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Mme DUPOUY Julie
M. OUSTRIC Stéphane (C.E) Mme
ROUGE-BUGAT Marie-Eve

Pédiatrie

Chirurgie Infantile

Médecine Interne
Thérapeutique

Epidémiologie, Santé publique
Psychiatrie

Physiologie

Biochimie et biologie moléculaire
Hématologie, transfusion
Parasitologie

Biophysique

Psychiatrie

Chirurgie orthopédique et traumatologique
Radiologie

Chirurgie thoracique et cardio-vascul
Anatomie pathologique
Médecine Vasculaire
Hépato-Gastro-Entérologie
Hépato-Gastro-Entérologie
Rhumatologie

Chirurgie Générale
Cardiologie

Pédiatrie

Anatomie

Chirurgie plastique
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M. SOL Jean-Christophe

M. SOLER Vincent
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M. SUC Bertrand

Mme TAUBER Marie-Thérese (C.E)
M. TELMON Norbert (C.E)
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Mme URO-COSTE Emmanuelle (C.E)
M. VAYSSIERE Christophe (C.E)
M. VELLAS Bruno (C.E)

M. VERGEZ Sébastien

Radiothérapie

Neurologie

Médecine d'Urgence
Anatomie Pathologique
Chirurgie maxillo-faciale
Génétique

Biochimie

Immunologie

Urologie

Chirurgie Orthopédique
Chirurgie thoracique cardiovascul
Médecine Physique et Réadaptation
Maladies infectieuses, maladies tropicales
Pédiatrie

Cardiologie

Dermatologie

Pneumologie

Anesthésiologie Réanimation
Epidémiologie, Santé Publique
Cancérologie

Chirurgie Digestive

Gériatrie

Neurologie
Bactériologie-Virologie
Biologie cellulaire

Neurologie

Dermatologie

Biophysique

Hématologie
Hépato-Gastro-Entérologie
Physiologie

Pharmacologie

Médecine Interne

Psychiatrie Infantile
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Nutrition

Gériatrie

Cardiologie

Radiologie
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Médecine Interne

Chirurgie Infantile

Pédiatrie
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Anatomie et cytologie pathologiques
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Neurochirurgie

Ophtalmologie
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Gériatrie et biologie du vieillissement
Médecine du Travail
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Pédiatrie

Médecine Légale

Biologie du développement
Anatomie Pathologique
Gynécologie Obstétrique
Gériatrie

Oto-rhino-laryngologie
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M. CAVAIGNAC Etienne
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Mme DALENC Florence
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M. EDOUARD Thomas
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.FRANCHITTO Nicolas
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. GUERBY Paul

. GUIBERT Nicolas

. GUILLEMINAULT Laurent
.HOUZE-CERFON

. HERIN Fabrice

. LAIREZ Olivier

. LEANDRI Roger
.LHERMUSIER Thibault

. LOPEZ Raphael

Mme MARTINEZ Alejandra

M. MARX Mathieu

M. MEYER Nicolas

Mme MOKRANE Fatima

Mme MONTASTIER Emilie
Mme PASQUET Marlene

. PIAU Antoine

. PORTIER Guillaume

. PUGNET Grégory

. REINA Nicolas

. RENAUDINEAU Yves

. REVET Alexis

. ROUMIGUIE Mathieu

Mme RUYSSEN-WITRAND Adeline
M. SAVALL Frédéric

M. SILVA SIFONTES Stein

M. TACK lvan

Mme VAYSSE Charlotte

Mme VEZZOSI Delphine

M. YRONDI Antoine
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Chirurgie infantile
Epidémiologie, Santé publique
Médecine d’'urgence
Gastro-entérologie

Pédiatrie

Chirurgie orthopédique et traumatologie
Radiologie

Hématologie

Cancérologie

Anatomie

Pédiatrie
Oto-rhino-laryngologie
Pédiatrie

Néphrologie

Radiologie etimagerie médicale
Addictologie

Chirurgie Plastique
Gynécologie-Obstétrique
Pneumologie

Pneumologie

Médecine d'urgence

Médecine et santé au travail
Biophysique et médecine nucléaire
Biologie du dével. et de la reproduction
Cardiologie

