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Titre : Evaluation des biopsies liquides dans les s arcomes
des tissus mous : faisabilité et corrélation cliniq ue de la
détection de cellules tumorales circulantes et d’AD N
tumoral circulant

REsSUME : Les sarcomes des tissus mous (STM) représentent un groupe de
tumeurs hétérogenes regroupant plus de 70 histotypes différents. Environ 40% des
STM traités évoluent en situation métastatique. Malgré cette hétérogénéité, la prise
en charge des STM métastatiques est la méme : le plus souvent palliative (médiane
de survie entre 12 et 18 mois) reposant sur une chimiothérapie par doxorubicine et
un monitoring de la maladie par imagerie.

Nous avons émis I'hypothese que les biopsies liquides permettraient de suivre la
réponse au traitement et orienteraient vers des thérapies ciblées chez des patients
atteints de STM avancé. Les objectifs de ce travail étaient d’évaluer la faisabilité et la
pertinence pronostique du taux de cellules tumorales circulantes (CTC) et d’évaluer
limpact théranostique du séquencage de I’ADN tumoral circulant (ADNtc) dans cette
population de patients.

Afin d’évaluer la faisabilité et I'impact clinique de la détection des CTC, nous avons
mis en ceuvre une étude prospective (BIP) incluant des patients atteints de STM
meétastatique et débutant un traitement systémique. Nous avons inclus 76 patients
entre juillet 2017 et décembre 2020. Nous avons choisi la technologie ISET basée
sur la taille des cellules étant donné I'absence de marqueur membranaire universel
compromettant l'utilisation de technigues basées sur la cytométrie. Les CTC étaient
recueillies a l'inclusion, au 2eme et 4éme cycles de traitement. Grace a l'utilisation de
critéres cytopathologiques, nous avons pu identifier des CTC chez 56 patients (74%).
Le taux moyen de CTC était de 22/10 mL et le nombre médian de 11 CTC/10 mL (O-
123 CTC/10 mL). Le nombre de CTC a l'inclusion n’était corrélé ni au nombre de
sites métastatiques, ni au sous type et grade histologique. Il n’était pas non plus
corrélé avec la survie sans progression (PFS) et la survie globale (OS) quelque soit
le seuil choisi (>=1 CTC ou >=médiane). De méme, les patients ayant une diminution
du taux de CTC >25% entre le 1er cycle et le 2éme cycle de traitement n'avaient pas
une meilleure PFS que ceux ayant une stabilité ou une augmentation du taux de
CTC.

Dans une seconde étude multicentrique, 98 patients atteints de STM avancé ont été
inclus dans 2 études de profil moléculaire (BIP et STING) : 'ADNtc ainsi que les
biopsies tissulaires (si présentes) ont été séquencés sur le panel FOUNDATION
ONE LIQUID CDx Assay (324 genes, charge mutationnelle, instabilité microsatellite).
Nous avons pu mettre en évidence au minimum une altération actionnable chez 30
patients (31%). Notre RCP moléculaire a permis l'orientation de 21 patients (21%)
vers des thérapies ciblées sur ces mutations, 9 (9%) ont été inclus dans des essais
cliniques. Nous avons par ailleurs analysé le profil moléculaire de 40 patients ayant






un séquencage ADNtc/biopsie tissulaire. Les biopsies tissulaires de 7 patients
n'étaient pas contributives. Nous avons identifié les mémes altérations actionnables
dans I’ADNtc et le tissu pour 5 patients (15%), aucune pour 17 patients (52%), un
nombre plus important sur le tissu que sur 'ADNtc chez 10 patients (30%)
(majoritairement des variations du nombre de copies (67%)) et plus sur 'ADNtc que
sur le tissu pour 1 patient (3%).

Ce travail représente la premiéere étude prospective évaluant la faisabilité et 'impact
de la biopsie liquide chez les patients atteints de STM. Nous avons pu montrer dans
cette cohorte que contrairement aux résultats d’études menées sur des cancers
épithéliaux, le taux de CTC a l'inclusion n’était pas corrélé a une meilleure survie et
gue la dynamique du taux de CTC n’avait pas non plus de valeur prédictive. Nos
résultats démontrent également que le séquencage de I’ADNtc pourrait étre utilisé a
visée théranostique pour les STM avancés.

Mots clés: sarcomes des tissus mous, biopsies liquides, cellules tumorales
circulantes, ADN tumoral circulant, impact pronostique, théranostic.






Title: Liquid biopsies in soft-tissue sarcoma: feas ibility of
detection of circulating tumor cells and DNA and cl inical
correlations

Abstract: Soft-tissue sarcomas (STS) are a heterogeneous group of rare tumors
including more than 70 different substypes. Up to 40% of patients will develop
metastatic disease. Patients with advanced STS have palliative purpose: they are
generally treated in the same manner with doxorubicin-based chemotherapy.
Individual therapy response is monitoring by repeating CT imaging which may
represent an important burden for patients with advanced disease.

We hypothesized that liquid biopsies are a tool to monitor therapy response and
allow the identification of genomic aberrations with potential to influence and
personalize therapy. Objectives of this work were to evaluate the prognostic
relevance of circulating tumor cells (CTC) and to examine the results of ctDNA
testing to evaluate its theragnostic impact, in patients with advanced STS.

In a first monocentric study, 76 patients with metastatic sarcomas were prospectively
enrolled. CTC were collected at onset, at cycle 2 and at cycle 4 with the ISET method
(isolation by size of tumor cells). CTC were detected at baseline in 56 patients (74%).
The average and median number of CTC were 22 CTC/10 mL (0-123 and were 11
CTC/10 mL (0-123 CTC/10 mL), respectively. The number of CTC at baseline was
not significantly correlated with the number of metastatic sites neither with
histological subtype or with histological grade. CTC count at baseline whatever the
cut-off used (>=1 CTC or >=median value) was not correlated with PFS neither with
OS. Furthermore, patients >=1 CTC before the initiation of therapy but who had
decreased > 25% in CTC count at the time of C2 did not experience significantly
better PFS.

In a second multicentric study, 98 patients with advanced STS have been included in
two ongoing institutional molecular profiling studies (BIP, STING) Genomic analysis
(ctDNA in all cases and tissue when available) was performed by using the FDA
approved Foundation One Liquid CDx Assay (324 genes, tumor mutational burden,
microsatellite instability status). 30 (31%) of the total STS cases harbored at least 1
alteration. Overall, the MTB recommended a matched therapy for 21 patients (21%),
9 patients (9%) were treated in a drug-matched clinical trial. 40 patients underwent
also NGS of tissue besides ctDNA profiling. Biopsies were no contributive for 7
patients. The number of actionable alterations was similar in 5 (15%), whereas it was
higher in tissue than in ctDNA for 10 (30%) patients (the majority of them (67%) being
copy number variants) and in liquid than in tissue for 1 (3%) patient.

This study is the first to investigate enumeration of STS CTC in a prospective study.






Contrary to what it is observed in several other epithelial studies, the baseline level of
CTC was not associated with overall survival and patients with a significant decrease
in CTC levels between inclusion to C2 did not exhibit better PFS to those whose CTC
remains elevated, suggesting a lack of intrinsic prognostic value.

It is also the first study to demonstrate the ability to detect a broad array of
therapeutically relevant alterations using ctDNA testing at a significant rate (31%) in
patients with STS. These data demonstrate that ctDNA profiling has significant
clinical potential in STS.

Keywords : soft tissue sarcoma, liquid biopsies, circulating tumor cells, circulating
tumoral DNA, clinical correlations, theragnostic
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|. Les sarcomes des tissus mous

Les sarcomes, du mot grec « sarkdma » qui signifie littéralement « excroissance de
chair », sont des tumeurs malignes rares (moins de 1% des nouveaux cas de cancer
en France) d’origine mésenchymateuse, développées a partir des tissus conjonctifs
et de soutien extra-osseux. lls contrastent avec les carcinomes, autres types de
cancers, d'origines épithéliales, plus fréquents et mieux connus.

Les sarcomes représentent un groupe de tumeurs trés hétérogenes : il existe trois
catégories de sarcomes correspondant a des entités clinico-pathologiques
différentes, d’évolutions individuellement spécifiques et dont les traitements sont
distincts : les sarcomes osseux (10%), les sarcomes viscéraux développés au sein
d’'un organe spécifique dont le représentant le plus emblématique est la tumeur
stromale gastro-intestinale (GIST) (15%) et les plus fréquents, les sarcomes des
tissus mous (STM) (75%).

Les tissus mous sont définis selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) par
'ensemble des tissus non épithéliaux extra-squelettiques de l'organisme, a
I'exclusion des tissus de soutien des organes et des visceres, du systéme réticulo-
endothélial, des séreuses et de la glie (1). lls sont ainsi représentés par les muscles
lisses et striés, la graisse, les tissus fibreux et les vaisseaux. On y adjoint par
convention le systeme nerveux périphérique, car les tumeurs ayant pour origine le
systeme nerveux peériphérique sont similaires aux autres tumeurs des tissus mous.
L’'origine embryologique des tissus mous est essentiellement représentée par le
mésoderme et a minima par le neuro-ectoderme.

Les STM représentent donc I'ensemble des tumeurs malignes ayant pour origine les
tissus de soutien non osseux.

A.  Epidémiologie

1. Epidémiologie analytique

Prédispositions génétiques
Il existe plusieurs prédispositions génétiques relatives aux STM :
- le syndrome de Li-Fraumeni : ce syndrome est rare, a mode de transmission
autosomique dominant. Il est di a la mutation du géne suppresseur de tumeur
TP53 (2), (3), (4), (5),
- le syndrome du rétinoblastome : ce syndrome est une maladie a transmission
autosomique dominante rare caractérisée par une mutation constitutionnelle
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du gene suppresseur de tumeur RB1, situé sur le chromosome 13g14. Chez
ces patients, il existe un risque élevé de développer des tumeurs primitives
secondaires parmi lesquelles les ostéosarcomes se placent en premier
(37.0%) devant les mélanomes (7.4%), puis les sarcomes des parties molles
(6.9%), les fibrosarcomes (3.3%), les chondrosarcomes (3.3%) et les
sarcomes non définis (3.3%) (6),

- la neurofibromatose de type | (ou maladie de Van Recklinghausen) : elle est
caractérisée par une mutation du gene suppresseur de tumeur NF1 (7). Les
patients atteints de ce syndrome présentent un risque accru de développer
des tumeurs malignes des gaines des nerfs périphérigues (MPNST) et dans
une moindre mesure, des GIST (8),

- la neurofibromatose de type Il : elle est caractérisée par la mutation du gene
suppresseur de tumeur NF2. Cette maladie est généralement associée a des
schwannomes du nerf auditif des deux oreilles ou d’autres nerfs.

D’autres maladies génétigues comme la naevomatose basocellulaire, la sclérose
tubéreuse de Bourneville et le syndrome de Werner sont associées a un risque accru
de développer un STM. Le Ilymphcedéme chronique peut causer un
lymphangiosarcome, aussi appelé syndrome de Stewart et Treves.

2. Facteurs extrinseques

Plusieurs facteurs extrinséques sont connus pour augmenter le risque de survenue
des STM. Parmi eux, on retrouve |'exposition aux rayonnements ionisants et ce
méme en l'absence de facteurs de risques. Des sarcomes peuvent, dans de trés
rares cas, étre secondaires a une exposition a des rayonnements de radiothérapie
pour le traitement de lymphomes (9), (10) ou de cancers tels que le cancer du sein
(11). Dans ce cas, le sarcome apparait généralement au niveau de la zone irradi€e.
L'incidence augmente avec la dose de traitement et diminue avec I'adge. La durée
moyenne d’apparition est de 10 ans apres la radiothérapie.

Certains agents chimiques sont aussi incriminés: un lien entre I'exposition au
chlorure de vinyle ou a l'arsenic et I'angiosarcome hépatique a été établi. Un autre
entre I'exposition aux herbicides de type phénoxy ou aux dioxines et les STM en
général a aussi été mis évidence. Les personnes exposees professionnellement a ce
type d’agents présentent un risque plus élevé de développer un STM. Cependant, le
réle de ces agents reste controverseé en raison d’études discordantes (12), (13).

Pour terminer, I'immunodépression liées a certaines infections virales augmente le
risque de STM. Par exemple, le virus d’Epstein Barr augmente le risque de
Iéiomyosarcome chez les sujets porteurs du VIH (14).

Le plus souvent les STM surviennent de fagon sporadique sans étiologie évidente.
L'étude ETIOSARC en cours de realisation se propose d’évaluer les étiologies
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environnementales des sarcomes en France (15). A terme (2022), elle permettra une
meilleure compréhension et détermination des facteurs extrinseques des STM.

B. Epidémiologie descriptive

Les STM sont des tumeurs rares (avec 12 750 nouveaux cas estimés en 2019 aux
USA (16), 2701 en 2018 en France (17)) et représentent environ 1% des cancers
solides chez I'adulte et 15% des cancers chez I'enfant.

En Europe, 4 a 5 nouveaux cas pour 100000 personnes sont diagnostiqués chaque
année, sans différence majeure entre pays (18).

En fonction de I'age, les incidences varient en fonction du type de STM : les
rhabdomyosarcomes surviennent presque exclusivement chez les enfants, les
synovialosarcomes principalement chez les jeunes adultes, alors que les sarcomes
pléomorphes indifférenciés (UPS), les liposarcomes, les Iéiomyosarcomes et les
myxofibrosarcomes dominent chez les personnes agées.

Chez les adultes, le pic d’incidence se situe entre 50 et 60 ans. Pres de 20% des
STM sont diagnostiqués chez des patients agés de plus de 75 ans selon le National
institute of Cancer.

Les STM peuvent atteindre tous les organes avec une incidence de 50% pour les
membres supérieurs et inférieurs, 45% pour I'abdomen, le thorax et les zones
profondes du tronc et 5% pour la téte et le cou.

Ce sont des cancers de pronostic intermédiaire avec une survie nette a 5 ans de
59% pour les cas diagnostiqués entre 2010 et 2015, tout sexe confondu (17).
Concernant la survie globale, tous stades et types histologiques confondus, elle est
d’environ 50 a 60% a 5 ans avec un risque de récidive locale a 5 ans de 10 a 25% et
un risque de maladie métastatique a 5 ans de 20 a 40% (19), (20).

L’étude francaise de Bourcier et al. (2) menée sur environ 6000 patients a, elle, mis
en évidence que le risque de rechute métastatique a 2 ans est d’environ 17% (15 a
25%) et a 5 ans de 10% (5 a 18.5%) tout age confondu. Le risque de rechute tardive
(supérieure a 5 ans) est relativement rare, que ce soit pour la récidive locale (9.3%)
ou métastatique (5.8%) (21). Environ 10% des patients sont d’emblée métastatiques,
dont 80% au niveau pulmonaire (22).

Pour les STM métastatiques, I'étude METASARC de Savina et al. (23) incluant 2165
patients de 3 centres francais réalisée entre 1990 et 2013, a montré qu’a I'exception
des Iéiomyosarcomes, la médiane de survie post-traitement était inférieure a 9 mois
a partir de la 3°™ ligne de traitement.
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Figure 1 : Répartition des sous types de STM (24)

32



C. Facteurs pronostiques

Il a été montré que les facteurs pronostiques suivants sont significativement associés
a une meilleure survie globale :
- I'dge au diagnostic, avec une diminution de la survie nette & 5 ans de 74% a
30 ans a47% a 80 ans (17),
- le sexe, avec une survie supérieure chez la femme jeune comparativement a
’homme jeune (a 30 ans : 80 % versus 71% respectivement) mais aux ages
plus avancés survie inférieure chez la femme (50% pour les hommes de 80
ans versus 44% pour les femmes) (17),
- le sous-type histologique comme le Iéiomyosarcome,
- lataille de la tumeur,
- la profondeur,
- le grade,
- la mise en place d’un traitement locorégional,
- Il'inclusion dans un essai clinique,
- la combinaison de chimiothérapie en premiére ligne de traitement.

Un grade élevé au diagnostic est associé, quant a lui, a une diminution de la survie
globale.

Dans d’autres types de cancers, d’autres facteurs pronostiques ont été étudiés et ont
montré une bonne corrélation avec le pronostic, comme les marqueurs
hématologiques de l'inflammation tel que le ratio neutrophiles sur lymphocytes, la
protéine C réactive, le ratio plaquettes sur lymphocytes, le ratio lymphocytes sur
monocytes (25), (26), (27), (28), (29).

La méta-analyse menée par Li et al (30) reprend 23 études évaluant ces marqueurs
hématologiques dans les STM et met en évidence qu’ils pourraient étre de bons
facteurs pronostiques pour les patients atteints de STM de haut grade et pour des
STM développés aux extrémités des membres.

L'étude de Brewster et al. (31) montre qu’une lymphopénie au diagnostic de STM est
associée a une mortalité plus importante.

