moléculaires entre elles. La corrélation entre CDK4 et MDM?2 est déja décrite, et confirme la

validité externe de nos données. Nous retrouvons une corrélation entre RB1 et TP53, ainsi
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qu’entre la voie du cycle cellulaire et de p53. Celle-ci est cohérente au vu de I’interaction
biologique entre CDKN2A et TP53 et ’interaction entre CDKN2A et RB1. La co-occurrence
de ces mutations avaient déja été décrites au sein d’une cohorte de sarcomes et pourrait étre

intéressante a comprendre sur le plan de I’oncogenése des sarcomes.

3. Etude de survie et prédictive

A visée exploratoire, nous avons recherché un impact pronostic de certaines mutations sur notre
cohorte. Nous retrouvons un impact pronostic défavorable en survie globale et en survie sans
maladie de la présence d’une mutation TP53. Nos données sont rétrospectives et la cohorte sur
laquelle nous avons travaillé n’avait pas été construite pour explorer ce point. Ces analyses
préliminaires pourraient étre explorées en comparant une cohorte de patients récidivants a une

cohorte de patients non récidivants.

Nos recherches d’impact prédictif n’ont pas retrouvé d’anomalies moléculaires corrélées a la
réponse sous anthracyclines. L’hétérogénéité des prises en charge limite toute extrapolation de
nos résultats. Dans notre cohorte, 85,41% des patients avaient regus un traitement par
anthracyclines (N=199), dont 67,84% en phase métastatique, 21,61% en phase néo-adjuvante
et 10,55% en adjuvant. La majorité des patients avait regu un traitement de polychimiothérapie.
Notre cohorte comportant des sous-types histologiques trés différents avec des sensibilités a la
chimiothérapie tres hétérogenes, il était peu probable de trouver une anomalie statistiquement
corrélée a la réponse ou la survie sans progression sous anthracyclines. A visée purement
descriptive, sans significativité statistique, il est intéressant de noter que le taux de réponse aux
anthracyclines dans notre cohorte était de 50% (N=18/36) en cas de mutation TP53, alors qu’il
¢tait de 35,66% (N=46/129) en I’absence de mutation de TP53.

4. Le role de TP53

TP53 est I’anomalie moléculaire la plus fréquente retrouvée dans les sarcomes. C’est également
la voie moléculaire la plus fréquemment impactée. Elle est corrélée dans notre étude a plusieurs
facteurs de mauvais pronostics : haut grade, rechute métastatique, métastases hépatiques. Il est

intéressant de noter son interaction avec la voie du cycle cellulaire. Notre étude ne permet pas
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de dire si la présence d’une co-occurrence dans la voie p53 et la voie du cycle cellulaire ou

d’une mutation RB1 et de TP53 apporte une information pronostic significative.

TP53 est bien connu comme facteur de mauvais pronostic dans d’autres sous-types
histologiques'??. De fagon intéressante, il est notamment décrit comme facteur de mauvais
pronostic pour les tumeurs localisées, avec une survie sans rechute diminuée. Dans notre étude,
la SSM et la survie globale au diagnostic sont diminuées en cas de présence d’une mutation
TP53, mais pas la survie globale a partir du diagnostic de métastases. Nous suggérons que la
diminution de la survie globale est liée a I’impact pronostic au stade localisé essentiellement.
Par ailleurs, la corrélation entre TP53 et la rechute plus fréquemment métastatique que loco-
régionale est également cohérente avec d’autres études dans d’autres sous-types tumoraux'?3.
Notre étude suggere un role potentiel métastasiant de TP53, cohérent biologiquement avec

d’autres sous-types histologiques.

Par ailleurs, bien que notre étude ne permette pas de conclure a ce sujet, il a été décrit dans les
tumeurs du sein une sensibilité accrue aux anthracyclines dans les tumeurs présentant une
mutation de TP53'24126_ Ces observations sont biologiquement cohérentes, TP53 ayant un role
de gardien du génome. En 1’absence de protéine TP53 fonctionnelle, on peut imaginer une
génotoxicité plus important des drogues de chimiothérapies, et donc une meilleure réponse aux

traitements.

Enfin, il est notable que TP53 est une protéine dont I’atteinte est facilement caractérisable a bas

colit par immunohistochimie, avec un bonne reproductibilité!?’.