Anatomie

Gynécologie
Oto-rhino-laryngologie
Dermatologie

Radiologie et imagerie médicale
Nutrition

Pédiatrie

Médecine interne

Chirurgie Digestive

Médecine interne

Chirurgie orthopédique et traumatologique
Immunologie

Pédo-psychiatrie

Urologie

Rhumatologie

Médecine légale

Réanimation

Physiologie

Cancérologie

Endocrinologie

Psychiatrie

Hématologie

Professeurs Associés de Médecine Générale
M. ABITTEBOUL Yves

M. BIREBENT Jordan

M. BOYER Pierre Mme

FREYENS Anne

Mme IRI-DELAHAYE Motoko

Mme LATROUS Leila

M. POUTRAIN Jean-Christophe

M. STILLMUNKES André

Professeurs Associés Honoraires
Mme MALAVAUD Sandra Mme

PAVY LE TRAON Anne

M. SIBAUD Vincent Mme

WOISARD Virginie

Mise a jour le 14/05/2024



Mme ABRAVANEL Florence
M. APOIL Pol Andre
Mme ARNAUD Catherine

Mme AUSSEIL-TRUDEL Stéphanie

Mme BASSET Céline

Mme BELLIERES-FABRE Julie
Mme BENEVENT Justine
Mme BERTOLI Sarah

M. BIETH Eric

Mme BOST Chloé

Mme BOUNES Fanny

Mme BREHIN Camille

M. BUSCAIL Etienne

Mme CAMARE Caroline

Mme CANTERO Anne-Valérie
Mme CARFAGNA Luana
Mme CASPAR BAUGUIL Sylvie
Mme CASSAGNE Myriam
Mme CASSAING Sophie
Mme CASSOL Emmanuelle
M. CHASSAING Nicolas

M. CLAVEL Cyril

Mme COLOMBAT Magali

M. COMONT Thibault

M. CONGY Nicolas

Mme COURBON Christine

M. CUROT Jonathan

Mme DAMASE Christine
Mme DE GLISEZINSKY Isabelle
. DEDOUIT Fabrice

. DEGBOE Yannick

. DELMAS Clément

. DELPLA Pierre-André

. DESPAS Fabien

. DUBOIS Damien
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Mme FABBRI Margherita
Mme FILLAUX Judith

Mme FLOCH Pauline

Mme GALINIER Anne

M. GANTET Pierre
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M. BRILLAC Thierry

M. CHICOULAA Bruno

M. ESCOURROU EmileMme
GIMENEZ Laetitia

Bactériologie Virologie Hygiéne
Immunologie

Epidémiologie

Biochimie

Cytologie et histologie
Néphrologie

Pharmacologie fondamentale
Hématologie, transfusion
Génétique

Immunologie
Anesthésie-Réanimation
Pneumologie

Chirurgie viscérale et digestive
Biochimie et biologie moléculaire
Biochimie

Pédiatrie

Nutrition

Ophtalmologie

Parasitologie

Biophysique

Génétique

Biologie Cellulaire

Anatomie et cytologie pathologiques
Médecine interne
Immunologie

Pharmacologie

Neurologie

Pharmacologie

Physiologie

Médecine Légale
Rhumatologie

Cardiologie

Médecine Légale
Pharmacologie

Bactériologie Virologie Hygiéne
Médecine du travail
Neurologie

Parasitologie
Bactériologie-Virologie
Nutrition

Biophysique

M. GASQ David

M. GATIMEL Nicolas

Mme GENNERO Isabelle
Mme GENOUX Annelise
Mme GRARE Marion

Mme GUILBEAU-FRUGIER Céline
Mme GUYONNET Sophie

M. HAMDI Safouane

Mme HITZEL Anne

M. HOSTALRICH Aurélien

M. IRIART Xavier

Mme JONCA Nathalie

M. KARSENTY Clément

M. LAPEBIE Frangois-Xavier
Mme LAPEYRE-MESTRE Maryse
M. LEPAGE Benoit

M. LHOMME Sébastien

Mme MASSIP Clémence
Mme MAULAT Charlotte
Mme MAUPAS SCHWALM Frangoise
M. MONTASTRUC Francois
Mme MOREAU Jessika