D. Histologie

Les STM sont des tumeurs trés hétérogenes avec plus de 70 sous types
histologiques différents (1) et tout autant de sous types moléculaires. Les sous types
les plus fréquents sont (Figure 1) :

- le liposarcome (12%),

- le Iéiomyosarcome (12%),
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- IUPS (11%).

lls sont d’'une agressivité variable méme au sein d’'un méme sous type histologique.

E. Classification des sarcomes des tissus mous

Du fait de leur hétérogénéité et de leur complexité, la classification des sarcomes des
tissus mous se base, en plus des informations cliniques générales (age, la
localisation de la tumeur primitive etc.) sur les 3 facteurs suivants :

- lanalyse descriptive histologique compléte rapportée selon les termes de la
derniere classification de [I'OMS avec wune analyse moléculaire
complémentaire si nécessaire (1),

- lanalyse de l'agressivité tumorale évaluée par le grade histologique de la
Fédération nationale des centres de lutte contre le cancer (FNCLCC),

- I'évaluation de I'extension tumorale résumée par le stade TNM de I’American
Joint Cancer Committee (AJCC) et de I'Union internationale contre le cancer
(UICC).

Les STM présentent aussi des caractéristiques génétiques propres (1), (33). Celles-
ci peuvent étre classées en deux grands groupes : les sarcomes a « génomique
simple » et les sarcomes dits a « génomique complexe » (Figure 2).

Les premiers présentent une altération spécifique driver forte, associée a des
comportements clinigues caractéristiques. On peut les classer en trois sous-
groupes.

Le premier regroupe les STM ayant des translocations spécifiques comme les
synovialosarcomes caractérisés dans plus de 80% par la translocation
t(X;18)(p11.2;g11.2) produisant un géne de fusion SYT/SSX1 ou SYT/SSX2, ainsi
gue les liposarcomes myxoides, caractérisés de fagcon pathognomonique par la
translocation t(12;16)(q13;p11) produisant le gene de fusion FUS/DDIT3.

Le deuxiéme regroupe les STM ayant des mutations somatiques spécifiques dans
des génes et des voies de signalisation clés spécifiques, telle que celle de c-KIT
dans les GIST.

Le dernier regroupe les STM ayant des anomalies de nombre de copies d’ADN
comme I'amplification distincte constante de la région chromosomique 12q13-15
comportant les génes MDM2 et CDK4 dans les liposarcomes bien différenciés.

Les sarcomes du second groupe a « génomique complexe » se caractérisent par des
aberrations chromosomiques de nombre et de structure non récurrentes. Ce groupe
est principalement constitué de tumeurs a cellules fusiformes et/ou pléomorphiques,
c’est a dire aux noyaux irréguliers, parfois monstrueux, aux nucléoles proéminents, et
de formes et de tailles variables. Les principaux représentants de cette classe sont :
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(A) Sous groupes de STM avec leur translocations. (B) Différentes anomalies moléculaires dans la plupart des sous groupes de
STM. (C) Taux des altérations de PTEN (mutations et délétions profondes) dans les sous groupes les plus fréquents de sarcomes

Figure 3 : Différentes translocations et altération

s moléculaires dans les STM (32)
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- les léiomyosarcomes, a différenciation musculaire lisse. On les retrouve
principalement chez les personnes agées. lls ont un mauvais pronostic, avec
un risque de rechute métastatique > 50%,

- les myxofibrosarcomes, tumeurs mésenchymateuses fibroblastiques
caractérisées par un stroma myxoide. Les myxofibrosarcomes sont les
tumeurs les plus fréquentes chez I'adulte et sont généralement de bas grade,
avec un risque élevé de rechute locale mais un risque métastatique plus
faible,

- les sarcomes indifférenciés/inclassés. Ce terme, introduit dans la classification

WHO de 2013, regroupe une partie des anciens histiocytomes fibreux malins,
et regroupe des tumeurs mésenchymateuses non rattachables aux autres
catégories établies, et pouvant avoir une prédominance de cellules fusiformes,
rondes, épithélioides ou encore pléomorphes. Dans ce dernier cas on parle de
sarcomes indifférenciés pléomorphes (UPS),
- les liposarcomes dédifférenciés appartiennent aux sarcomes a génomique
complexe de par leurs remaniements génétiques complexes et le caractére
pléomorphe et/ou fusiforme des cellules constituant leur partie dédifférenciée,
mais ils forment un groupe a part, car ils font aussi partie des sarcomes a
« génomique simple ».

A noter gu’aucune altération spécifique n'a été associée a un type histologique (34).
Elles apparaissent de maniere sporadique. On peut cependant noter plusieurs
inactivations majeures que sont celles de TP53 et de RB1, ainsi que celle de PTEN
et de ATRX, qui sont observées dans 30% des sarcomes a génomigue complexe
(35).

La figure 3 (Figure 3) résume les différentes translocations ainsi que les différents
types d’altérations moléculaires dans les STM.

Au-dela du cadre strictement nosologique, le diagnostic moléculaire des sarcomes a
permis de rassembler des entités microscopiguement distinctes mais présentant des
anomalies génétiques identiques, de différencier des tumeurs morphologiquement
identiques mais présentant des anomalies moléculaires différentes tout en apportant
un espoir thérapeutigue majeur en offrant une cible aux thérapies ciblées existantes
ou en cours de développement, a l'instar de la révolution engendrée par I'imanitib
dans les GIST ou les inhibiteurs de NTRK (neurotrophic tyrosine receptor kinase)
chez des patients présentant une fusion du gene NTRK.

Ainsi, cette classification est primordiale des le début pour une prise en charge
thérapeutique et un suivi optimum du patient.
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F.  Prise en charge thérapeutique

Selon les recommandations de TESMO-EURACAN 2018 (36) la prise en charge de
tous les STM, dés lors que le diagnostic de sarcome est évoque, doit se faire
obligatoirement de facon multidisciplinaire. Le diagnostic et le suivi doivent se faire
dans des centres de références sarcome et/ou faisant partie d'un réseau d’expertise
multidisciplinaire. En France, ce sont les réseaux anatomopathologique et clinique
« Réseau de Référence en Pathologie des Sarcomes des tissus mous et des
visceres » (RRePS) et le « Réseaux de référence Cliniques » (NetSarc), labellisés
par I'Institut National du Cancer, qui offrent aujourd’hui les moyens structurés de faire
le diagnostic quasi formel d’'un STM et de faciliter 'accés a un traitement adapté
dans un centre spécialisé (Figure 4).

G. Diagnostic

Aprés examen clinique, un bilan initial par imagerie médicale est fondamental pour la
démarche diagnostique. Il constitue le début de la prise en charge multidisciplinaire.
Les objectifs sont : de reconnaitre des tumeurs évidemment bénignes, d’identifier les
critéres de suspicion de malignité (évoquer le diagnostic de sarcome et 'orienter), de
guider les prélevements biopsiques et de réaliser le bilan d’extension local et a
distance.

Toujours selon TESMO-EURACAN 2018 (36), I'imagerie par résonance magnétique
(IRM) est I'examen de choix pour le diagnostic des STM des extrémités, du pelvis et
du tronc. En pratique, une échographie peut étre le premier examen réalisé (plus
facile d’acces) mais elle doit obligatoirement étre complétée par un scanner ou une
IRM.

Aprés évaluation radiologique, l'approche standard consiste en la réalisation de
biopsies réalisées par un chirurgien ou un radiologue aprés RCP dans un centre de
référence.

La biopsie pouvant sous-estimer le grade de la tumeur, une imagerie supplémentaire
(incluant un TEP scanner) peut étre réalisée si un traitement préopératoire est
envisagé. Elle permet en plus de l'anatomopathologie, d’en estimer le grade en
évaluant par exemple la nécrose.

H. Traitement et Suivi

Le traitement repose sur un avis pluridisciplinaire donné lors d’une concertation avec
'ensemble des spécialistes concernés.

Malgré un traitement loco-régional bien conduit, pres de 40% des patients vont
développer une rechute métastatique qui aboutira au déces dans la majorité des cas.
Au stade métastatique, la prise en charge des patients est basée sur une
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Tableau 1 : Criteres RECIST

Lésions cibles

Réponse compléte
Réponse partielle
Progression

Progression
Nouvelles Iésions

RECIST 1.1 (2009)
Maximum 5 par patient
Maximum 2 par organe
Taille =2 10 mm sauf pour ganglions : Petit axe = 15
mm

Somme des plus grands diametres (SPGD) des
Iésions cibles = 0 mm et Ganglions < 10 mm

diminution= 30% de la SPDG par rapport au scanner
prétraitement

SPGD + 20 % (et de =5 mm) par rapport a la

plus petite somme mesurée au cours du suivi
Lésions non cibles : si mesurées > 75 %

Utilisation de la TEP possible
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chimiothérapie palliative dont I'efficacité reste limitée, la survie globale médiane étant
inférieure a 18 mois.

Des études récentes ont montré que l'analyse génétique a haut débit (NGS) des
sarcomes peut permettre d’identifier des cibles thérapeutiques actionnables. Par
exemple I'étude de Lucchesi et al. (37) regroupant le séquencage par NGS de 584
STM a montré la présence d’au moins une altération actionnable chez plus de 40%
de ces STM.

Cette étude centrée sur les STM vient confirmer I'étude de Gounder et al. (38) plus
générale, portant sur 56 histotypes de sarcomes et montrant la présence de cibles
thérapeutiques actionnables ayant un traitement spécifique approuveé par la « Food
Drug Administration » (FDA) chez environ 10% des patients, qu’environ 40% des
patients ont des cibles thérapeutiques actionnables éligibles a des essais
thérapeutiques et que des réponses partielles ou compléetes ont été obtenues grace
a ce type de traitement. Cette étude souligne aussi que le NGS a permis dans 5%
des cas de rectifier le diagnostic initial et d'identifier des résistances a des
traitements.

D’autres études sont en cours comme |'étude MULTISARC qui est une étude
nationale promue par 'INSERM qui évalue ainsi I'impact du séquencage a haut débit
dans la prise en charge des patients atteints de sarcomes avanceés, ces derniers
pouvant bénéficier dans le cadre de cette étude d’'un traitement ciblé adapté au profil
moléculaire.

L’évaluation de l'efficacité des traitements systémiques utilisés chez les patients
atteints de sarcomes nécessite la réalisation répétée d’examens d’'imagerie qui
permettent d’évaluer I'évolution de la maladie selon les critéeres RECIST (Tableau 1).
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Figure 5 : Cadre conceptuel pour distinguer I'hétér

0généité intratumorale spatiale et temporelle (39)
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[I. Prélevements tissulaires et

héterogéneité tumorale
L'utilisation de préléevements tissulaires a visée théranostique présente certaines
limites qui sont communes a tous les cancers. Elles sont principalement de deux
types : anatomiques et génomiques. En effet, d’'un point de vue anatomique, un
acces limité a la tumeur peut augmenter le risque de faux négatifs (40). Le geste
chirurgical de la biopsie peut augmenter les risques de complication péri et post
opératoire (40). La réalisation de ces biopsies a un codt total élevé (hospitalisation,
anesthésie etc.) (41). De plus, le prélevement tissulaire n’est représentatif que du site
biopsié ou opéré et ne permet pas forcément de prendre en compte I'hétérogénéité
de la tumeur.

Il existe deux types d’hétérogénéité tumorale : wune hétérogénéité dite
« intertumorale » qui se réfere a I'nétérogénéité entre les patients ayant des tumeurs
du méme type histologique et une hétérogénéité dite « intratumorale » qui se référe a
I'nétérogénéité entre les cellules tumorales d'un seul patient. Dans cette thése, seule
I'hnétérogénéité intratumorale sera développée. L'hétérogénéité intratumorale peut se
manifester par une hétérogénéité spatiale, qui décrit la distribution inégale de sous-
populations tumorales ayant un statut mutationnel distinct au sein des différents sites
tumoraux ou au sein d'un site tumoral d’'un méme individu, et par une hétérogéenéité
temporelle, terme appliqué aux variations dynamiques de la diversité génétique de la
tumeur au fil du temps et des traitements (42), (39) (Figure 5).

Dans les modeéles d'évolution clonale, I'accumulation stochastique de mutations par
instabilité génomique entraine une augmentation de la diversité génétique, la tumeur
acquérant des sous-clones avec des génotypes distincts au fil du temps (43). Une
telle instabilité résulterait de mutations exogenes (comme I'exposition aux UV ou au
tabac) et d’aberrations dans des processus endogénes (comme des erreurs dans la
réplication et/ou la réparation de 'ADN ou le stress oxydatif) (44), (45).

La chimiothérapie pourrait également augmenter le spectre mutationnel de la tumeur
et créer de l'instabilité génomique (46), (47), (48).

L'hétérogénéité est également générée par la différenciation cellulaire. Dans les
modeles de cellules souches cancéreuses, les cancers sont organisés
hiérarchiquement avec une population semblable a des cellules souches, soutenant
la croissance tumorale par auto-renouvellement et difféerenciation (49).

Le microenvironnement tumoral génére également une hétérogénéité intratumorale
en exercant différentes pressions sélectives dans des régions distinctes de la tumeur
(50), (51), (52), (53).

Ces modeles ne s'excluent pas mutuellement mais agissent ensemble pour créer un
systeme complexe avec de multiples couches d'hétérogénéité établies par les
propriétés génétiques, épigénétiques, transcriptomiques, protéomiques et
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fonctionnelles distinctes des différentes cellules (Figure 6).

On comprend mieux que, lors d’'une biopsie tissulaire a visée diagnostique et
théranostique, le paysage génétique recueilli ne reflete qu’une partie des clones
tumoraux existants et ne permet pas forcément de prendre en compte I'hétérogéneité
spatiale de la tumeur (Figure 7). Cette restriction peut donc mener a des échecs
thérapeutiques en favorisant 'émergence de sous clones résistants au traitement qui
étaient présents en faible quantité dans la tumeur primitive et qui n'avaient pas été
détectés par la biopsie tissulaire (54).

De plus, le prélevement tissulaire a pu étre réalisé dans certains cas plusieurs mois
voire plusieurs années avant la situation clinique imposant d’avoir une information
génétique a visée théranostique. Or, comme nous l'avons vu avec le concept
d’hétérogénéité temporelle, le génome tumoral peut évoluer au cours du temps, ainsi
I'étude génomique de la biopsie ne reflétera pas le paysage génétique de la situation
clinique actuelle et peut donc conduire a une prise en charge non optimale (39).

Face a ce constat, de nouvelles techniques ont donc été développées pour
compléter voire suppléer ce « gold standard ». Parmi elles, on trouve les biopsies
liquides.
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|I1. Biopsies liquides

A. Définition

Selon la définition du dictionnaire du National Cancer Institute (NCI), la biopsie
liquide est « un test effectué sur un échantillon de sang pour la recherche de cellules
cancéreuses ou de fragments d’ADN provenant d’'une tumeur et circulant dans le
sang ». En oncologie, ce terme est utilisé au sens large pour désigner
I'échantillonnage et I'analyse des analytes de divers fluides biologiques,
principalement du sang mais aussi d'autres fluides facilement accessibles tels que
l'urine, l'ascite ou les épanchements pleuraux (56), (57).

Ces analytes contiennent un pool de cellules et/ou de produits cellulaires dérivés de
la tumeur primaire et/ou métastatique. Cela comprend les CTC, I'ADN tumoral
circulant (ADNtc), 'ARN tumoral circulant (ARNtc) et les vésicules extra-cellulaires
notamment les exosomes contenant du matériel génétique tumoral, les plaquettes
eduquées par la tumeur, des métabolites et des protéines (56), (57), (58), (59), (60).

B. Avantages

Les biopsies liquides ont I'avantage de ne pas étre invasives, d’étre beaucoup moins
traumatiques par rapport aux biopsies classiques, d’'étre faciles d’'acces, répétables
et de donner des résultats rapides pour suivre I'évolution en temps réel au cours du
traitement du génome tumoral (61).

De plus, elles reflétent bien le contenu génétique des tissus tumoraux. En effet, par
exemple, la revue de Rolfo et al. (62) retrouve bien une concordance entre le tissu
tumoral et le plasma allant de 68 a 97% pour la primo détermination du statut EGFR
chez des patients ayant un cancer avancé du poumon non a petites cellules.

D’un point de vue scientifique, I'application la plus notable de la biopsie liquide est de
comprendre I'nétérogénéité tumorale. En effet, les biopsies liquides sont le reflet de
'ensemble du pool tumoral (primitive, métastase et rechute) (63), (64), (65), (66),
(67), (68).