Nos résultats nécessitent évidemment des confirmations par d’autres cohortes, notamment
prospectives, au vu des limitations précédemment évoquées. Cependant, nous suggérons un
impact pronostic, spécialement en termes de rechute métastatique, d’une mutation de TP53. Il
pourrait étre intéressant, de regarder si on retrouve également un impact prédictif de réponse a
la chimiothérapie par anthracyclines. Si tel est le cas, une étude prospective randomisée pourrait

s’intéresser au role de la chimiothérapie péri-opératoire en cas de mutation TP53.
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Conclusion

Notre travail est la premiere description corrélant les répartitions des mutations les plus
fréquentes et des voies moléculaires du TCGA impactées dans les sarcomes aux caractéristiques
cliniques sur une cohorte aussi large. Notre travail suggere une corrélation entre la voie p53 et
celle du cycle cellulaire, qu’il serait intéressant d’explorer sur le plan biologique de la
carcinogenese. Notre étude suggere également un impact pronostic de la présence des mutations
TP53 dans les sarcomes. Cette donnée nécessite une validation prospective. Ces deux derniers
points pourraient en outre avoir des implications thérapeutiques s’ils sont confirmés. Nos
descriptions moléculaires sont cohérentes avec les données de la littérature, donnant une

validité externe a ceux-ci.
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Titre: Analyses moléculaires de sarcomes avanceés : recherche de facteurs pronostics et
prédictifs en marge de deux essais de médecine de précision (ProfiLER et MOSCATO)

Objectifs: Les sarcomes sont des tumeurs rares et hétérogénes. Notre objectif principal est
la description moléculaire des sarcomes avancés. Nos objectifs secondaires sont la
recherche d’altérations moléculaires pronostiques ou prédictives de réponse au traitement.
Mateériel et Méthodes: Les profils moléculaires et données cliniques des patients traités pour
des sarcomes inclus dans deux essais de médecine de précision, MOSCATO et ProfiLER,
ont été analysés. Les analyses moléculaires consistaient en un panel de séquencgage
nouvelle génération et des puces d’hybridation génomique. Des tests de Student et du Chi2
ont été faits pour étudier la corrélation entre les anomalies moléculaires et les données
cliniques. L’étude de survie a utilisé un modeéle univarié du log-rank, pour la survie sans
maladie, la survie globale et la survie sans progression sous anthracyclines.

Résultats: 235 patients ont été inclus. La maladie était initialement localisée chez 173
patients. La cohorte était constituée de 73,19% de sarcomes des tissus mous, 20,85% de
sarcomes osseux et 5,96% de GIST. Les six génes impactés le plus fréquemment étaient
TP53, RB1, CDKN2A, PTEN, CDK4 et MDM2. Les altérations de TP53 étaient corrélées
avec une rechute métastatique plutét que loco-régionale (p=0,02). La présence d’'une
altération de TP53 était associée a une moins bonne survie sans maladie (p=0,01). Une
altération de TP53 conférait un moins bon pronostic en termes de survie globale (p=0,05).
Conclusion: Un impact pronostic des altérations de TP53 est suggéré dans notre étude.
Celui-ci nécessite des analyses complémentaires pour confirmation.

Mots clés: Sarcomes, biologie moléculaire, médecine de précision, TP53, pronostic

Title: Molecular description of advanced sarcomas: prognostic and predictive markers in a
pooled analysis of MOSCATO and ProfiLER studies

Objective: Sarcomas are rare and heterogeneous. The aim of this study was the molecular
description of sarcomas, and identification of molecular alterations as prognostic or
predictive of response to treatment.

Methods: Molecular profiles and clinical data of patients included in two French multicentric
prospective precision medicine clinical trials, MOSCATO and ProfiLER, were analyzed.
Molecular analysis was done on archived tissue or fresh tumor biopsy, and consisted of NGS
panels with aCGH. Correlations between clinical and molecular data were done using Chi2
or Fisher tests and Student or ANOVA tests, as required. Clinical and molecular data were
included in univariate model using log-rank test to seek for correlation with overall survival
(OS), disease-free survival (DFS) and progression-free survival with anthracyclines.
Results: 235 patients were included in this pooled analysis. The majority were soft-tissue
sarcomas (73,2%), followed by bone sarcomas (20,8%) and GISTs (5,9%). The six most
frequently altered genes were TP53, RB1, CDKN2A, PTEN, CDK4 and MDM2. First
recurrence was metastatic in 130 patients and local in 40 patients. TP53 alterations were
significantly correlated with metastatic rather than local relapse (p=0,02). The presence of
TP53 mutation was significantly associated with worse outcomes in terms of DFS in log rank
model (p=0,01) as well as in terms of OS from initial diagnosis (p=0,05).

Conclusion: A prognostic impact of TP53 mutations in patients with advanced sarcomas was
suggested. These results warrant further confirmatory analysis.

Keywords: Sarcoma, molecular biology, prognosis, TP53, precision oncology
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