Mme MOREAU Marion

M. MOULIS Guillaume

Mme NOGUEIRA Maria Léonor
Mme PERICART Sarah

M. PILLARD Fabien

Mme PLAISANCIE Julie

Mme PUISSANT Bénédicte
Mme QUELVEN Isabelle
Mme RAYMOND Stéphanie
Mme RIBES-MAUREL Agnés
Mme SABOURDY Frédérique
Mme SALLES Juliette

Mme SAUNE Karine

Mme SIEGFRIED Aurore
Mme TRAMUNT Blandine

M. TREINER Emmanuel
Mme VALLET Marion

M. VERGEZ Francgois

Mme VIJA Lavinia

Physiologie

Médecine de la reproduction
Biochimie

Biochimie et biologie moléculaire
Bactériologie Virologie Hygiéne
Médecine légale et droit de la santé
Nutrition

Biochimie

Biophysique

Chirurgie vasculaire

Parasitologie et mycologie

Biologie cellulaire

Cardiologie

Médecine vasculaire
Pharmacologie

Biostatistiques et Informatique médicale
Bactériologie-virologie
Bactériologie-virologie

Chirurgie digestive

Biochimie

Pharmacologie

Biologie du dév. Et de la reproduction
Physiologie

Médecine interne

Biologie Cellulaire

Anatomie et cytologie pathologiques
Physiologie

Génétique

Immunologie

Biophysique et médecine nucléaire
Bactériologie Virologie Hygiéne
Hématologie

Biochimie

Psychiatrie adultes/Addictologie
Bactériologie Virologie

Anatomie et cytologie pathologiques
Endocrinologie, diabéte
Immunologie

Physiologie

Hématologie

Biophysique et médecine nucléaire

M.C.A. Médecine Générale
Mme BOURGEOIS Odile Mme
BOUSSIER NathalieMme
DURRIEU Florence Mme
FRANZIN Emilie

M. GACHIES Hervé

M. PEREZ Denis

M. PIPONNIER DavidMme
PUECH Marielle

M. SAVIGNAC Florian
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projets au cours des deux dernieres années. Merci de m’avoir fait découvrir votre spécialité
et en entrevoir sa complexité. Je tenais a vous remercier pour le temps que vous avez pris

pour me transmettre une partie de votre savoir et pour votre pédagogie.

Monsieur le Docteur Nadim FARES

Praticien Hospitalier — Oncologie digestive

Tu auras été un vrai guide au long de ce travail de thése, de M2R, mais aussi dans l'internat :
merci de tes conseils toujours bienveillants et de ton écoute attentive. Merci pour le temps
gue tu m’as consacré, y compris quand tu n’en avais pas. Tu as été, dés mon premier
semestre, un réel exemple : a la fois excellent clinicien, proche de ses patients tout en étant
un chercheur pertinent, qui met constamment la recherche au service des patients. Merci
pour ta pédagogie et les réflexions passionnantes de ces deux derniéres années. Au plaisir

de continuer a collaborer de plus loin sur SarcLynch.

Monsieur le Docteur Frédéric CHIBON

Directeur de Recherche — INSERM U1037 Equipe OncoSarc

Merci de m’avoir accueilli au sein de ton équipe, pour ton temps et ta patience, pour tes
explications, ton investissement. Ces huit mois ont été un privilege et resterons un souvenir
ému dans mon parcours. Je te suis profondément reconnaissant pour la qualité des
échanges et réflexions, pour ton souci de la rigueur et de I'exactitude : tu es et resteras une
figure d’exemplarité dans mon parcours ! Merci de ne m’avoir jamais tenu rigueur de mes

penchants sénologiques. Mais surtout, merci pour ton initiation attentive a la dégustation de



houblon : de Dunkerque a Dublin, Louvain et récemment Saint-Malo !

Monsieur le Docteur Thibaud VALENTIN

Praticien Hospitalier — Oncologie sarcomes

Merci Thibaud pour ton accessibilité et ta disponibilité au cours de ce travail de these. Merci
également pour ce semestre au 2A qui restera I'un des meilleurs de mon internat et c’est en
grande partie grace a toi. Je n'oublierai jamais de peindre sans relache et JAMAIS je ne

cederai a la pleutrerie.