La figure 8 (Figure 8) schématise cette représentativite. Par exemple, I'étude de
Paoletti et al. (69) séquencant sur un panel de 130 genes une ou un pool de CTC
chez des patientes atteintes d’'un cancer du sein meétastatique a montré une
concordance de 85% dans au moins une ou plusieurs mutations somatiques
récurrentes et altération du nombre de copies de genes avec les tissus
métastatiques, confirmant que les CTC représentent bien I'hétérogénéité tumorale
spatio temporelle. La revue de Tellez-Gabriel et al. (70) confirme que les CTC sont
représentatives de I'hétérogénéité tumorale dans plusieurs cancers. De nombreuses
études ont aussi été menées en ce sens sur ’ADNtc (71), (72), (73), (74), (75), (76).
Toujours selon le dictionnaire du NCI, « une biopsie liquide peut étre utilisée pour
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Biopsie

tissulaire

Biopsies
liquides

Tableau 2 : Avantages et limites des différents t

Application

Gold standard
histopathologie pour le
diagnostic

Classification et stade du
sarcome

Screening et détection
rapides des patients ayant
un sarcome de haut
risque

Diagnostic et
classification rapide du
sarcome

Evaluation de
I'hétérogénéité tumorale
permettant des
traitements personnalisés

Identification de nouvelles
mutations génétiques lors
d’'une thérapie ciblée avec
adaptation du traitement

Monitorage et suivi de la
maladie résiduelle aprés
chirurgie et/ou rechute

Prédiction de la
dynamique tumorale et
des résultats cliniques

Evaluation rapide de la
réponse thérapeutique

ypes de biopsies (77)

Avantages

Technologie mature, tres utilisée
en clinique

Obtention d’'un diagnostic
cytologique définitif et une
classification du sarcome

Aborde I'nétérogénéité tumorale
spatio temporelle

Peu invasif, isolement dans de
nombreux fluides biologiques

Codt faible, tests rapides et
reproductibles avec une grande
sensibilité

Ratio douleur/ risque minime
Diagnostic précoce du cancer et
surveillance de la progression
de la maladie (surveillance en
temps réel)

Détection de mutations ayant
des cibles thérapeutiques
Evaluation de I'hétérogénéité et

de la dynamique tumorale

Suivi facile et continu du patient

Limites

Perte de I'nétérogénéité moléculaire
intratumorale et intermétastatique

La conservation des échantillons dans
des blocs FFPE altére le séquencage
du cancer, comme les analyses du
génome et de I'exome entier

Geste chirurgical risqué avec
complications post opératoires
possibles, risque de faux négatif
donnant suite a une mauvaise prise en
charge clinique

Geste inconfortable et invasif pour le
patient
Nécessité d’opérateurs trés qualifiés

Délais de planning et de bloc
opératoire

Augmentation du co(t de la prise en
charge

Manque de standardisation des
protocoles

Gestion de petite quantité de matériel
facilement dégradable nécessitant des
méthodes d'analyse extrémement
sensibles et spécifiques

Contrbles des séries peu développés

Risque de faux positif et faux négatif
conduisant a une mauvaise prise en
charge thérapeutique du patient

Changements micro
environnementaux peuvant influencer
la libération ou la quantité de matiéres
biologiques

Nécessité de faire des blancs chez
des patients sains pour tenir compte
des variations pré-analytiques

Ratio bruit de fond-patient faible, en

particulier dans les maladies a un
stade précoce
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diagnostiquer un cancer a un stade précoce, elle peut également étre utilisée pour
planifier un traitement ou déterminer si le traitement est efficace ou si le cancer a
resurgi. Permettre plusieurs prélévements sanguins au fil du temps peut aussi aider
les médecins a comprendre les changements moléculaires qui se produisent dans
une tumeur ».

Ainsi, les biopsies liquides offrent des perspectives intéressantes pour des
applications cliniques, par exemple le diagnostic précoce de cancer, le suivi de la
maladie résiduelle pour détecter précocement les rechutes ou encore le suivi de la
réponse au traitement pour détecter des résistances et adapter le traitement en
conséquence.

Le tableau 2 (Tableau 2) montre les avantages et les inconvénients des biopsies
tissulaires et des biopsies liquides dans les sarcomes (77).

Dans ce paragraphe, nous détaillerons uniquement les CTC, ’ADNtc, les exosomes
et 'ARNtc (78) ainsi que les techniques mises au point pour les étudier. Puis, nous
verrons les différentes études menées sur ce theme dans les STM.

49



Primary tumour

i.
Phenotype 0 4
(cytoplasim) o o |

e 0@

Figure 9 : Propriétés génétiques et phénotypiques de s cellules a l'origine des métastases a I'échelled ela
cellule unique (54)

macraphage (MAR)
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V. Cellules tumorales circulantes

A. Définition

Les CTC sont des cellules originaires de la tumeur primaire ou des sites
métastatiques (80) capables d’envahir les tissus environnants, de passer dans la
lymphe ou la circulation sanguine, dy survivre puis de s’excaver pour coloniser un
nouveau site (Figure 9).

Il est admis que la tumeur primaire relargue chaque jour 10° CTC par gramme de
tumeur. La majorité d’entre elles meurent et seules 0.01% survivent (81). En effet,
une fois arrivées dans la circulation sanguine, elles doivent faire face a de nouvelles
contraintes physiques comme des chocs et les forces de stress, et biologiques
comme le pH, l'anoikis (forme spécifigue d'apoptose, qui est due a un défaut
d’interaction entre la cellule et la matrice extracellulaire) et la surveillance par le
systeme immunitaire (82).

Les CTC circulent soit de maniere isolée, soit regroupées en cluster (83). Les CTC
ne disposent que de quelgues minutes pour s’excaver des vaisseaux (84). Les
clusters ont une capacité d’invasion supérieure a celle d’'une unique cellule. En effet,
il a été montré qu’ils ont une demi-vie dans la circulation sanguine plus faible qu’une
cellule (6-10 min vs 25-30 min) ce qui leur permet de moins subir de contraintes et
donc de mieux survivre. lls ont aussi un potentiel métastatique supérieur de 28-50
fois a celui d’'une unique cellule (85).

Pour survivre dans cet environnement hostile et s’excaver, les CTC vont étre aidées
par d’autres cellules comme les plaquettes, les polynucléaires neutrophiles, les
monocytes/macrophages et les cellules endothéliales (79) (Figure 10).

Une fois dans la circulation, les CTC sont recouvertes de plaquettes grace a
I'expression de facteur tissulaire sur leur membrane. Les plaquettes vont faciliter la
survie des CTC (86), (87). Dans un premier temps, elles vont former physiquement
une couche protectrice sur les CTC en les recouvrant de fibrinogéne (88), (89). Dans
un second temps, elles vont sécréter des facteurs solubles incluant le TGF-B et le
PDGF qui vont inhiber les cellules NK (90) et vont donc permettre aux CTC
d’échapper a la reconnaissance et a la lyse par ces cellules (89), (91), (92). Les
polynucléaires neutrophiles peuvent avoir un r6le dimmunosuppression des
lymphocytes T CD8+ (93), de la clairance intraluminale des CTC par les cellules NK
(94) et un effet pro-métastatique par la sécrétion de métalloprotéases matricielles
favorisant I'extravasation des CTC (95). Lors de leur passage dans la circulation
sanguine, les CTC peuvent par tropisme ou contraintes anatomiques se fixer a la
paroi d’'un vaisseau d’'un nouvel organe. Elles vont alors avoir la possibilité de
s’excaver et de coloniser ce dernier. Cette excavation est médiée par les monocytes.
En effet, ces derniers peuvent étre recrutés par les cellules tumorales en réponse
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Tableau 3 : Résumé des différentes techniques utilisées pour

Immunoaffinité

Immunoaffinité
Enrichissement
positif

Immunoaffinité
Enrichissement
positif

Propriétés
biophysiques

Techniques

EPISPOT® assay

CellSearch®

CellCollector®

Ephesia®

RosettteSep®
(cocktall
d’enrichissement
CTC)

ISET®
ScreenCell®
ClearCell FX®

Sélection

Protéines sécrétées, clivées
ou relarguées

Anticorps anti EpCAM/billes
magnétiques

Anticorps anti EpCAM sur
un stylet en or

Anticorps anti EpCAM ou
autre/systeme
microfluidique

Cocktall
d’'anticorps/centrifugation
par gradient de densité

Taille, filtre

Taille, filtre

Taille, systeme
microfluidique

I'enrichissement et 'isolement des CTC

Principales caractéristiques

Permet le comptage uniquement des CTC
vivantes

Permet I'enrichissement et le comptage
des CTC

Autorisé par la FDA

Méthode semi automatisée

Permet la capture et le comptage des
CTC
Capture in vivo

Permet le comptage et la caractérisation
ultérieure des CTC
CTC obtenues viables

Permet d’enrichir les CTC pour les isoler
De nombreuses analyses sont ensuite
réalisables sur les CTC isolées

Permet le comptage et la caractérisation
moléculaire des CTC

Permet le comptage et la caractérisation
ultérieure des CTC

Isolement et préservation des CTC
permettant de réaliser des analyses de
caractérisation directement sur les
supports

Permet d’isoler les CTC

CTC obtenues viables

De nombreuses analyses sont ensuite
réalisables sur les CTC isolées
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a la sécrétion de CCL2 et favoriser I'extravasation et le développement de
métastases dans les poumons (96), (97).

B.  Potentiel clinique des CTC dans le cancer

Le potentiel clinique des CTC n’a été étudié que depuis ces 20 dernieres années.
Jusqu’a maintenant, il était difficile de distinguer les CTC des cellules
hématopoiétigues sanguines. En effet, elles circulent dans le sang dans des
guantités infinitésimales (2 CTC dans 7.5 mL de sang chez les patients atteints d’'un
ostéosarcome) (98). La valeur pronostique des CTC a été décrite des 2004 dans le
cancer du sein par Cristofanilli et al. (99) : les femmes atteintes d'un cancer du sein
métastatique ayant un taux de CTC élevé (= 5 CTC/7.5 mL de sang) avaient une
progression et une survie globale plus péjoratives. En 2014, Bidard et al. (100) ont
étayé cette conclusion en étudiant 1944 patients de 17 centres européens. lls ont
rapporté que les patients avec un nombre de CTC de base =25 CTC/7.5 mL de sang
avaient une progression plus défavorable (p<0.0001) et une survie globale plus
courte (p<0.0001) que les patients ayant un nombre de CTC <5 CTC/7.5 mL. Dans
le cancer colorectal métastatique, le systeme Cell-Search a recu l'autorisation de la
la « Food and Drug Administration » (FDA) pour stratifier en routine les patients en
groupes pronostiques « favorables » avec un nombre < 3 CTC/7.5 mL dans le sang
et « défavorables » sinon (101), (102), (103).

C. Techniques d’enrichissement et de détection des CTC

Vu leur faible taux dans le sang, une étape d’enrichissement est nécessaire avant de
capturer les CTC (104). Plusieurs technigues ont été développées et sont disponibles
sur le marché.

Ces derniéres reposent soit sur les propriétés physiques des CTC qui peuvent étre
leur taille, leur déformabilité, leur densité ou leur charge électrique soit sur les
propriétés biologiques de ces cellules avec I'expression ou non de protéines de
surface. Nous développons brievement dans ce paragraphe certaines de ces
techniques résumées dans le tableau 3 (Tableau 3).

Pour plus d’'information, les tableaux en annexe résument de fagon non exhaustive
les différents automates disponibles sur le marché (104) (Tableaux en annexe).

1. Techniques basées sur les propriétés biophysiques
Ces techniques, se basant sur les propriétés biophysiques des CTC, présentent
'avantage de les enrichir sans discriminer les cellules EpCAM (epithelial cell
adhesion molecule) négatives, ou ayant un phénotype mésenchymateux ou
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Tableau 4 : Avantages et inconvénients des techniq

Méthode

Densité par
gradient de
pression

Microfiltration

Microfluidique

Dielectrophorése

Méthodes
basées sur
I'immunoaffinité

Avantages

Colt faible
Fiable

Rapidité de filtration de grands
volumes
Excellent rendement

Pureté excellente

Taux de capture élévé

Tres bonne viabilité cellulaire
Faible perturbation cellulaire

Isolation d’'une cellule
Excellent rendement

Pureté excellente
Trés bonne viabilité cellulaire
Tres bonne récupération

ues d’enrichissement des CTC (105)

Inconvéniants

Perte de grandes CTC et de cellules agrégées
Faible pureté
Technique d’enrichissement nécessaire

Faible pureté

Bouchage de la membrane

Différente taille de CTC

Difficultés de décoller les CTC du filtre

Technique longue
Nécessité de prétraitement de I'échantillon pour diminuer les volumes

Volume restreint

Faible pureté

Les propriétés électriques des cellules peuvent étre endommagées
Beaucoup de parameétres doivent étre controlés en méme temps

Manque de marqueurs spécifiques aux cancers
Expression des marqueurs hétérogéne dans les cellules
Problémes avec I'affinité et la spécificité des anticorps



intermédiaire (épithélial et mésenchymateux). Il existe plusieurs types de techniques
basés sur :

- leur taille et/ou leur déformabilité
Partant du postulat que les CTC ont une taille supérieure a celle des éléments
nucléés du sang, plusieurs systemes de microfiltration en 2 ou 3 dimensions ont été
développés.
On peut citer le systeme ISET (Isolation by Size of Tumor Cells) (106) qui utilise une
membrane poreuse comme filtre. Aprés pré-traitement dans un tampon, les cellules
sont filtrées par des pores de 8 um de diamétre. Les cellules nuclées du sang
passent au travers tandis que les CTC sont capturées sur la membrane du filtre.
D’autres techniques utilisant des forces d’inertie et la déformabilité dans des
appareils a microfluidiques ont été développées.

- densité
Ces techniques se basent sur la densité des CTC : par une centrifugation en gradient
de densité, érythrocytes et granulocytes migrent au fond du tube tandis que les CTC
et cellules mononucléaires, de densité plus faible, « flottent » dans une interphase
accessible a leur collecte.

2. Techniques basées sur des parametres biologiques par
immunosélection

Ces techniques sont basées sur lisolement par immunosélection positive ou
négative. Les méthodes d’enrichissement par sélection positive reposent sur une
immunoséparation a l'aide de billes magnétiques conjuguées a un anticorps dirigé
contre des antigenes spécifiques des cellules tumorales. On peut citer le syteme Cell
Search®. En effet, il est le seul approuveé par la FDA américaine pour une utilisation
en clinigue chez des patients atteints d’'un cancer métastatique du sein (2004),
colorectal (2007) ou de la prostate (2008). Il s’agit d’'une méthode d’énumération des
CTC d'origine épithéliale par sélection positive des cellules exprimant TEpCAM. Des
réactifs fluorescents sont ensuite ajoutés pour la détection des CTC. Puis, aprés un
tri dans un champ magnétique, un décompte peut étre effectué par lecture
automatique au microscope a fluorescence.

Les méthodes d'immunosélection négative reposent pour la plupart sur un systéme
de déplétion des cellules non tumorales, porteuses d’antigenes spécifiques (tels que
le marqueur spécifique des leucocytes CD45).

Toutes ces techniques présentent des avantages et des inconveénients, listés dans le
tableau 4 (Tableau 4) (105).
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Figure 11 : Différentes approches technologiqu
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(Immunoaffinity, CellSearch, DEPArray, OnQCHip, OncoCEE® chip, CellCollector)
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(TelomeScan, EPIDROP, chick chorioallantoid membrane assay )

[ Whole exosame sequencing

Whole genome sequencing

Copy number variation

Single nucleotide polymorphism
Quantitative PCR

Whole genome
amplification

— Single cell whole-genome bisulfite sequencing
Single-cell reduced representation bisulfite sequencing
Single-cell post-bisulfite adaptor tagging
Transposase-accessible chromatin using sequencing

L Chromatin immunoprecipitation followed by sequencing

Epigenetic
analyses

— Single-cell RNA sequencing
Nanostring

Single-cell barcode chips
Single-cell Western blotting

Microfluidic image cytometry
Mass cytometry

—_—

es pour l'isolement et la caractérisation des CTC ( 70)
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D. Analyse des CTC

Une fois les CTC enrichies et isolées, il est possible d’analyser leur ADN, leur ARN,
leurs modifications épigénétiques ainsi que leurs protéomes (Figure 11).

En effet, 'analyse de 'ADN contenu dans les CTC peut se faire sur un pool de
cellules mais aussi a I'échelle de la cellule unique. Cette recherche peut se faire sur
un panel de genes ciblés, ou par une approche de séquencage de nouvelle
génération comme le séquencage « Whole Exome » (WES) et le séquencage «
Whole Genome » (WGS).

Pour le séquencage d’une cellule unique, la quantité d’ADN étant tres faible, une
étape de pré-amplification du génome (WGA) est souvent nécessaire. Cette derniére
génere des biais dans la quantification et la représentativité inégale des séquences
générées.

Le séquencage de la cellule unique reste encore un challenge car la couverture du
génome reste faible et I'analyse bioinformatique relativement difficile.

Des techniques permettent d’analyser 'ARN des CTC pour étudier 'hétérogénéité de
'expression des genes de ces dernieres. La aussi, il est possible d'étudier le
transcriptome d’une cellule unigue mais comme pour 'ADN, des progres sont a
faire car il existe des faux positifs dus a I'amplification non linéaire, une couverture
non uniforme, des faux négatifs d’élimination d’alléle dus aux biais d’amplification et
au bruit de fond généré.