10



A mes collégues au cours de l'internat

Oncologie digestive — CHU Rangueil

A toute I'équipe médicale de Rangueil (Corinne, Marion D., Pascale) merci pour votre
accueil et votre bienveillance pour ce premier stage d’internat. Vos conseils et votre
accessibilité sont ce qu’on peut espérer de mieux pour débuter !

Au Dr Marion Jaffrelot, je n’aurais pas pu espérer meilleure cheffe de clinique que toi en ce
début d’internat (confiné) ! Tu as toujours été disponible, aidante, a I’écoute, rassurante et
profondément juste. Merci pour tes visites a I’'HDS, tes cours, tes conseils médicaux et non
médicaux. Tu n’auras pas réussi a nous mettre au sport avec Caro, mais tu m’auras confirmé
mon goUt pour I'oncologie : encore un grand MERCI !

A Tic-et-Tac, Murielle, Mélanie, Angélique, Myléne et tout le reste de cette superbe équipe
paramédicale, merci de m’avoir tant appris quand je ne savais (vraiment !) rien faire, pour

votre patience et votre bienveillance.

Oncologie-Radiothérapie — IUCT Oncopole

Au Pr Anne Laprie, merci de m’avoir fait découvrir la radiothérapie en bindme : tu as changé
du tout au tout ma vision remplie de préjugés. Tu es un réel exemple de ce qu’est une
oncologue-radiothérapeute : professionnelle, humaine, qui connait ses patients sur le bout
des doigts et pense avant tout a la cohérence du parcours de soin. Merci de m’avoir partagé
ton savoir et ton savoir-étre. Merci également pour ta bienveillance au-dela du stage.

Au Dr Anne Ducassou, j'ai eu la chance de te croiser aprés ce stage de radiothérapie. A
défaut d’avoir eu la chance d’apprendre a tes cOtés, j'espere avoir la chance de travailler
d’une maniére ou d’une autre avec toi par la suite.

A Mathilde, une excellente surprise ! Tu es la collegue idéale: toujours préte a aider,
toujours a I'écoute et de bon conseil, toujours pertinente de surcroit. Je te souhaite tout le
meilleur pour ta nouvelle vie bordelaise.

A tous les manips radios, spécialement a Samuel, merci pour votre accueil.
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Oncologie médicale (1A) — IUCT Oncopole

A Coralie Nieto, je n’aurais assurément pas fini ce semestre sans tes cheer-up
hebdomadaires, ton aide répétée et tous ces fou-rires qui m’ont bien remonté le moral !
Merci d’avoir été si soutenante, prévenante, présente, aidante. Ton nouveau service a bien
de la chance.

Au Dr Pierre Girardie, tu aurais di étre décoré pour toute I'aide (spontanée) que tu nous as
apportée avec Ombeline pendant ces six mois. Merci pour ton éthique professionnelle et ton
humanité, je ne I'oublierai pas.

Au Dr Delphine Larrieu, tu m’auras fait hésiter pour la neuro-onco ! Tu es un exemple de
dévotion, de rigueur, de précision et une incroyable clinicienne. Merci pour ces contre-
visites nocturnes, ta transmission et la confiance que tu m’as portée. Au plaisir de
retravailler avec toi.

Aux Dr Mourey et Pouessel, merci pour vos passages réguliers et votre accueil dans la
discipline.

A Nathalie et Isabelle, merci d’avoir rendu ce semestre beaucoup plus simple et pour votre
aide constante.

A I'équipe complétement déjantée de I'onco 1A : quel dommage qu'il reste si peu de
vous ! Quel honneur d’avoir pu apprendre avec et de vous. A Eloise, aussi pétillante que
brillante, aussi dréle que tu as un accent du sud, merci pour ces 6 mois, toutes ces gardes ou
les patients ont eu de la chance de t’avoir; Baby, la réactivité et le respect des patients
comme maitre mot, merci pour ta ténacité ; Bessou, quel plaisir d’avoir travaillé avec toi, les
patients ont de la chance de t’avoir ; Brunet, merci pour ta rigueur et ta sympathie, ces 6
mois auront été un trés chouette moment ; Laury, tu es une excellente infirmiére, travailler
avec toi était rassurant ; Margaux et Bébou, vous m’avez fait redécouvrir la beauté de votre

métier, merci de toujours avoir le bien étre des patients comme boussole, ne changez pas.