E. CTC et sarcomes des tissus mous

Trés peu d’études ont été realisées sur les CTC et les sarcomes des tissus mous.
Cela peut s’expliquer par le fait que les sarcomes sont des tumeurs qui, de par leur
nature mesenchymateuse, n’expriment pas les antigénes spécifiques communs
recherchés dans les techniques d’immunosélection. Nous pouvons noter que des
études ont montré la présence d’EpCaM sur certaines CTC de STM (107) mais pas
sur tous les types (108).

Des études contradictoires sur I'expression de la vimentine (marqueur spécifiqgue de
la dérivation ou de la différenciation mésenchymateuse) par les CTC ne permettent
pas de la classer parmi un marqueur commun des STM (110). A I'heure actuelle, ce
type de technique n’est donc pas souhaitable pour isoler les CTC des STM.

Pour isoler des CTC de sarcomes tout venant, les techniques d’isolation par la taille
semblent étre les plus adaptées. Une étude brésilienne (111) menée sur 11 patients
atteints de STM métastatique ou en rechute a montré la présence et la faisabilité
d’isoler via la technique ISET des CTC avec un taux allant de 2 a 48 CTC pour 8 mL
de sang sans nécessité de marqueurs spécifiques. Cette étude souligne aussi le fait
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Figure 12 : Altérations génétiques détectables dans I’ADNtc (109)
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gu'il est aussi difficile de constituer des cohortes importantes de patients pour ce
cancer rare.

V. ADNtc

A. Définition

L’ADN tumoral circulant (ADNtc) fait référence a I'ADN libre issu de cellules
néoplasiques circulant dans le sang d’'un patient. Il ne représente qu’une fraction
variable et souvent minoritaire de I'ensemble des fragments d’ADN total circulant
(ADNtotc) (112). En effet, l'autre fraction, appelé ADN génomique, provient de
cellules dites « saines » qui peuvent correspondre aux cellules hématopoiétiques,
aux cellules de I'environnement péri-tumoral ou aux cellules en provenance de tissu
sain non péri-tumoral. L’ADNtc mesure environ entre 130-150 bp. Il est libéré
majoritairement lors de I'apoptose cellulaire (113), (114), (115), (109) (Figure 12).

La quantité d’ADNtc reste trés faible dans le sang. En effet, le taux d’ADNtotc chez
un sujet sain varie de 0 a 100 ng/mL de sang, avec une moyenne de 30 ng/mL tandis
que chez les patients cancéreux, il varie de 0 & 1000 ng/mL de sang avec une
moyenne de 180 ng/mL (116). En fonction du stade du cancer, du type, de la masse
et du niveau de vascularisation de la tumeur, cette quantité peut représenter 0.01 a
90% de I'ensemble de I'ADNtotc (117), (118).

La quantité d’ADNtc augmente avec la taille de la tumeur : par exemple, une tumeur
d’environ 100 g (=3 x 10 cellules tumorales) relargue dans la circulation sanguine
3.3% de I'ADNtc (119), (120), (121).

L'un des principaux avantages de I'analyse de I’ADNtc est sa plus grande sensibilité
par rapport aux CTC (122). Les niveaux d'ADNtc, bien que faibles, sont toujours plus
élevés que le nombre de CTC dans le méme échantillon sanguin, et 'ADNtc est
souvent présent chez les patients sans CTC détectable (123). De plus, les analyses
d’ADNtc ont une spécificité élevée car les mutations somatiques trouvées dans
I'ADNtc ne sont pas présentes dans I'ADN normal.
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Figure 13 : Méthodes de détection de ’ADN tumoral

Tableau 5 : Différentes techniques de détection de

/AN
Plasma_ ESOIation m
RARR
Buffy coat— YN/
cfDNA
Red blood—
cells
Approches  PCR dd PCR ET
ciblées de BEAMing
I’ADNtc
NGS Tam-Seq
PARE
Approches  NGS WGS
non
ciblées de
I’ADNtc
WES

Techniques

Sanger sequencing

* Real-time PCR
¢ Standard NGS

* bhiPAP PCR

* ddPCR

* BEAMing

* Modified NGS

CAPP-Seq

Assay sensitivity

0.01%

Détection de mutations

somatiques

Détection de mutations
somatiques dans un panel
de génes prédéfini
permettant une vision plus
large et plus compléte des
régions génomiques

Détection de

réarrangements
chromosomiques
structuraux somatiques

spécifiques

Analyse du génome
complet et des variations
du nombre de copies

Analyse de I'exome entier
et des variations du nombre

de copies

.. 0.00025% ¥

W

Metastatic cancer | ——————s | Mutations relevant
to therapy?

For example, EGFR,
Non-metastatic cancer KRAS, BRAF or ESR1
= mutations

/NN

Non-malignant conditions:
ageing, benign tumours
and/or pre-neoplastic lesions

circulant (123)

I'ADNtc (124)

Taux allant de 1% a 0,001%; teste un petit
nombre de loci spécifiques et peut manquer
des informations substantielles

<0.01% — 0.5% — 2%

moins complet nécessitant un test
personnalisé

5% -1 0%

Pas de nécessité de connaitre a 'avance des
mutations
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B. Techniques de détection de 'ADNtc

Une premiere approche pour la détection de ’ADNtc consiste a faire du séquencage
ciblé. Cette technique se base sur la détection d’une ou plusieurs mutations connues
chez la tumeur primitive (ce qui nécessite d’avoir séquencé au préalable la tumeur).
Plusieurs techniques ont été développées comme la PCR temps réel, la PCR digitale
avec la dPCR ou le BEAMing (beads, emulsion, amplification and magnetics) (Figure
13).

Les technigues par NGS comme le systéme Safe-Segs, le profilage personnalisé du
cancer par séquencage (CAPP-seq) peuvent aussi étre utilisées pour rechercher des
variations du nombre de copies d'un géne, des mutations ponctuelles ou pour
identifier un sous clone. Mais cela nécessite une quantité d’ADNtc importante. Ces
techniques sont plus sensibles que celles non ciblées des lors que les quantités
d’ADNtc sont inférieures a 0.01%.

Le tableau 5 (Tableau 5) résume les différentes technologies pour l'analyse de
I’ADNtc avec leurs avantages et leurs limites (124).

C. ADNTtc et les sarcomes des tissus mous

Il existe quelques études montrant l'intérét de I’ADNtc dans le diagnostic et le suivi
des patients atteints de sarcome des tissus mous.

Les Iéiomoyosarcomes sont connus pour avoir un nombre important de copies de
genes, un taux intermédiaire d’indels et de polymorphismes d'un seul nucléotide
comparés aux autres sarcomes. Deux études portant sur ce type de sarcome ont
montré une corrélation significative ente la détection d’ADNtc et I'extension
meétastatique (125), (126). Ces auteurs notent cependant que cette technique ne
peut s’appliquer que sur des patients ayant une forte charge tumorale (avec
présence de métastases par exemple) et que des techniques plus sensibles sont
nécessaires pour des patients ayant une maladie non progressive ou de petites
tumeurs.

Une étude in vivo portant sur un liposarcome dédifférencié a montré que I'émergence
d'un clone TP53 muté lors de I'étude par NGS de I'ADNtc était corrélée a la
résistance au traitement par un inhibiteur de MDM2, suggérant que le suivi et la
résistance aux traitements pouvait se faire par 'ADNtc pour ce type de sarcome
(127). Les études de Ferreira et al. (128) Mihaly et al. (129), Ogino et al. (130),
Klega, et al. (131) et Braig et al. (132) ont montré que la quantification de 'ADNtc
pouvait monitorer le suivi de la maladie dans des STM avec une translocation
génomique connue.
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Diagnostic
et/ou
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Pronostic

Valeur
prédictive
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Microvesicles
100 nm ~ 1 ym
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5~15pm

Exosomes
30 ~ 150 nm

Protein markers

Lipid bilayer

Figure 14 : Description des exosomes (133)

Tableau 6 : Etudes des exosomes dans les STM (134)

Synovialosarcome

Transporteurs
miR 92-b-3p

Transporteur

miR-791associé a

la résistance
pazopanib

de

de

au

Liposarcome

Transporteurs
de MiR-25-3p
et miR 92a-3p

Rhabdomyosarcome

Transporteurs de miR-1246

et miR-1268, (point
commun entre 5 lignées
cellulaires de
rhabdomyosarcomes)

Transporteurs de miRNa
distincts en dépendant de la
présence ou non du gene
de fusion PAX FOXO1l de
pronostic défavorable

Boosters de [I'efficacité de
TRAIL mais seulement en
combinaison avec le
flavopiridol

Fibrosarcome

Booster de I'efficacité de
limmunogénécité tumorale
antigénique

Potentiels agents immuno
adjuvants quand sont
enrichis avec HSP70
Vecteur du siRNA contre
unee recombinase RAD51
Boosters de I'efficacité de
TRAIL mais seulement en
combinaison avec le
flavopiridol
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VI. Exosomes

A. Définition

Les exosomes font partie de la famille des vésicules extracellulaires. Ce sont des
nanoparticules rondes ayant la taille la plus petite (30~150 nm) de cette famille
(Figure 14). Elles sont constituées de lipides, de protéines (du cytosquelette ou
associées au cytosquelette, d’adhésion, du trafic membranaire, chaperonnes...),
d’enzymes impliguées dans la synthese protéique et du métabolisme cellulaire,
d’ARN, de microARN et d’ADN double brin issus de leur cellule d'origine. lls peuvent
étre relargués dans les conditions normales et pathologiques par les cellules
immunitaires, les cellules souches et les cellules tumorales (135), (136), (137). lls
jouent un réle important dans la communication intracellulaire et dans les échanges
moléculaires (138), (139), (140), (141).

Il a été montré que le contenu des exosomes variait et qu'il était représentatif de leur
cellule d'origine (142), (143), (144) et qu’ils étaient facilement accessibles par une
prise de sang. Par exemple, le sang humain sain contient environ 1,5 milliard
d'exosomes par mL et celui des patients cancéreux plus du double (145).

B. Techniques de détection des exosomes

Il existe des plateformes microfluidiques qui isolent et analysent les exosomes. Ces
plateformes utilisent plusieurs approches d’isolement comme la capture par
immunoaffinité, la filtration sur des membranes, la capture sur des nanofiltres, la
nanofiltration acoustique et le tri par déplacement latéral déterministe. Elles utilisent
aussi différentes technigues d’analyse quantitative des exosomes comme la
détection par fluorescence, la détection colorimétrigue ou la détection
électrochimique (146), (147). Elles permettent d’étudier soit toutes les populations
d’exosomes (plateforme EXOChip) (148), soit une sous population donnée (UNMR
plateforme développée par Shao et al. (149), les protéines (150), TARNm et le
microARN (IMER plateforme développée par Shao et al. (149)) qu’elles transportent.

C. Exosomes et les sarcomes des tissus mous

Peu d’études ont été menées sur les exosomes dans les sarcomes et plus
spécifiguement dans les STM. Le tableau 6 (Tabeau 6) de Massaoutis et al. (134)
reprend et synthétise ces différentes études.
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VII.ARN tumoral circulant

A. Définition

L’ARNTtc fait référence a I'’'ARN libre issu de cellules néoplasiques circulant dans le
sang d’'un patient. Comparé a I'ADN, I'ARN est une molécule relativement instable
dont la demi-vie dans le plasma est d’environ 15 secondes (151). Sa stabilité est
renforcée par son association avec les protéines (152), les complexes
protéolipidiques (153) et les vésicules extracellulaires (154). L’ARNtc fournit des
informations quantitatives et qualitatives sur la tumeur. Toutes les classes d’ARN
peuvent étre utilisées comme biomarqueurs. Cependant, les classes les plus
appropriées sont les ARN messagers (ARNm), puis les miARN et les ARN longs non
codants (ARNInc) qui font partie des ARN non codants (ARNNc). En effet, TARNm
exosomal circulant a été utilisé pour étudier le statut mutationnel de KRAS et BRAF
chez les patients atteints de cancer colorectal (155), et 'TARNm exosomal EGFRVIII a
un potentiel pour le diagnostic des gliomes de haut grade EGFRVIII positifs (156). De
nombreuses fusions de genes liés au cancer du poumon ont été identifiées dans les
ARNmM vésiculaires et non vésiculaires et ont une valeur de biomarqueurs (157).
Parmi la fraction non vésiculaire des ARNtc, 'ARNm de la télomérase inverse
circulante humaine a démontré une plus grande précision diagnostique et
pronostique que le PSA pour le cancer de la prostate (158). En ce qui concerne les
MIARN, ces derniers sont tres stables dans le plasma et le sérum (159). Les niveaux
plasmatiques de miR-196a et de miR-1246 exosomaux peuvent étre utilisés pour le
diagnostic précoce des cancers du pancréas (160). Des panels de miARN se sont
révélés étre des biomarqueurs fiables pour le diagnostic (161) ou le pronostic (162)
du cancer du poumon. Plusieurs études ont montré le réle de 'ARNInc exosomal en
tant que biopsie liquide dans les cancers de la vessie (162), (163), (164), colorectal
(165), (166) et dans le carcinome hépatocellulaire (167), (168), (169).

B. Techniques de détection de 'ARNtc

Le principal défi analytigue associé a l'analyse des ARNtc est le choix de la
plateforme de détection. Des tests quantitatifs de réaction en chaine par polymérase
par transcription inverse (RT-gPCR) et des technologies de séquencage d'ARN
(RNA-seq) ont été mis au point pour quantifier les ARNtc. Alors que la RT-qPCR est
rapide, tres sensible et facile a personnaliser, son débit est généralement faible et
seul un nombre limité d'ARNtc peut étre analysé (170). En revanche, 'ARN-Seq est
une technologie a haut débit utilisée pour fournir une vue plus complete de
I'ensemble du transcriptome, y compris de la détection des genes de fusion, du
profilage de I'expression des génes, le séquencage ciblé, les ARN non codants et de
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I'analyse unicellulaire (161).

C. ARNTtc et sarcomes des tissus mous

Des études ont été réalisées sur 'ARNtc et les sarcomes. En effet, des variations
dans les niveaux de miARN circulant ont été identifiees par RT-qPCR dans un
certain nombre de types de sarcomes dont l'ostéosarcome, le sarcome synovial et le
rhabdomyosarcome. Il a été montré que ces miARN pourraient permettre de détecter
plus précocement que les signes radiologiques, des rechutes ou apparition de
meétastases (171), (172).

Certains miARN spécifiques dans le sérum (172), (173) ou ARNInc (174), (175)

seraient aussi des biomarqueurs spécifigues permettant d’identifier le type de
sarcome dont le patient est atteint.
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Tableau 7 : Résumé des biopsies liquides et de leu  r application en médecine clinique (78)

Analytes

Cellule viable

Cellule apoptotique

ADN
ARN
Protéines

Métabolites

Mutations

Variation du nombre de copies d’un gene
Altérations épigénétiques

Genes de fusion

Variant d'épissage

Information au niveau de la cellule
unique

Essais fonctionnels

Pronostic

Identification de marqueurs prédictifs
Classification de sous types moléculaires
Suivi de I'évolution clonale dans le temps

Identification précoce de mécanismes de
résistance

Suivi de la réponse au traitement

Détection précoce de rechute ou maladie
résiduelle

Biopsie Biopsie liquide
solide
Tissus CTC ADNtc Vésicules
. extra
\ §§§ gellulaires
) & ont
exosomes
,_a’.
Origine
Oui Oui Non Oui
Oui Oui Oui Inconnu
Composants
Oui Oui Oui Oui
Oui Oui Non Oui
Oui Oui Non Oui
Oui Oui Non Inconnu
Informations données
Oui Oui Oui Oui
Oui Oui Oui Oui
Oui Oui Oui Oui
Oui Oui Oui Oui
Oui Oui Non Oui
Oui Oui Non Non
Oui Oui Non Non
Applications en oncologie
Oui Oui Oui Oui
Oui Oui Oui Possible
Oui Possible Possible Inconnu
Non Oui Oui Inconnu
Non Oui Oui Possible
Non Possible Oui Possible
Non Possible Oui Possible

ARN libre

Inconnu

Inconnu

Non
Oui
Non

Non

Possible
Non
Non
Possible

Possible

Non

Non

Inconnu
Inconnu
Inconnu

Non

Inconnu

Inconnu

Possible
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miRNA

Inconnu

Inconnu

Non
Oui
Non

Non

Non
Non
Non
Non

Non

Non

Non

Possible
Non
Non

Non

Non

Inconnu

Non



VIIl. Objectifs

La problématique de ce travail a été d’étudier I'application théranostique des biopsies
liquides dans les STM.

Le tableau 7 (Tableau 7) fait une synthése de I'ensemble des applications possibles
pour chacune des biopsies liquides existantes (78).

L'objectif de notre travail de thése est de déterminer I'impact potentiel de la biopsie
liquide pour une médecine de précision chez les patients atteints de sarcome
avancé. A ce titre, nous avons décidé (1) dexplorer la faisabilité et I'utilité de la
détection de CTC dans le cadre d’'une étude monocentrique prospective et (2) de
caractériser la faisabilité et la valeur théranostique de I'analyse de 'ADNtc dans le
cadre d’'une étude multicentrique prospective.
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Résultats expérimenta ux
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Article 1

Impact pronostique des cellules tumorales circulant es chez
les patients atteints de sarcome des tissus mous une
étude prospective

L’institut Bergonié est 'un des centres de référence pour les STM. Nous avons voulu
évaluer les CTC dans les STM avec l'aide de la technigue ISET dans une étude
prospective unicentrique.

Méthodes : voir les parties « Methods » et « Supplementary Methods » de I'article
joint.

Résultats : voir I'article joint.

Ce travalil fait I'objet d’'une soumission en premiére auteure dans le journal « Journal
of Clinical Oncology » en mars 2022.
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ABSTRACT

Purpose : The detection of circulating tumor cells (CTC) could play an important role
in precision medicine for patients with cancer in several fields such as detection of
malignancy, monitoring of recurrence, and outcomes prognostication. Data related to
CTC in sarcoma are quite limited. This study aims to characterize the prognostic
impact of CTC in patients with advanced sarcoma and treated with systemic therapy.

Methods : Patients with advanced sarcoma were enrolled on one prospective single
center study. CTC were detected by using the ISET method in which CTC are
isolated by filtration based on their large size relative to circulating blood leukocytes.
The association between baseline and on-treatment CTC count with clinical features
and outcome was assessed.

Results : Between July 2017 and December 2020, 76 patients were included in the
study. CTC were detected at baseline in 56 patients (74%). The average and median
number of CTC were 22 CTC/10 mL (0-123 CTC/10 mL) and were 11 CTC/10 mL
(0-123 CTC/10 mL), respectively. The number of CTC at baseline was not
significantly correlated with the number of metastatic sites neither with histological
subtype or with histological grade. CTC count at baseline was not correlated with
PFS neither with OS. Patients who had decreased > 25% in CTC count between C1
and C2 did not experience significantly better PFS than patients with no change or
increase in CTC counts.

Conclusions and relevance : CTC are detectable in most patients with advanced
sarcoma. Further studies are needed to confirm the role of CTC monitoring to predict

treatment efficacy in patients treated with systemic therapy.
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CONTEXT

Key objective

Investigating the prognostic impact of circulating tumor cells (CTC) monitoring in
patients with advanced sarcoma treated with systemic therapy.

Knowledge generated

Our results show that CTC are detectable in most patients with advanced sarcoma
and that CTC decrease during treatment is not associated with improved
progression-free survival.

Relevance

Our results indicate that further studies are justified to confirm the role of CTC
monitoring to predict treatment efficacy in sarcoma patients treated with systemic

therapy.

79



80



INTRODUCTION

Sarcomas represent an heterogenous group of tumors accounting for about 1% of
cancer in adults an 15% in children'. Surgery is the cornerstone of treatment.
However, despite adequate locoregional treatment, up to 40% of patients will develop
metastatic disease. In the advanced setting, doxorubicin-based chemotherapy
represents the standard of care®. Several other agents can be used in patients with
anthracyclines-refractory disease including cytotoxic drugs such as trabectedin?,
eribulin?, gemcitabine combined or not with docetaxel®, high-dose ifosfamide® and
tyrosine kinase inhibitors such as pazopanib’. However, given the limited efficacy of
these agents which is limited with response rate < 10% and progression-free survival
being less than 4 months, their use to treat patients with metastatic STS has
palliative purpose®. It is therefore important to monitor individual therapy response, as
about toxicity and disease progression, inefficient therapy should be avoided. Such a
monitoring is based of repeated CT imaging which may represent an important
burden for patients with advanced disease®.

Circulating tumor cells (CTC) have been considered as potential promising tool to
monitor therapy response in cancer patients. The detection of CTC in the peripheral
blood was associated with prognosis in several tumor types including breast™,

11
|

colorectal'!, prostate'® and non-small cell lung cancer'®. CTC count changes during

treatment may be also predictive of response to treatment*"*3,

Data related to sarcoma-derived CTC are very limited**%°

. Indeed, flow cytometry-
based technologies for detection of sarcoma CTC are limited by the lack of a
universal marker. In this regard, the ‘isolation by size of tumor cells’ (ISET) diagnostic

technique, which relies on the tumour cellular size which is larger than leukocytes
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may represent an interesting approach for CTC enrichment and detection in patients
with sarcoma®2°,
The aim of the study is to evaluate the prognostic relevance of CTC in patients with

STS treated with systemic therapy in the neoadjuvant and advanced setting,

PATIENTS AND METHODS

Patients

Patients receiving chemotherapy treatment for metastatic sarcoma were proposed to
be enrolled in the institutional molecular profiing program  BIP
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02534649). In all cases, the histological
diagnosis was established according to the World Health Organization Classification
of Tumours® by an expert pathologist. Before starting a new line of treatment,
patients received a baseline blood draw for CTC, as well as standard imaging
studies. Patients were treated at the discretion of their physician. Reassessment of
disease status was conducted after two or three cycles of chemotherapy (6-9 weeks,
depending on treatment type and schedule) with the same modalities used at
baseline. Response to treatment was assessed as per RECIST criteria.

CTC counts and cytologic analysis

For the study, 10 mL of peripheral blood was collected in buffered EDTA at treatment
onset, at cycle 2 and at cycle 4. The ISET method was carried out as previously
described®. Blood was filtered through a polycarbonate filter with calibrated 8 ym
diameter cylindrical pores. The membrane was then washed with phosphate-buffered
saline (PBS), disassembled from the filtration device, and dried at air
temperature®'. The membrane was cut into 2 parts containing 6 spots to be stained

and 4 spots to be stored for further studies. The spots were stained using a May-
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Grunwald-Giemsa staining method.  Stained spots were examined by light
microscopy (Nikon ECLIPSE 80i) by an expert pathologist using the following criteria
to characterize the malignant features of the cells: presence of cytoplasmic
irregularity of the nuclear membrane, size of the nucleus, anisonucleosis, high

nuclear/cytoplasmic ratio, and presence of tridimensional sheets of cells.

Statistical analysis

To correlate CTC level profiles during chemotherapy with radiologic or histological
response and other variables, an increase or decrease of at least 25% from CTC
level at baseline was defined as a significant change, as described previously®.
Progression-free survival was defined as the time elapsed between chemotherapy
onset and progression of disease as defined per RECIST criteria®. Overall survival
was defined as the time elapsed between chemotherapy onset and death from any
cause. Statistical analysis was performed using SPSS statistical package version

19.0 (IBM SPSS Inc., New York, NY, USA).

RESULTS

CTC detection in patients with metastatic soft-tissue sarcomas

76 patients with metastatic sarcoma were prospectively enrolled in the study between
July 2017 and December 2020. Their characteristics are described in Table 1. CTC
were detected at baseline in 56 patients (74%). The average and median number of
CTC were 22 CTC/10 ml (0-123 CTC/10 ml) and were 11 CTC/10 ml (0-123 CTC/10
ml), respectively. Characterizations of CTC are presented in Figure 1. The number of
CTC at baseline was not significantly correlated with the number of metastatic sites
neither with histological subtype or with histological grade (Supplementary Table 1).

Analysis of PFS and OS according to CTC levels at baseline
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The median follow-up time was 21.9 months. The median progression-free survival
was 4.7 months (95% CI 3.7-5.7). At the time of statistical analysis, 43 patients were
died and 24 were still alive and 9 were lost. The median overall survival was 14.4
months (95% CI 8.7-20.1). CTC count at baseline whatever the cut-off used (=1 CTC
or = median value) was not correlated with PFS neither with OS (Supplementary

Figure 1).

Analysis of PFS and OS according to change in CTC level from baseline

To investigate whether a change in CTC predicts early progression and/or death, we
compared changes in levels between treatment onset and cycle 2 (3 to 4 weeks after
treatment onset). Patients with no detectable CTC at any time point (n=2) and
patients with available CTC count at baseline only (n=27) were excluded from this
analysis. As shown in Figure 2, no significant difference was observed in terms of
PFS or OS between patients who had decreased > 25% in CTC count at the time of

C2 experienced and the others.

DISCUSSION

Blood represents the ideal compartment to develop non-invasive approaches to
monitor and predict treatment response in patients with cancer. Several protein
markers such as CA15-3 (carbohydrate antigen 15-3) for breast cancer, CA125
(cancer antigen 125) for ovarian cancer, CA19-9 (carbohydrate antigen 19-9) for
pancreatic cancer, CEA (carcinoembryonic antigen) for colon cancer and PSA
(prostate-specific antigen) for prostate cancer are currently routinely used by medical
oncologists to monitor treatment efficacy. However, none circulating biomarker is

available yet for patients with sarcoma.
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To our knowledge, we report here the first study investigating enumeration of
sarcoma CTC in a prospective study including patients treated with approved
therapy. Only few studies aimed to detect CTC detection in patients with sarcoma**%
and most of them included a very low number of patients (mean 44, range 1-225)
(Table 2). Most of these studies used reverse-transcription (RT)-PCR-based methods
to detect CTC**?*. However, this approach is reliable only for translocation-related
sarcomas such as Ewing’ sarcoma which represent less than 30% of all sarcomas™.
More recently, several studies investigated the capacity of flow cytometry-based
technologies for detection of sarcoma CTC** #>?*. However, this approach is limited
by the high heterogeneity of sarcoma and the lack of a universal marker. We have
used here the ‘isolation by size of tumor cells’ (ISET) diagnostic technique which is
an antibody-independent whole blood filtration method relying on the tumor cellular
size which is larger than leukocytes®. Chinen et al already demonstrated the
relevance of ISET to isolate, identify, and characterize sarcoma CTC in a study
including 11 patients with different histological subtypes®®. One advantage of the
ISET method is that it allows the study of CTC morphological features. In a study
including 208 patients (3 of them had sarcoma), Hofman et al demonstrated that
cytopathologic analysis of CTC detected by ISET is a reliable procedure associated
with high specificity and sensitivity in addition to its simplicity, rapidity, and low cost®.
One limitation of our study is that the molecular features of the CTC isolated with
ISET were not investigated. This would have required extensive molecular
experiments which were out of the scope of this study. However, evaluation of CTC
was performed by experts in the field of sarcoma pathology by using rigorous

cytological criteria as previously described®.
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The mean and median numbers of CTC detected at baseline our study (22 and 11,
respectively) was like that observed in the study form Chinen et al (21 and 5) who
used the same methodology®®. Contrary to that observed in several other epithelial

%13 the baseline level of

tumors such as breast, colorectal, prostate or lung cancer
CTC was not associated with overall survival suggesting a lack of intrinsic prognostic
value. Martin Broto et al shown in a study including 35 patients with advanced
sarcoma that a decrease in CTC counts after treatment with the experimental drug
olaratumab was higher in patients with disease control®. This observation was not
found in our study.

Only few drugs are active against sarcomas. Given their modest efficacy and their
safety profile, their timely and appropriate use is key to achieve successful palliation
and improved outcome. Evaluation of clinical benefit is usually based on repeated
imaging. However, imaging procedures are expensive, represent an important
burden for the patient, and require several cycles of therapy before providing a
reliable indication of disease status®. Our results suggest that monitoring CTC count
during treatment is not useful to predict its efficacy and patient outcome. Further
studies are therefore needed to identify innovative methods for therapeutic response
monitoring in patients with advanced sarcoma. In this regard, monitoring of circulating
tumor DNA (ctDNA) may represent a promising approach. Indeed, monitoring ctDNA
has been shown to be useful in evaluating treatment responses and predicting
disease progression or relapse in patients with Ewing sarcoma®® or

leiomyosarcoma®*.
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Table 1. Patient characteristics (n=76)

Median age, (min-max)
Gender

Men

Women

Histological subtype
Leiomyosarcoma
Undifferentiated pleomorphic sarcoma
Liposarcoma

Other

Histological Grade

Grade 1

Grade 2

Grade 3

Unknown or not applicable
Number of Metastatic sites
<2

=2

Performance Status

<1

=2

Treatment regimens
Anthracycline-based regimens
Gemcitabine-based regimens
Trabectedin

Others regimens*

61 (19-88)

37 (49%)
39 (51%)

22 (29%)
17 (22%)
13 (17%)
24 (32%)

4 (5%)

22 (29%)
24 (32%)
26 (34%)

49 (64%)
27 (36%)

67 (88%)
9 (12%)

23 (31%)
20 (26%)
4 (5%)

29 (38%)

*Pazopanib, high-dose ifosfamide, eribulin, low-dose cyclophosphamide
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Table 2. Number of patients included in studies which aimed to

detect CTC in patients with sarcoma

Publication
Dubois SG, et al*
Pfleiderer C, et al®
Peter M, et al*
Kelly KM, et al*’

Thomson B, et a
|19

|18

Avigad S, et a

Gallego S, et al®

West DC, et al**
Satelli A, et al*?
Vo KT, et al*®
Zhang, H, et a

24
|

Hofman, V, et al®

Chinen, L, et al®

Balasubramanian, P, et al*’

Hasegawa, N, et al*®

Martin-Broto J, et al ?°

Number of patients included
1
16
36
11
12
26
16
28
28
225
23
3
11
15
1
51
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Figure 1. Cytomorphologic criteria for circulating sarcoma cells obtained by the
isolation by size of epithelial tumor cell method in one patient with advanced alveolar
rhabdomyosarcoma (A) and one patient with advanced desmoplastic tumor (B) Black
arrows: increased cellular nucleo-cytoplasmic ratio with hyperchromatic, irregular
nucleus (size = 12 um); red arrows: pores of the filter and star: polynuclear
neutrophil), MGG staining, magnification x 40
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Figure 2. Kaplan Meier Curves of Progression-Free (A) and Overall survival (B)
according to early CTC count decrease (blue line: decrease > 25% in CTC count at
the time of cycle 2 compared to baseline; green line: no change, increase or
decrease <25%).
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Supplementary Table 1 . CTC count according to Histological Subtype and Histological Grade

HISTOLOGICAL SUBTYPE

Leiomyosarcoma UPS Liposarcoma Others

CTC value Below the median 11 9 5 15
Above the median 11 8 8 9

Total 22 17 13 24

HISTOLOGICAL GRADE

1 2 3 NA

CTC value Below the median 4 11 12 15
Above the median 0 11 12 11

Total 4 22 24 26
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Supplementary Figure 1 . Kaplan Meier Curves of Progression-Free (A-C) and
Overall survival (B-D) according to CTC count at baseline. A-B. Kaplan-Meier curves
of progression-free (A) and overall survival (B) according to CTC count at baseline
(green line: CTC count = 1/10 ml, blue line: CTC count < 1/10 ml). C-D. Kaplan-Meier
curves of progression-free (C) and overall survival (D) according to CTC count at
baseline (green line: CTC count = median value, blue line: CTC count < median
value).
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Article 2

Etude du profii de I'ADN tumoral circulant chez des
patients atteints de sarcome des tissus mous avancé S

L'institut Bergonié et le centre Gustave Roussy ont collaboré pour cette étude
prospective multicentrigue. Nous avons voulu évaluer I'impact théranostique du
séquencage de 'ADN tumoral circulant chez des patients atteints de sarcome des
tissus mous avance.

Méthodes : voir les parties « Methods » et « Supplementary Methods » de I'article
joint.

Résultats : voir I'article joint.

Cet article a été réalisé en association avec Sofiane Taleb, pharmacien biologiste, de
I'Institut Gustave Roussy et est en cours de relecture pour étre soumis au journal
« Journal of Oncology Hematology » en avril 2022.
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ABSTRACT

Circulating tumor DNA (ctDNA) profiling is increasingly used in the management of
patients with advanced solid tumors. We aim to characterize the ctDNA genomic
alteration landscape in patients with advanced soft-tissue sarcomas (STS). 98
patients have been included in two prospective precision medicine studies. The
samples were tested using an FDA-approved blood-based test to analyze over 300
genes. Actionable targets were observed in 30 patients (31%), including mutations in
DNA repair genes and in genes regulating the MAPK pathway. Our study, the largest
cohort reported to date to our knowledge, demonstrates the feasibility and utility of

ctDNA testing in patients with advanced STS.
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TO THE EDITOR

Soft-tissue sarcomas (STS) are a heterogeneous group of rare tumors including
more than 70 different subtypes and affecting approximately 200 000 individuals
worldwide each year.! Despite their biological and histologic differences, sarcomas
are generally treated in the same manner, with a combination of surgery and
radiation therapy. However, despite an adequate loco regional treatment, up to 40%
of patients will develop metastatic disease. Chemotherapy is the cornerstone of
treatment in the advanced setting with doxorubicin being the first-line standard of
care for decades despite many attempts to identify better regimens. Median overall
survival (OS) is poor, ranging between 12 and 18 months with only modest
improvement within the past 20 years.?