Unité de soins palliatifs (USP) - Joseph Ducuing

Au Dr Ingrid Payet, tu es la rencontre qui m’aura le plus marqué de tout mon internat,
sincerement. Je passerai rapidement sur le c6té médical, car il n’y a rien que j’écrirais ici que
je ne t’aurais pas déja dit. Merci d’avoir partagé avec moi tes réflexions, ton sens clinique,

ton éthique : et quelle éthique ! Merci de m’avoir pris la main jusqu’a ton chemin de créte.
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Merci pour ta curiosité, ton ouverture, ta tolérance, ton esprit-critique. Plus
personnellement, merci pour tes traits d’esprits si subtilement amusants, ton
accompagnement. Je suis reconnaissant que I'on puisse continuer de se voir.

Au Dr Cédric Chaissac, merci d’avoir accepté d’ouvrir ce terrain de stage dans ton unité, j'y
aurais tellement appris. Merci pour ta gentillesse, tous nos échanges, ta bienveillance, la
douceur de ton approche. Au plaisir de se recroiser.

Au Dr Mathilde Bouchet, tu es un exemple de douceur et de soucis du détail aupres des
patients, toujours attentionnée et attentive, toujours alignée avec tes convictions.

A toute I’équipe incroyable humaine de I'USP, je garderai un souvenir ému de mon passage
chez vous, merci de m’avoir si bien accueilli parmi vous. Ma vision des soins palliatifs ne sera

plus jamais la méme apres vous.

Oncologie médicale (2A) — IUCT Oncopole

A Mme Chevreau, ce fut un réel honneur et privilege pour moi d’avoir la chance
d’apprendre a vos cotés au 1A puis sur votre dernier semestre en oncologie 2A. Merci
d’avoir été toujours si juste, d’avoir toujours « lutté contre la médiocrité », d’avoir toujours
eu le bien étre du patient comme guide. Votre rigueur, votre sens du détail, votre humilité
malgré I'excellence de votre parcours inspirent mon plus sincere respect. Je tacherai de ne
jamais oublier de soulever les draps des patients. J’espere que vous vous épanouissez sur
vos bancs de fac de philosophie.

Au Dr lIfad Blazevic, merci llfad pour ces 6 mois au 2A et pour ta disponibilité permanente,
toujours d’humeur égale, de toujours avoir été bienveillant et aidant. Bonne chance pour la
suite.

A Laure Cescatti, cadre aussi déjantée qu’efficace : quel bulldozer bariolé tu fais ! Avec toi, je
ne me serai jamais inquiété de (I'absence) de place, tu avais toujours une solution, toujours
au-devant de ce qui n’était pas prévisible. Ces points de 18h me manqueront. Tu as bien
mérité ta nouvelle place au sommet. Quelle chance nous avons eu de travailler tous avec toi.
A cette superbe équipe du 2A : vous étes le joyau de cet oncopole ! A I'incroyable Doré, tu
m’auras tellement fait rire !! Travailler avec toi ne m’a jamais donné I'impression d’un effort,
quelle facilité. Merci d’étre toi, ne changes pas. A Bessot, quelle perte, quel gachis de te

savoir partie. Ma tristesse est a la hauteur de ce que tu m’auras apporté pendant ces six
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mois. Promis, je ne jetterai jamais mes grosses tongues ! Au fabuleux Guigui, la encore une
immense perte. Mais quel plaisir d’avoir travaillé a tes c6tés : tu es un formidable soignant,
humain, prévenant, attentionné tout en restant un infirmier hors pair. Merci pour toutes ces
soirées a refaire le monde sur la terrasse du 2A et pour ton soutien indéfectible avec Enzo.
Au plaisir de continuer a aller boire des coups avec toi. A Audrey C. et Léa C, par risque de
redite, je vous fais ce petit mot commun car vous m’avez été indissociablement
indispensables pendant ces 6 mois au 2A. Vous avez le respect du patient a cceur et une
approche plus holistique du soin qui rend chaque prise en charge si cohérente. Les patient.es
ont de la chance de croiser votre route. J'ai eu la chance de pouvoir me former a vos cotés.
A Luce Domingo, tu fais partie de ces collegues qui marquent un parcours. Ton
investissement aupres des patients et des équipes est admirable. Toujours le mot gentil qui
fait avancer, toujours ajustée et pertinente, toujours douce et a I'’écoute. Un merci tout
particulier pour tes conseils au cours de ce semestre parfois émotionnellement difficile...