Clinical-grade next-generation sequencing (NGS) of tissue- and blood-derived
circulating tumor DNA (ctDNA) allows assessment of multiple genomic alterations in
patients with cancer. We and others have previously reported that comprehensive
genomic profiling through next-generation sequencing (NGS) of tumor tissue allow
the identification of genomic aberration with potential to influence and personalize
therapy in up to 50% of patients with advanced STS*®.

Genomic profiling of ctDNA is increasingly used in the clinic to tailor therapy in cancer
patients. Indeed, such liquid biopsy has several advantages: non-invasiveness,
reduced turnaround times for faster results, ability to fully capture the landscape of
tumor heterogeneity®.

The purpose of the current study was to examine the results of ctDNA testing from a
large cohort of patients with advanced STS included in two prospective precision

medicine studies and to characterize the mutational landscape of STS using this
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technology. This study, to our knowledge, represents the largest reported series of
ctDNA in patients with advanced STS.

From December 2020 to August 2021, 98 patients with advanced STS have been
included in two ongoing institutional molecular profiling studies (BIP: NCT02534649,
STING: NCT04932525). Their characteristics are described in Table 1. Genomic
analysis (ctDNA in all cases and tissue when available) was performed by using the
FDA approved Foundation One Liquid CDx Assay (324 genes, tumor mutational
burden [TMB], microsatellite instability status)’. Each individual genomic report was
reviewed and discussed weekly by a multidisciplinary tumor board dedicated to
precision medicine, attended by experts in clinical oncology, molecular biology, and
clinical genetics. Actionable targets were defined by the MTB according to the
existing level of evidence (ESCAT®), and molecular-based treatment suggestions
were proposed where possible. Alterations were defined as either mutation
(including insertion, deletion, truncation, or rearrangement) or amplification/copy
number variation. Genes were considered theoretically actionable if the gene product
was differentially expressed in tumor versus normal cells and could be targeted by a
drug, or if a drug inhibited/modified the oncogenic activity of the gene product. The
evidence for actionability might be based on strong clinical data or weaker preclinical
data.

93 (95%) of the total STS cases harbored at least 1 alteration (Supplementary Figure
1) and proportions of affected patients in each sarcoma group varied significantly
among groups, with the complex genomics sarcomas group being the most altered
(49.2%) and translocation-related sarcomas being the least mutated (21.6%). The
distribution of the number of alterations was different between complex genomics

sarcomas, translocation-related sarcomas, and other sarcomas (x2: 0.0321; P <.05).

125



126



A total of 624 alterations were identified in 189 genes (532 oncogenic mutations
including substitutions or short indels plus splice variants, 55 truncation
mutations/nonsens mutations, 18 gene amplifications, 4 gene homozygous deletions,
and 14 gene rearrangements) (Supplementary Figure 1). The 30 genes most
frequently altered were: TP53, DNMT3A, ATM, TSC1, TET2, CHEK2, KIT, NF1,
MLL2, NOTCH1, GNAS, PIK3CA, APC, PTEN, RB1l, MSH3, BRCAZ2, ASXL1,
PDGFRA, MAP3K1, TERT, CBL, JAK2, KRAS, MED12, NOTCH3, KDR, ATRX,
NTRK1, ABL1. At least 1 clinically relevant genomic aberration that could potentially
guide decisions for targeted treatment was identified in 30 patients (31%): 13 (29%)
of 45 cases in the complex genomics sarcoma group, 5 (28%) of 18 in the
translocation-related sarcomas group, and 12 (34%) of 35 in the other sarcoma
groups (no significantly different; p=0.8380). The most common clinically relevant
alterations potentially affecting treatment decisions are described in Figure 1.

Overall, the MTB recommended a matched therapy for 21 patients (21%)
(Supplementary Figure 2). The 2 main reasons for not recommending a therapy in
patients with an actionable alteration were: no clinical trial available (n=6),
recommended matched therapy already received (n=2).

9 patients (9%) were treated in a drug-matched clinical trial. Among them, 3 had
clinical benefit. The median follow-up is 2 months [0; 9]. (Supplementary Table 1 and
Figure 3).

Six patients were found to have a high TMB (> 16), MTB recommended treatment
with an immune checkpoint inhibitor for 4 patients (4%) (Supplementary Figure 4).
The reasons for not recommending a therapy were: immune checkpoint inhibitor

already received for one patient, presence of another actionable alteration besides
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high-TMB for the other patient. 2 patients (2%) were treated in a drug-matched
clinical trial.

40 patients underwent also NGS of tissue besides ctDNA profiling. Testing was
unsuccessful for 7 patients (17.5%).. No actionable alteration was found in both
ctDNA and tissue for 17 patients (52%). The number of actionable alterations was
similar in 5 (15%) patients (Supplementary Figure 5). The genes altered were: HRAS,
SMARCB1, ATM, BRAF ATRX The number of actionable alterations was higher in
tissue for 10 (30%) patients (Supplementary Figure 5). These 15 actionable
alterations are listed in the Supplementary Table 2: 10 (67%) were copy number
variants. The number of actionable alterations was higher in liquid for one (3%)

patient (Supplementary Figure 5).

Tissue profiling allowed the identification of an ESCAT |, IlIA and IV alteration not
present in ctDNA for 1, 4 and 7 patients, respectively whereas ctDNA profiling

allowed the identification of an ESCAT IIIA alteration not present in tissue.

Thus far, data on ctDNA in STS have been very limited. Our study represents the
largest reported cohort of patients with STS in this regard. In patients with localized
Ewing sarcoma and osteosarcoma, the amount of ctDNA at diagnosis correlates with
survival®. Monitoring ctDNA has also been shown to be useful in evaluating treatment
responses and predicting disease progression or relapse in patients with Ewing

sarcoma™® or leiomyosarcoma®”.

In patients with gastrointestinal stromal tumor, ctDNA findings correlate with tumor
biopsies, suggesting that liquid biopsy represent a robust approach for tumor
genotyping and treatment tailoring*®. In our study, we found that 67% of ctDNA

findings (presence or not of actionable alterations) correlate with those identifie in
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tissue. We found also more alterations in tissue than in ctDNA profiling, the majority
of them (67%) being copy number variants. This result is in line with previous studies

v B141516 1t remains 5

showing lower sensitivity of ctDNA profiling to identify CN
patients with a single nucleotid variant not found in ctDNA. Among them, 3 patients
had no ctDNA detected. Thus ctDNA seems to be an alternative tool for detection of
actionable alterations in STS if detectable and except for copy number variants

(losses or amplifications).

We have previously shown that NGS of tissue allow the identification of actionable
alteration in up to 41% of patients with advanced STS*. We demonstrate here, for the
first time to our knowledge, the ability to detect a broad array of therapeutically
relevant alterations using ctDNA testing at a significant rate (31%) in patients with
STS. Future technological development would allow to increase even more the

sensitivity of this approach for copy number alterations
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Table 1 Patients characteristics (n=98)
Median age (year) [min; max]
Gender, n (%)

Men
Women
Histological subtype, n (%)
Leiomyosarcoma
Undifferentiated pleomorphic sarcoma
Liposarcoma
Synovial sarcoma
Other
Histological Grade, n (%)
Grade 1
Grade 2
Grade 3
Unknown or not applicable
Performance Status, n (%)
<1
=22

Number of previous lines of treatment

56 (23; 84)

53 (55%)
45 (45%)

18 (18%)
6 (6%)
8 (8%)
4 (4%)

62 (64%)

11 (%)
21 (%)
42 (39%)
24 (%)

93 (%)
5 (%)

47 (48%)
23 (23%)
28 (29%)

141



142



TSC2

RET

RAD54L

RAD21

PDGFRB

NRAS

NOTCH3

NBN

MRE11A

MDM2

MAP2K1

KRAS

HRAS

BRCA2

BRAF

ARID1A

SMARCB1

PIK3CA

KIT

BRCA1

ATRX

NF1

ATM

PTEN

iy §

Targetable alterations (No.)

ESCAT IV (18)
ESCAT IIl A (13)
ESCAT IIIB (2)

ESCAT 1(3)

o

-

2
Number of cases

Figure 1. Distribution of targetable alterations identified though ctDNA profiling in 98 patients

with advanced STS
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No
patie
nt
1

10%*

11%*

Age at
diagno
sis
61
60

60

59

58

62
69
76
44
74

78

Gen
der

Mal

Mal

Mal

Mal

Mal

Mal
e
Fem
ale
Fem
ale
Mal
e
Mal
e
Mal
e

Histology

Solitary
fibrous
tumor
Epithelioid
cell sarcoma
Leiomyosar
coma

Leiomyosar
coma
Undifferenc
iated
sarcoma
Liposarcom
a
Leiomyosar
coma
Liposarcom
a
Rhabdomyo
sarcoma
Angiosarco
ma
Solitary
fibrous
tumor

Targetabl
e
alteration

PIK3CA

mutation

SMARCBT1
mutation
PTEN
mutation,
TSC2 splice
site
PTEN
inibhition
NF1
mutations

ATM
mutation
ATRX
mutation
ATRX
mutation
RET
mutation
bTMB high

HTMB high

Experime
ntal Drug (R.E.C.I

mTOR
inhibitor

EZH2
inhibitor

mTOR
inhibitor

mTOR

inhibitor
MEK

inhibitor

PARP
inhibitor
PARP
inhibitor
PARP
inhibitor
RET
inhibitor
PD-1
inhibitor
PD1/PD-
L1
inhibitor

B.O.R

S.T)
SD

PD

PD

PR

N ARK*

PD
N Ak
SD
N Ak
PD

PD

TTP (weeks)

11

NA

65

25

19

*: bTMB matched therapy; **: death; ***: treatment interruption due to anemia; BOR: best of
response; bTMB: blood tumor mutation burden; PD: progressive disease;

TTP: time to progression

SD: stable disease;

Supplementary Table 1: Clinical outcomes of patients with advanced STS treated with therapies
matched to ctDNA alterations
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No

patient Targetable alteration ESCAT Score
1 IDH7 R132C v
CDKNZ2A loss v
CDKNZB loss v
2 BRCAT-EFCABS truncation IIIA
CDKNZ2A loss v
3 RADS51C R237* IITA
4 MDM?2 amplification v
IDH7 R132C v
5 CDKN2A loss IIIA
6 PTEN loss v
7 PTEN loss v
8 CDK4 amplification v
9 KIT amplification I
10 BRCA2 truncation IITA
CDK4 amplification v

Supplementary Table 2: Targetable alterations and ESCAT score of patients with higher
number of actionable mutations found in tissue
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FLT3
CD79A
CARD11
BRCA2
POLE
TSC2
ATRX
ASXL1
SPEN
SMO
RET
KDR
ERBB2
EGFR
BRIP1
ABL1
NOTCH3
APC
CBL
NF1
MLL2
PTEN
NOTCH1
RB1
CHEK2
TET2
ATM
TSC1
TP53
DNMT3A

B Complex genomics sarcomas

Alterations (No.)

[ 1 Missense mutation (157)
N Truncating mutation (15)
I CNA homo deletion (1)
] Translocation (1)
_
[ I I I
0 10 20 30
Number of cases
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INPP4B
GABRAG6
FLT3
ERBB4
ERBB3
DDR1
CDH1
CBL
BCL2
BRAF
ABL1
NOTCH2
TSC1
SMAD4
MSH3
MAP3K1
EPHB1
EPHA3
EP300
APC
CHEK2
PIK3CA
KRAS
GNAS
FGFR4
NOTCHA1
DNMT3A
KIT
ATM
TP53

C Translocation-related sarcomas

Alterations (No.)
[ ] Missensemutation (81)
] Truncating mutation (7)
Bl CNA homo deletion (2)

[ ] Translocation @)

Number of cases

10
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D Other sarcomas

SMARCB1
PTEN
FLCN

CHEK2
CDKN2A
ATRX
TYRO3
SF3B1
NTRKA1
MED12
JAK2
GNAS
BRAF
ATR
APC
ASXLA B
TSC1
TERT
PIK3CA
HRAS
PDGFRA
MLL2
TET2
MSH3
MAP3KA1
BRCA2 B
NF1

ATM I

DNMT3A |

TP53 Bl

\ \ \
0 10 20

Alterations (No.)
Missense mutation  (98)

Truncating mutation (16)

CNA amplification (1)

o A

Number of cases

Supplementary Figure 1: The most prevalent genomic alterations in 98 ctDNA samples of soft-
tissue sarcomas in the entire cohort (A); with complex genomics sarcomas (B); with
translocation-related sarcomas (C); and with other sarcomas (D).
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Patients included (n=98)

Excluded patients
- Without actionable mutation (n=68)

Patients with actionable mutations
(n=30)

Patients with therapeutic
orientation (n=21)

Exluded patients :

- no trial available (n=6)

- Recommending drug already received (=2)
- Other (n=1)

Patients received recommended
matched therapy (n=9)

- No clinical trials, off label/compassionate
use, drug with a market authorization and
drug within an early access program (n=12)

Supplementary Figure 2. Flowchart design of advanced STS patients with ctDNA
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Patients included (n=98)

Excluded patients
- Without high bTMB (n=92)

Patients with high bTMB (n=6)

Patients with therapeutic
orientation (n=4)

- Other targetable matched treatment
recommended (n=2)

Patients received recommended
matched therapy (n=2)

Supplementary Figure 3. Study flowchart design of advanced STS patients with high blood

TMB (tTMB)
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Patients underwent both tissue and ctDNA
NGS (n=40)

Excluded

- tissue biopsy no contributive (n=7)

Patients had evaluable results for both
tissue and ctDNA (n=33)

Patients with similar
actionable alterations
(n=5)

Patients with higher number
of actionable mutationsin
tissue (n=10)

Patient with higher number
of actionable mutationsin
liquid (n=1)

Patients with no actionable
mutation in liquid and
tissue (n=17)

Supplementary Figure 4. Comparison of ctDNA and tissue profiling in 40 patients with

advanced STS
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Discussion et
perspectives
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|. Al'avenir, quelles techniques
pour les CTC des sarcomes ?

A.  Techniques pour l'isolement et la numération des CTC

Technique ISET : avantages et limites

L’isolation des CTC des STM reste a I'heure actuelle un challenge. En effet, du fait
de la faible incidence et de I'hétérogénéité de ce type de cancer peu d’études portent
sur ce sujet. De par la nature mésenchymateuse des cellules tumorales, les
techniques par immunoaffinité par enrichissent positif (principalement par 'TEPCAM)
ne semblent pas appropriées pour ce type de cancer. Seules les techniques basées
sur des propriétés biophysiques ou celles basées sur de 'immunoaffinité mais par
enrichissement négatif semblent appropriées. Dans cette these, nous avons utilisé le
systéme ISET isolant les CTC en fonction de leur taille qui est supérieure a celle des
éléments nucléés du sang. C'est également une technique qui a une meilleure
sensibilité par rapport au CellSearch® ayant I'aval de la FDA (176).

Nous avons montré que nous arrivions a détecter des CTC grace a cette technique.
Nous les avons identifiées a I'aide de critéres cyto-morphologiques selon Hofman et
al. (177). Nous n'avons pas utilisé de marqueurs négatifs comme le CD45
(permettant de faire la distinction entre CTC, cellules épithéliales, mégacaryocytes et
grands monocytes) en accord avec d’'autres études (178), (179), (180).

Malgré une lecture en double aveugle avec un biologiste médical et un
anatomopathologiste spécialisé dans les STM, nous nous sommes parfois heurtés a
des cellules de morphologie difficile a classer. Cette variabilité inter opérateur
demeure I'une des limites de cette technique avec la perte potentielle de CTC de
taille < 8um (diametre des pores du filtre). Dans cette cohorte, nous n'avons pas
visualisé de clusters de CTC normalement reconnus pour étre plus agressifs et

semblant étre corrélés a un mauvais pronostic (176), (181).

L'un des principaux buts de I'analyse des CTC est d’avancer dans la compréhension
du processus métastatique. Cet axe de recherche, prévu initialement dans ce projet
de thése, n’a pas pu étre exploré comme prévu en raison de la difficulté a séquencer
les CTC isolées par la technique ISET. Apres une microdissection de cellules « CTC
like » (un nombre défini de cellules dune lignée de Iéiomyosarcome bien
caractérisée a été dilué dans un sang de témoin) capturées sur le filtre, nous avons
tenté de les séquencer sur le panel de génes Oncomine Comprehensive Assay v3
(161 genes, 87 « hotspots », 43 « copy number variants », séquencage de
I'ensemble des séquences codantes de 48 genes pour couvrir les mutations et
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les processus liés a I'EMT/MET dans certains sous-
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délétions, 51 genes de fusion) sur un pool de 1, 5 et 10 CTC. Malgré toutes nos
précautions et un suivi strict des recommandations fournisseurs, nous ne sommes
pas parvenus a obtenir de résultats. Nous avions choisi deux méthodes : une sans et
une avec pré-amplification de 'ADN. Nous avions obtenu une librairie satisfaisante
avec des fragments de bonne taille mais les résultats du séquencage étaient
ininterprétables car il y avait trop de bruit de fond. Ce constat est une autre limite de
la technique ISET : il est difficile de séquencer des cellules non vivantes recueillies
sur filtre.