A Emmanuelle et Joyce, travailleuses de 'ombre sans qui tout serait bien moins facile.
J'espere que vous avez conscience de tout ce que vous apportez aux patients, leur famille,
aux équipes. J'espere qu’on pourra un jour vous remercier a la hauteur de ce que vous nous

apportez au quotidien.

Anatomopathologie — IUCT Oncopole/CHU Toulouse

Au Dr Philippe Rochaix, pas vraiment dans le jury mais pourtant si impliqué dans cette
recherche ! Merci de m’avoir aussi bien accueilli en anapath, pour le temps que tu as pris
pour me faire découvrir cette spécialité si abstraite au premier abord, d’avoir toujours été
disponible pour ces centaines de lames MMR ... | Ton émulation intellectuelle et ta curiosité
sans borne ont été une réelle inspiration pour moi. Merci d’avoir été toujours disponible,
toujours en ébullition, toujours motivé et partant, profondément gentil et bienveillant.
J'espére pouvoir continuer a refaire le monde avec toi autour d’un (ou deux) cafés. Il me

reste quelques semaines pour venir ranger cette forteresse de blocs a I'entrée de ton bureau

Au Dr Camille Franchet, merci de m’avoir fait découvrir la sénologie sous un autre angle et
pour tous ces échanges passionnants, tu es un vrai puis de sciences. Merci pour San

Antonio : tes encouragements, tes conseils et surtout le match avec Wimby : Go Spears Go !
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Au Pr Anne Gomez-Mascard et au Dr Christophe Bontoux, merci de m’avoir permis de
collaborer avec vous et d’avoir partagé votre expertise sur les sarcomes osseux. Au plaisir de
Vous recroiser.

Au Dr Anne-Cécile Brunac, jaurais aimé travailler davantage avec toi: merci pour tes
conseils éclairés et toutes tes explications.

A tous mes co-internes d’anapath, merci pour votre accueil, votre formation, votre aide
pendant ces interminables macroscopies et surtout pour votre sympathie : on aura bien
rigolé !

A Tatiana Rabotinskaya, Nadine Argent et toutes les technicien.nes d’anapath, merci pour
I'aide précieuse que vous m’aurez apportée bien au-dela du stage, toujours prét.es a aider et

toujours avec le sourire. Je vous dois beaucoup, merci.

Equipe 19 OncoSarc - CRCT

Aux Dr Pérot et Delespaul, a.k.a les morues, je vous dois tout ce que j’ai appris lors de ce
stage. Gaélle, merci d’avoir pris le temps de m’accompagner, me former, me remontrer 200
fois oU était chaque réactif, d’étre restée jusqu’a 21h pour sauver mes premieres CGH, pour
ton temps, ta pédagogie. Que dieu me garde d’avoir déréglé tes pipettes Affy’ ou de ne pas
avoir éteint les centris. Lucile, punk au grand coeur, quel plaisir d’avoir pu partager ce bureau
aux airs d’open space avec toi. Je reste sincerement admiratif de ta connaissance
encyclopédique du sarcome et de la science de maniere générale. Merci pour ces discussions
passionnantes et passionnées. A quand un prochain arrosoir ? A toutes les deux, un
chaleureux merci pour votre accompagnement, votre amitié, votre temps, votre aide, vos
sens de I’humour douteux (Titres !), vos conseils, vos bitchages.

A Natacha, je garderai un souvenir précis de toutes nos conversations dans ta grotte de bio-
informaticienne. Merci d’avoir été cette altérité nécessaire a tout médecin et de jamais
m’avoir tenu rigueur de mon humour noir. Au plaisir de te revoir, vraiment.

A Lise, Rémy et Sofia, je vous souhaite le meilleur pour la suite.

A tous les autres

A Carole Baraduc et Cathy Barthié, les deux piliers de I'oncologie toulousaine : toujours

aidantes et indéfectibles, vous avez tellement facilité mon internat (et celui de tant d’autres
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internes ...). Un sincére merci pour votre résilience envers et contre tout, votre aide passée

et a venir.

A Bertille Segier, merci pour ta rigueur dans I'analyse statistique de ce travail et pour les

différentes versions que tu as fournies.

A toute I’équipe du 3B que j'aurais cotoyée avec plaisir pendant les gardes, spécialement a
Arianne, Johanna, Aymerick, Yohann, Charlotte, Angélique, Justine, Manon, merci pour
tout ce que vous m’aurez appris, pour votre accompagnement et bienveillance. Je vous dois

une bonne partie de ce que j’ai eu la chance d’apprendre jusqu’ici. Merci, vraiment.

Norbert Lignon, merci d’avoir contribué a ce recueil exhaustif et pour votre réactivité.

A mes co-internes d’oncologie

Aux plus vieux Juliette, Jacques, Marion, Samy, Benoit, Auranne, Céline, Vincent, Laeticia
et Anais, merci pour votre accueil chaleureux dans cette aventure oncologique et votre

transmission !

A Victor et Emily, je regrette de ne pas avoir eu |'occasion de travailler davantage avec vous.
Vos parcours respectifs forcent I'admiration. J'espéere avoir un jour votre niveau,

sincerement. Merci pour tous vos conseils bienveillants. Bon courage pour la suite.

A Gauthier, chimeére radiothérapeutique de Tom Frager et d’OS117, cinéphile n’ayant jamais
appreécié a sa juste valeur Titane ou Annette, je n’oublierai jamais ton rire de goélands ni tes

séances de coach en tractions. Je te souhaite le meilleur dans ta nouvelle vie de kiffeur.

A Charly, Blandine et Ludovic, on se sera croisés la plupart de mon internat mais quel plaisir
d’avoir appris a vous connaitre aux différents ASIO et week-ends OncoPlouk ! Charly, merci
de ton investissement dans la formation des internes tu as réinsufflé un vent nouveau
depuis ton clinicat. Blandine, merci pour tes conseils et ton recul, je te souhaite de

t’épanouir a Rangueil. Ludovic, merci de ne jamais avoir cessé d’exploser les tympans de
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I’oncologie Toulousaine avec ton accent sudiste a couper au couteau.

A Coco, imitateur officiel de Sarkozy, tu auras été un réel exemple d’intelligence sociale et
de mesure tout au long de l'internat. J’ai eu beaucoup de plaisir a travailler en trio (ou en
duo je sais plus trop ...) avec toi pendant ce semestre de radiothérapie et comme référent. Je
te souhaite beaucoup de bonheur avec ta petite famille (il ne te manque plus que le labrador

et le monospace !).

A Caroline, la daronne au grand cceur, tu as été au-dessus de toutes attentes, y compris
celles de la navette de 20h. Ton écoute est a la hauteur de tes factures Sézanne et tes mots
aussi doux que ton camaieu de pulls ne passant pas a la machine. Merci d’avoir été le plus
bel exemple de compagnonnage de mon internat et une baby-sitter hors pair lors de ce
premier semestre. A la Gainsbourg de I'oncologie, j'espére que ta saturation post-effort sera
un jour aussi haute que la céte que tu avais tant de peine a monter a Rangueil. Si avec un

mot comme ¢a, tu ne quittes pas Raph pour moi, je ne comprends plus rien ...

A Maéva, a toi la présidente 2022, la syndicaliste toujours préte pour « tous les monter en
I’air I », la kiffeuse préte a jeter les voiles sur ton bateau en corse, la meilleure organisatrice
de week-end qu’ait connue I’Occitanie merci d’avoir rythmé mon internat. Prends le large,

mais reviens-nous de temps en temps.

A Marie, partenaire hors pair du 2A, a la fois cycliste, bricoleuse (et pas du dimanche !),
couturiere, peintre, voyage-planneuse tu es un exemple d’équilibre vie pro-vie perso. Ces 6
mois dans notre bureau sans fenétre auront été incroyablement lumineux grace a toi,

j’aurais beaucoup appris de toi. J’espére étre un jour un aussi bon médecin que tu l'es.