B. De la compréhension des CTC lors de l'invasion tumorale

Les CTC des cancers épithéliaux subissent une transition épithélio
mésenchymateuse (EMT) qui permet a des cellules individuelles ou & des groupes
de cellules cancéreuses cohésives d'échapper a l'organisation épithéliale rigide,
d'acquérir une certaine motilité et de gagner la capacité d'envahir d'autres
localisations, ce qui explique pourquoi I'EMT est impliquée dans la progression du
cancer, des meétastases et de la résistance aux médicaments dans plusieurs
carcinomes. Apres avoir migré, les cellules ayant subi TEMT vont pouvoir regagner
leur caractére épithélial grace a une transformation mésenchymo épithéliale (MET).

Il a été démontré que le processus d’invasion du cancer commence tres rarement
comme un processus unicellulaire, mais qu'il s'agit plutdét d'un événement collectif.
Au cours de cette migration cellulaire collective, une sous-population de cellules subit
une EMT partielle. L'existence d’états intermédiaires ou d’EMT incomplete a été
décrite par I'étude de Klymkowsky et al. (184). lls permettent de modifier la
morphologie des cellules vers un phénotype fusiforme et réorganisant le
cytosquelette cellulaire et les contacts cellule a cellule, tout en maintenant
I'expression de certains marqueurs épithéliaux, par exemple I'E-cadhérine, qui est
nécessaire pour assurer la cohésion pendant la migration et permet la résistance au
stress mécanique que les cellules subissent pendant la migration (Figure 15).

On pourrait penser que les sarcomes de par leur nature mésenchymateuse ne
subissent pas 'EMT et la MET. Sannino et al. (183) ont suggéré que dans certains
types de sarcomes, les CTC resteraient dans un « état métastable », c’est-a-dire leur
permettant d’acquérir des caractéristiques phénotypiques mésenchymateuses ou
épithéliales sous certaines conditions (Figure 16).

Ce concept a été identifié dans les cellules souches du trophoblaste (185) et peut
étre associé a un comportement plus agressif des cellules cancéreuses. Ainsi, une
telle hétérogénéité moléculaire intratumorale dans les sarcomes pourrait donc
conduire a un comportement plus agressif car la tumeur entiere profiterait des
caractéristiques biologiques de ces cellules liées a 'TEMT et au MET. Ce concept est
étayé par le degré variable de différenciation épithéliale/mésenchymateuse observé
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dans divers histotypes de sarcomes, qui peuvent étre soit plus épithéliaux (sarcomes
d'Ewing, sarcomes synoviaux et sarcomes épithélioides), soit plus mésenchymateux
(ostéosarcomes, chondrosarcomes), ainsi que par l'existence de sous-types de
sarcomes présentant les deux phénotypes extrémes dans une méme tumeur. Par
exemple, les synovialosarcomas biphasiques, qui sont composés de cellules
fusiformes et épithélioides, expriment le marqueur épithélial E-cadhérine dans leurs
cellules épithélioides, alors que les synovialosarcomes fibreux monophasiques n'ont
pas de composante épithélioide et expriment fortement les facteurs de transcription
de 'EMT : SNAIL, SLUG et TWIST1, ainsi que l'inducteur de 'EMT : TGFB (187),
(188). Ces changements phénotypigues sont entierement réversibles, comme ['ont
démontré les expériences de knockdown de TWIST1, qui ont réduit la migration et
I'invasion des lignées cellulaires de sarcome synovial. Un autre exemple est fourni
par le sarcome épithélioide, qui présente de maniere caractéristique des marqueurs
a la fois mésenchymateux et épithéliaux. En effet, pratiquement tous ces cancers
sont positifs pour la cytokératine et l'antigene de membrane épithéliale, mais la
plupart des cas coexpriment le marqueur mésenchymateux qu’est la vimentine (189).
Dans les carcinomes, I'EMT et la MET sont dirigés par une variété de facteur de
transcription d'EMT, tels que SNAIL, SLUG, TWIST1, et ZEB1/2, qui induisent des
changements significatifs dans l'interaction cellule a cellule, I'adhésion cellule-matrice
et le cytosquelette (Figure 17). Sannino et al. (183) suggeéerent que l'activation des
voies TGFB, WNT, AKT/PI3K/mTOR et MEK/ERK (190), (191) peut conduire & un
phénotype plus agressif de type mésenchymateux et qu’a l'inverse, I'activation de
genes suppresseurs de tumeurs, tels que PTEN (192) ou GSK3[ (193) peut favoriser
la différenciation épithéliale (Figure 18).

Ainsi, les marqueurs épithéliaux comme [I'E-cadhérine, la [B-caténine les
cytokératines et les marqueurs meésenchymateux comme la vimentine, la N-
cadhérine et la fibronectine, qui sont des effecteurs en aval de ces voies, peuvent
étre utilisés pour déterminer le degré auguel une cellule donnée a subi les processus
EMT, MET ou EMT/MET. Ces observations sont retrouvées dans I'étude réalisée par
Balasubramanian et al. (194) utilisant le dispositif ApoStream™ qui a montré la
faisabilité d’isoler des CTC de STM et a mis en évidence I'nétérogénéité des profils
phénotypiques des CTC isolées : CD457/(CK/B-cat)” /VIM™.

Pour conclure, du fait de cette plasticité et de I'hétérogénéité de I'expression des
marqueurs de 'EMT/MET au sein méme des CTC des STM, [utilisation de
marqueurs épithéliaux et/ou mésenchymateux pour la capture et I'isolement des CTC
dans les STM ne parait pas étre la technique la plus appropriée.
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C. Vers de nouvelles techniques d’isolement

Chibon et al. (195) ont mis au point une signature transcriptionnelle de 67 genes liés
a la mitose et a lintégrit¢ chromosomique (CINSARC) et ont montré son impact
pronostigue en termes de prédiction du risque de rechute métastatique. Une
anomalie chromosomique fréquente présente dans les cancers est l'aneuploidie
(196). L'aneuploidie est définie comme un contenu chromosomique anormal et est
associée a des profils d'expression génique modifiés, a un potentiel métastatique
accru, a une résistance aux traitements et a un mauvais pronostic global (197),
(198). A la lumiere de ces données, il pourrait étre intéressant d’isoler les CTC des
STM en se basant sur des techniques simples permettant d’évaluer lintégrité
chromosomique comme par exemple I'hybridation in situ en fluorescence (FISH).
L'étude de Zhang et al. (98) menée sur une cohorte de 23 patients atteints
d’'ostéosarcome a mis en évidence la présence de CTC grace a leur aneuploidie
détectée en FISH (utilisation de sondes marquées pour le centromére du
chromosome 8). Les CTC étaient définies comme des cellules aneuploides (nombre
de centroméres du chromosome 8 différent de 2), CK18- et CD45-. lls ont pu montrer
grace a cette technique que les patients en situation métastatique ou de rechute
avaient un taux plus élevé de CTC que des patients au stade localisé et que les
patients ayant un taux de CTC = 2 CTC/7,5 mL de sang avaient une PFS
significativement plus courte que les patients ayant un taux de CTC <2 CTC/7,5 mL
de sang. Une étude pilote de 2020 menée sur 4 patients atteints de STM
meétastatique par Napolitano el al. (199) a montré la présence de CTC aneuploides
avec une médiane de 4 CTC/7 mL de sang alors qu’aucune n’était retrouvée dans le
groupe témoin. Une analyse in silico a été réalisée a partir des données de la
cohorte « The Cancer Genome Atlas » de patients atteint de STM, et a confirmé le
réle pronostique de l'aneuploidie dans les sarcomes, avec une PFS et une OS
significativement plus faibles dans le groupe présentant une aneuploidie élevee,
indépendamment de [l'histologie de la tumeur. L'évaluation longitudinale du nombre et
de la ploidie des CTC pourrait donc représenter un nouvel outil pour évaluer le
pronostic et la réponse au traitement des patients atteints de STM.

D. Pour une médecine personnalisée

Au cours des derniéres années, des équipes de recherche ont établi des cultures de
CTC, des lignées de CTC (200), (201), (202) et des xénogreffes de CTC (203), (204),
(205) comme modéles pour les tests fonctionnels (206), (207), (208). Ce volet qui
devait étre abordé dans cette these n’a malheureusement pas abouti. Nous avons
tenté d’isoler des cellules vivantes de lignée de STM « CTC like » non adhérées sur
le filtre selon le protocole fourni par le fournisseur. Malgré plusieurs essais, nous
n‘avons jamais réussi a établir des cultures de ces cellules. Ces modeéles in vitro et
in vivo peuvent étre utilisés pour tester la sensibilité aux médicaments.
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Girotti et al. ont réussi (209) a cultiver des xénogreffes dérivées de cellules tumorales
circulantes (CDX) chez des patients atteints de mélanome. lls ont montré qu’elles
avaient un tropisme meétastatique similaire chez la souris et chez le patient, et que les
cellules avaient traversé la barriere hémato-encéphalique chez les deux hétes. lls ont
également montré que les CDX avaient le méme profil génomique que les tumeurs
primaires. Les auteurs ont montré que l'utilisation de ces CDX pouvait étre tres utile
pour guider la thérapeutique chez les patients atteints de mélanomes.

Pour contribuer a la médecine personnalisée, l'efficacité de ['‘établissement de
cultures et de xénogreffes de CTC doit étre améliorée. Jusqu'a présent, des
centaines de CTC sont nécessaires pour établir une lignée cellulaire ou une
xénogreffe, ce qui limite cette approche a quelques patients atteints d'une maladie
avanceée.

|I. ADNtc: quelle place dans Ila
prise en charge thérapeutique des
sarcomes ?

A.  ADNtc et thérapie ciblée

Dans notre deuxieme article, nous avons étudié I'ADNtc et I'impact de son
séquencage sur la médecine personnalisée.

Dans notre étude, le taux d'altération actionnable était de 31% (30/98). Sur les 21
patients orientés en RCP, 9 ont pu recevoir une thérapie ciblée. L’étude de Okuma et
al. (210) portant sur des cancers rares et incluant 39 STM retrouve quant a elle 31%
de mutations actionnables (12/39) chez des patients atteints de STM par la
technique Guardant360® (Guardant Health, Inc, Redwood City, CA). Seulement 5
des 36 patients ayant un niveau d’évidence 1A-3A de I'actionnabilité de la mutation
ont pu recevoir une thérapie ciblée, les raisons de non inclusion étant les mémes que
dans notre étude (I'acceés aux essais étant certainement le facteur le plus limitant, ce
qui n’était pas le cas dans notre étude).

Nous avons montré que pour 33 couples ADNtc/tissu séquencés, seuls 5
présentaient les mémes mutations actionnables et que chez 10 patients, plus de
mutations étaient retrouvées dans le tissu que sur 'ADNtc.

Nous menons a I'heure actuelle une étude comparant le séquencage de la tumeur
primitive, de la métastase, de la rechute (si présente) et de 'ADNtc chez des patients
atteints de STM avancé en utilisant le panel Oncomine comprehensive V3. Nous
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Tableau 8 : Principales mutations dans la cohorte de

Patient
1

10
11

Primitive
TP53 p.R273H
RB1 p.Y749X

TP53 p.A159V

Absence de mutation

TP53 p.C176W
NF1 p.F1884L

POLE p.E1091G

Absence de mutation

Absence de mutation
NRAS p.Q61K

TP53 p.R273H
CREBBP p.L2339F
Absence de mutation

NF1 p.A1226G
NF1 p.L1187V

Métastase

*kkkk

*kkkk
Absence de mutation

*kkkk

Absence de mutation

NOTCH3 p.N1207D
POLE p.Q2217R

Absence de mutation
NRAS p.Q61K
CTNNB1 p.S45F

TP53 p.R273H

NF1 p.R711C

NF1 p.A1226G
NF1 p.L1187V

Rechute

*khkkk

*kkkk
Absence de mutation

*khkkk

*khkkk

*kkkk

*kkkk

*kkkk

TP53 p.R273H

*kkkk

NF1 p.A1226G
NF1 p.L1187V

22 patients atteints de STM avancé en cours d’'étude

ADNtc
TP53 p.R273H
RB1 p.Y749X

POLE p.R1092G

ESR1 p.A207V
CREBBP p.C1294Y
NF1 p.F1884L

Absence de mutation

NF1 p.W696

NTRK3 p.E318K
NOTCH3 p.N1207D
POLE p.Q2217R
TSC1 p.L974fs
FANCA p.R800X
SMARCA4 p.S1155C
PMS2 p.G72E
NOTCH1 p.V413M

NF1 p.R711C

Absence de mutation
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avons inclus 45 patients. A I'heure actuelle, 'ensemble des biopsies de 22 patients a
pu étre séquencé. Nous retrouvons un nombre peu élevé de mutations, fusions et
amplifications connues comme pathogénes ou étant délétéres (Tableau 8).

Une seule fusion de AGK(2) — BRAF(8) a été rétrouvée sur tissu pour un patient.
Aucune altération n'a été retrouvée pour 5 patients quel que soit la nature du
prélevement. Pour un patient, les mémes mutations ont été retrouveées dans la
tumeur primitive et I'ADNtc. Pour 6 patients, au moins une mutation n’a pas été
retrouvée dans ’ADNtc alors qu’elle était au moins retrouvée dans la tumeur primitive
et/ou la rechute locale et/ou la métastase. Pour 6 patients, au moins une mutation
présente dans 'ADNtc n'a pas été retrouvée dans les prélévements tissulaires. |l
semblerait a la vue de ces résultats préliminaires que le profil de 'ADNtc ne
refleterait pas plus la tumeur primitive que la métastase ou la rechute sur ce panel
restreint. Il n'a été retrouvé aucune amplification dans I’ADNtc bien que présente
dans au moins un tissu (MDM2, CDK4, CCND2, CCND1, FGF19, IGFR1) chez 7
patients, suggérant la moins bonne sensibilité de I'ADNtc pour la détection de
variations de copies.

L’étude d’Okuma et al. (210) a montré que sur 22 couples ADNtc/tissus (I'histologie
des couples étant non précisée), 11 patients (50%) ont présenté une certaine forme
de concordance entre les résultats du NGS plasmatique et ceux du NGS tissulaire.
Parmi les mutations comparables, 29% (11/38) étaient détectées a la fois dans
I'ADNItc et tissulaire. Cependant, 53% de toutes les mutations « comparables » ont
été rapportées uniquement par le NGS plasmatique contrairement & ce que nous
avons trouve.

La corrélation entre ADNtc et tissu pour les amplifications géniques était médiocre la
majorité d’entre elles (71%) étant observée uniqguement dans les prélevements
tissulaires ce que nous retrouvons bien dans notre étude.

Ainsi, ’ADNtc ne semblerait pas en mesure de remplacer I'analyse sur tissu dans la
détection de mutations cliniquement pertinentes dans les STM.

Jung et Kirchner (211) ainsi que Esagian et al. (212) ont fait le méme constat sur le
cancer du poumon non a petites cellules. La méta-analyse de Bos et al. (213) portant
elle sur '’ADNtotc a montré que la sensibilité du WES de I’ADNtotc était de 50% en
utilisant le tissu tumoral comme référence. La concordance globale entre 'ADNtotc et
le tissu tumoral apparié était de 31% tout type de tumeur confondu.

B.  Application de ’ADNtc pour le suivi/monitoring et pour le
traitement/récidive aprés chirurgie

De nombreuses études portant sur les cancers épithéliaux ont montré que ’ADNtc
pouvait étre utilisé pour le monitoring du traitement, le suivi et la récidive post
chirurgie (214).
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L’étude de Johansson et al. (215) a monitoré '’ADNtc pré et post chirurgie chez 32
patients atteints de GIST. L'ADNtc a été détecté au moins une fois chez 9 des 32
patients, la fréquence des alleles mutants variant de 0,04% a 93%. Les patients a
haut risque étaient plus souvent positifs pour 'ADNtc que les autres groupes (p<
0,05). Les patients dont 'ADNtc était détectable présentaient également des taux de
prolifération des cellules tumorales plus élevés (p<0,01) et des tumeurs de plus
grande taille (p<0,01). Tous les patients dont I'ADNtc était positif pendant I'opération
sont devenus négatifs post opération. Enfin, ils ont détecté des mutations de
résistance multiples chez 2 patients ayant progresseé sous traitement. Leurs données
montrent que '’ADNtc peut étre utilisé pour le suivi/monitoring apres chirurgie.

Hemming et al. (126) ont étudié 'ADNtc dans une cohorte de patients atteints de
léiomyosarcome. lls ont identifié de 'ADNtc chez 11 (69%) des 16 patients dont la
maladie avait progressé et dont la taille de la tumeur était supérieure a 5 cm.
L’ADNtc n’était pas détectable chez 16 patients présentant une maladie stable ou
une faible charge tumorale au moment de la prise de sang. Une fraction plus élevée
d'ADNtc par rapport & I’ADNtotc était associée a une augmentation de la taille de la
tumeur et a la progression de la maladie. Pour un patient, le taux d’ADNtc a diminué
apres résection de la maladie progressive et, pour un autre patient, le taux d’ADNtc
est devenu détectable lors de la rechute.

Dans une étude préalable, Braig et al. (132) ont montré qu’en raison de la nature
unique de chaque translocation et du peu de mutations « hotspot », la quantification
de I'ADNtc était techniguement exigeante et ne convenait pas aux diagnostics de
routine pour les STM. Partant de ce constat, Eisenhardt et al. (216) ont créé un panel
spécial pour les liposarcomes myxoides (36 541 paires de bases couvrant les introns
de DDIT3, FUS et EWS ou se produisent les translocations t(12;16) et t(12;22), la
région du promoteur TERT et de mutations « hotspot » dans les exons de 7 géenes).
lIs ont pu montrer que les niveaux d'ADNtc diminuaient aprés la résection de la
tumeur et augmentaient lorsque la maladie métastatique était détectée. lls ont
observé un déclin de I'ADNtc a [linitiation de la radiothérapie/chimiothérapie.
Cependant, en parallele de 'augmentation de la charge tumorale, les concentrations
ont augmenté a nouveau apres plusieurs maois.

L'impact de I'hétérogénéité intratumorale sur la quantification de 'ADNtc a aussi été
évalué chez un patient qui présentait initialement une maladie multifocale des
jambes aprés des résections antérieures. Au cours de son traitement, il a eu quatre
récidives locales avant qu'une petite métastase pulmonaire (0,3 cm® ne soit
identifiée et réséquée. Le séquencage de I'exome a été réalisé a partir de la tumeur
initiale de la jambe et de la métastase pulmonaire. Les panels ont ciblé 22 et 17
régions genomiques respectivement, et 6 mutations étaient identiques dans les deux
panels. L'ADNtc dans 15 échantillons de plasma a été quantifié avec les deux
panels. Pendant la maladie localisée, I'ADNTtc fluctue en fonction de la quantité de la
masse tumorale viable. Le panel de la Iésion primaire a donné de meilleurs résultats
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lorsque la maladie était encore localisée. Cependant, la petite métastase pulmonaire
a entrainé une augmentation marquée des concentrations d'ADNtc, qui ont a
nouveau diminué apres la résection. Les deux panels ont eu des performances
similaires pendant la phase métastatique de la maladie (Figure 19). Les
concentrations d’ADNtc comparativement élevées des métastases pulmonaires dans
les liposarcomes myxoides pourraient permettre de détecter une récidive plus tot par
biopsie liquide gu'avec les approches basées sur l'imagerie.

Cette étude a donc montré que la quantification de I'ADNtc sur la base du profilage
génomique du cancer pourrait aider a prédire la récidive tumorale et a surveiller
I'nétérogénéité tumorale et la réponse au traitement dans les maladies
métastatiques. Ce qui est trés intéressant est que ce test peut facilement étre adapté
a d'autres tumeurs a translocation, par exemple les sarcomes synoviaux. Cependant,
cette technique ne permettrait d’étudier qu’une sous population de STM.

IIl. La charge mutationnelle: un
nouveau marqueur pour la prise en
charge thérapeutique des
sarcomes ?

Le panel FOUNDATION ONE utilisé dans notre étude permet d’évaluer la charge
mutationnelle. Nous avons observé que 6 patients avaient un TMB élevé (> 16%) et
que 2 patients avaient pu étre orientés sur cette charge mutationnelle. La charge
mutationnelle est calculable dans tous types de cancer épithéliaux comme
mésenchymateux et mérite donc d’étre étudiée.

La charge mutationnelle d'une tumeur peut permettre de prédire l'efficacité d'un
traitement par des inhibiteurs de points de contrdle immunitaire. Par exemple, Snyder
et al. (217) ont montré que le traitement par ipilimumab, un anticorps anti-CTLA-4,
était significativement plus efficace chez les patients atteints de mélanomes porteurs
de plus de 100 mutations par génome codant, par rapport aux patients dont la
tumeur contenait <100 mutations. Dans le cas du cancer du poumon non a petites
cellules, les patients traités par un anticorps anti-PD-1 et ayant une charge élevée de
mutations non synonymes avaient une meilleure réponse clinique que ceux ayant
une faible charge sous le méme traitement. Ces résultats confirment qu'une charge
mutationnelle plus élevée se traduit probablement par une probabilité accrue que les
néoantigénes soient reconnus par le systtme immunitaire En accord avec ces
résultats, l'association entre la réponse au traitement par ipilimumab, la charge
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mutationnelle globale et la charge néoantigene a été démontrée chez des patients
atteints de mélanome (217). Les STM ont une charge mutationnelle plus faible que
les autres types de cancers (218). Le séquencage de I'exome de |léiomyosarcomes
utérins a révélé une moyenne de 373 mutations somatiques par échantillon, alors
gu'il a été démontré que la charge mutationnelle dans le chondrosarcome variait de 1
a 115 mutations somatiques (219), (220). Dans 12 spécimens de liposarcomes de
différents sous-types, un total de 377 mutations somatiques potentielles a été
détecté, dont 91% ont été validées par séquencage Sanger (221). Les sarcomes
épithélioides ont un taux de mutations ponctuelles somatiques codantes similaire a
celui du carcinome ovarien, ce qui indique un taux de mutation pertinent dans ce
type de sarcome. Ces données pourrait étre bénéfiques pour le traitement avec des
inhibiteurs de points de contrdle immunitaire (223), (224). Dans une autre étude, le
séquencage de I'exome de cas de rhabdomyosarcome a révélé un nombre moyen
de mutations de 24 mutations par échantillon dans une tumeur primaire, tandis que
les tumeurs métastatiques présentaient 43,3 mutations par échantillon et les tumeurs
récidivantes 42 mutations par échantillon, mais ces difféerences ne sont pas
statistiguement significatives (225).

Bien que certaines études de séquencage de nouvelle génération aient rapporté la
charge mutationnelle de certains sarcomes, il est encore tres difficile de comparer
directement la charge mutationnelle de différents types de sarcomes sur la base de
ces études (les taux de mutations n’étant pas effectués sur les mémes pipelines
d'analyse).

L'étude de Roszik et al. (222) retrouve une charge mutationnelle globalement faible
chez les STM. Celle-ci semble peu prédictive de la réponse a I'immunothérapie (226)
et suggére que d'autres facteurs, notamment concernant le microenvironnement
tumoral, ont un réle plus important dans la sensibilité a ce type de traitement (227)
(étude CONDOR menée par le professeur Antoine Italiano) (Figure 20).

Ces études portent sur la charge mutationnelle retrouvée dans les tissus. Le TMB
sanguin semble correspondre au TMB tissulaire, et il a déja été validé en pratique
clinique pour certains types de cancer comme le cancer de la prostate (228) ou le
cancer du poumon non a petites cellules (229). Ce postulat reste controversé (230).
Des études complémentaires sont a envisager pour connaitre ce qu'il en est dans les
STM.
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En conclusion ce travail nous a permis d’évaluer et d’étudier I'impact des biopsies
liquides que sont les CTC et 'ADNtc dans la prise en charge des sarcomes des
tissus mous.

Les sarcomes des tissus mous représentent un groupe de tumeurs rares,
hétérogenes, d'origine mésenchymateuse. Nous avons pu montrer qu'il était possible
de détecter des CTC et de 'ADNtc sur des cohortes importantes de patients atteints
de STM avancé. Pour les CTC, il apparait qu’il n’existe pas a I'heure actuelle de
technique optimale pour leur enrichissement et leur isolement ce qui demeure un
frein & la corrélation de leur taux avec le suivi de la maladie, contrairement a ce qui a
été possible de faire dans les cancers épithéliaux. Ce travail nous a aussi permis de
mieux appréhender le processus métastatigue des STM et nous a permis de
comprendre pourquoi les techniques basées sur les marqueurs épithéliaux ou
mésenchymateux ne sont pas adaptées a ce type de cancer. Quant au séquencage
des CTC et a leur culture a visée théranostique, nous en sommes encore aux
balbutiements et, malgré les nombreux défis techniques, des études
complémentaires sont a mener.

Pour ’ADNtc, nous avons montré qu’il était détectable mais surtout qu’il avait un role
a visée thérapeutique : il peut informer sur la présence de mutations actionnables a
des thérapies ciblées. Ces mutations étaient retrouvées pour la plupart dans la
biopsie tissulaire, mais certaines n'étaient pas détectées ce qui pourrait limiter le
champ thérapeutique. L’ADNTtc reflete donc cette hétérogénéité tumorale.

Ce travail a aussi mis en évidence qu'a I'heure actuelle, il n’existe pas de marqueur
commun aux STM. La prise en charge optimale serait donc personnalisée : basée
sur I'histotype de la tumeur permettant de créer des panels spécifiques mais aussi
sur I'analyse des biopsies tissulaires.

Il apparait que les biopsies liquides seraient un outil complémentaire a I'étude de la
biopsie tissulaire et que leur combinaison permettrait une prise en charge plus
optimale du patient tant sur le suivi que sur la prise en charge thérapeutique.

De nombreuses études restent a mener pour tenter d’optimiser la prise en charge
des patients atteints de STM. Par ce travail, nous espérons avoir pu apporter une
meilleure compréhension du processus métastatique et du r6le de la biopsie liquide
dans les STM.
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Tableaux montrant les différentes technologies d’enrichissement et d’isolement des
CTC disponibles sur le marche.

Tableau 1 Biophysique - Microfiltration a deux et t
taille a I'aide de pores ou de géométries tridimens

Technologie

ISET®
ScreenCell®
CellSieve™

Flexible Micro
Spring Array
(FMSA)

FaCTChecker

Parsortix
Resettable
Cell Trap
Cluster Chip

Tableau 2 : Biophysique — Les cellules de focalisat
grace a I'application de forces d'inertie dans des

Technologie

Vortex

ClearCell®
FX

ApoStream®

DEPArray™

Critere de
sélection
Talille,

déformabilité

Critere de
sélection

Taille

Signature
électrique

rois dimensions : Séparation cellulaire basée sur la
ionnelles

Principales caractéristiques

Filtres ayant des pores 8-um, 10—12 puits pouvant filtrer 1 mL de
sang, visualisation de cluster

Surface hydrophile, pores de 7.5/6.5-uym

Elaboré a partir d’'une photorésine transparente, flexible, non
fluorescente, pores de 7-um

Elaboré a partir de parylene C, capture de cellules viables,
visualisation de cluster

Elaboré a partir de parylene C, capture de cellules viables entre
les couches de membranes

Cellules viables relachées grace a un flux

Microvalves controlées pneumatiquement

Colonnes triangulaires congues pour les clusters de CTC

ion inertielle sont séparées passivement par taille
dispositifs microfluidiques

Principales caractéristiq ues

Pas de lyse des globules rouges, capture de cellules viables, facile
a fabriquer, visualisation de cluster

Lyse des globules rouges, 1-1.5 mL/min, capture de cellules
viables, facile a fabriquer, visualisation de cluster

DEP-FFF, flux continu, capture de cellules viables>10 mL/h

Nécessite un pré enrichissement, permet la récupération et la
manipulation de cellules viable et unique a travers les cages DEP
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Tableau 3 : Biophysique - Centrifugation en gradien t de densité : Echantillon placé sur un milieu de
séparation et centrifugé pour séparer les différent  es populations cellulaires en fonction de leurs den sités
relatives

Technologie Critere de Principales caractéristiques
sélection
Ficoll Paque® Densité Codt peu élévé, facile d’utilisation
. Densité, Membrane poreuse au-dessus du milieu de séparation
OncoQuick . b . ! . o
Taille pour une séparation supplémentaire par filtration
RosetteSep ™ Densite, Le marquage par les anticorps modifie la densite
CTCEnrichment  Cocktail rquage p P
. T cellulaire
Cocktail d’anticorps
Accucyte Le fractionnement séquentiel de densité enrichit les
: o cellules cibles. Des modules additionnels CyteFinder™
Enrichment and  Densité ; ™ . . s
™ and CytePicker™ sont nécessaires pour un haut débit
CyteSealer

d’'image et la récuperation d’une cellule unique

Tableau 4 : Essais fonctionnels : Enrichissement en C TC viables basé sur la bioactivité des cellules,
comme la sécrétion de protéines ou I'adhésion cellu laire

Technologie Critere de Principales caractéristiques

sélection

Sécrétion  Discrimination entre CTC viables et apoptotiques basée sur
EPISPOT de la sécrétion de protéines

protéines

Matrice
Vita- d’ahdésion Enrichissement de CTC viables basé sur une adhésion
Assay™ cellulaire  particuliere a la CAM, visualisation de cluster

(CAM)

Secretion Adénovirus sélectif pour la réplication spécifique de la
TelomeScan de . .

. télomérase
protéines

Tableau 5: Biophysique - Acoustophorése : Séparatio n des cellules en fonction de leur mobilité
acoustophorétique en les exposant aux ondes acousti ques

Technologie Critere Principales caractéristiques
de
sélection
é(r:](i);stophorese Taille Pré alignement et séparation acoustique
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Tableau 6 : Développement d’imagerie directe pour a  méliorer l'efficacité de I'imagerie ou pour remplac er
I'enrichissement par I'imagerie fluorescente a gran de vitesse

Technologie

Microfluidic
CellConcentrator
(MCCQC)

ImageStream®

EPIC

FASTCell™

CytoTrack

cytométrie en flux
photoacoustique

Critere de
sélection

Aucun

CK,
CD45,
DRAQ5
CK,
CD45,
DAPI

CK,
CD45,
DAPI

CK,
CD45,
DAPI
Spectre d’
absorption

Principales caractéristiques

Pompe passive concentrant par 5x I'échantillon
Hybride entre cytometrie de flux et microspopie par
fluorescence, 5000 cellules/sec

Microscopie digitalisée automatique, visualisation de

cluster

Gamme de fibre optique permettant de visualiser de
larges champs, 25M cells/min, résolution faible

Visualisation de cluster, 100 M cellules/min

Technique non invasive de grands volumes de sang

229



230



Tableau 7 : Immunoaffinité — Enrichissement positif
de tumeurs couplés a des particules magnétiques ou

cTC
Technologie

CellSearch®
AdnaTest

MACS
MagSweeper

GEDI
CTC Chip

OncoCEE

Herringbone
Chip

GEM
Graphene
Oxide Chip
Modular
SinusoidalMicr
osystem
(commercialize
d by
BioFluidica)

Ephesia
Magnetic Sifter
LiquidBiopsy
Isoflux™
CTC-iChip

GILUPI
CellCollector™

Critére
sélection
EpCAM
Cocktall
d’anticorps
EpCAM
EpCAM
PSMA/HER
2, taille

EpCAM

Cocktail
d’anticorps

EpCAM
EpCAM
EpCAM

EpCAM

EpCAM

EpCAM
Cocktail
d’anticorps
EpCAM
EpCAM,
taille

EpCAM

par des anticorps ciblant des antigenes spécifiques
déposés a la surface du dispositif pour capturer le s

de Principales caractéristiques

Validé par la FDA

Plusieurs marqueurs de cancer determines par RT PCR sur
des CTC capturées
Enrichissement pos/neg,

Pureté, débit de 9 mL/h
Séparation sur la taille minimisant les contaminations

Contact avec les anticorps optimisé par des microspots, 1—
2 mL/h

Marquage par des anticorps

Mélange par micro tourbillons, visualisation de cluster,
4.8 mL/h
Mélange par micro tourbillons, 3.6 mL/h

Géométrie plane, 1-3 mL/h

Trois modules: sélection, impédance et imagerie, visualisation
de cluster, >86% purité, >7.5 mL/h

Assemblement de ym billes magnétiques dans des colonnes,
>3 mL/h

flux vertical, 10 mL/h

Automatisé, le flux de gaine minimise les liaisons non
spécifiques, flux continu, 5 mL/h

Flux continu automatisé

Enrichissement pos/neg, séparation par la taille, 8 mL/h

Peut traiter de grands volumes de sang
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Tableau 8 : Immunoaffinité —Enrichissement négatif : les anticorps ciblant les antigénes associés aux
leucocytes sont couplés a des particules magnétique s ou la surface de l'appareil élimine les cellules
indésirables

Technologie Critére de Principales caractéristiques

sélection
EasySep™ CD45 Simple et facile d’utilisation
HumanCD45
Depletion
Kit
QMS Flux continu, haut débit
MACS
CTC iChip CD45,
CD66Db,
Size
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