Au tiercé gagnant de radiothérapeutes, merci pour ce début d’internat commun. Benjamin,
merci pour ton phlegme et ton humour Gauthier-like (comprendra qui voudra) qui auront
rythmé tous mes passages en radiothérapie. Jeanne, exemple de précision merci pour ton
aide, je pense que je ne serais toujours pas inscrit au M2 sans toi. Théo, tu auras tracé

I'internat comme un de tes marathons, merci d’ouvrir la voie du DJ pour nous tous restés a
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la traine derriere toi.

A Célia, cette premiere année d’internat n’aurait pu mieux débuter qu’avec toi a mes cotés,
merci pour ton soutien constant et ton humour de merde qui ont rendu ces mois de COVID
plus légers et agréables a vivre. Que cette parenthése oncologique te fasse accepter toutes
nos demandes de réévaluation (a peine) déguisées. Merci d’étre cette amie hors de tout

cadre, tu es étincelante, avec toi tout est plus beau.

A Bombeline, merci d’avoir mis tous ces patients dans des lits et de ne pas avoir attendu le
lendemain. Merci a 'amnésie traumatique de me faire souvenir ce semestre avec toi comme
I'un des meilleurs de mon internat. Tu es la rencontre que je souhaite a tout le monde
d’avoir une fois dans sa vie. Tu es une de ces rares personnes profondément bonnes et
fiables. Merci d’étre cette amie infaillible, douce, astrale (on peut le dire!). Merci d’avoir
rythmé mon internat de ton feuilleton amoureux et automobile et de m’avoir appris qu’on
ne pouvait pas confier a Caro la surveillance d’un parking (oui oui, méme ¢a). Que ton karma
s’apaise enfin, qu’il laisse tes os restants a I'abri de toute tempéte du mauvais ceil. Mais

surtout : big up aux mimos’ !

A Guigui, le meilleur (et le plus a jour !) gossipeur de Toulouse. Tu n’es décidément pas né a
la bonne époque, tu aurais été un poisson dans I'eau des bassins royaux de Bridgerton.
Merci pour toutes ces heures a refaire le monde autour d’un verre ou au détour d’un couloir

de I'oncopole (les murs n’ont pas d’oreilles, rassures-moi ?!).

A Nassima, heureux de te savoir de retour parmi nous, j'espere avoir I'occasion de plus

travailler avec toi par la suite.

A Jules, le plus hématologue des onco ! Tant pis pour nous, tant mieux pour eux, ils ont bien

de la chance d’avoir récupéré quelqu’un d’aussi sympa et dynamique que toi.

Aux anciens nouveaux, Romain tu pourrais étre représentant pour colgate, kiffeur parvenu

toujours en pleine régalade, tu as apporté un souffle nouveau au petit groupe d’oncologie,
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reste frais; Ines aussi touchante qu’entiere, pleine de convictions, merci d’étre toujours
fidele a tes valeurs et pour ton humour acidulé que j'aime tant (aurais-je le méme ?) ; Esther
j'espere que vous faites désormais bunker commun avec Célia ; Léonard toi qui a eu autant

de conquétes que de gardes en ce début d’internat, bienvenu du bon c6té de la force !

Aux petits nouveaux, Rémy feu-externe gersois AOP pure souche, je suis heureux qu’on t’ait
fait entrevoir la lumiere oncologique ; Arthur digne fillot de Romain tu as apporté le pep’s
des arenes dans la ville rose, je te souhaite d’étre aussi bon interne que danseur dans tes
grands soirs (avant les aléas du direct dont certains sols se souviennent encore, of course) ;
Nikolas force tranquille a 'humour incisif, hate d’étre a notre prochain battle ; Charlotte
toujours souriante et partante, bienvenu parmi nous, j'espére que tu es heureuse en ce

début d’internat.

Au quator élargi du M2 ce master 2 n’aurait décidemment pas eu la méme saveur sans
vous. Clara, merci d’avoir partagé ton amour des vampires, tes anecdotes toutes plus droles
les unes que les autres, ton expertise nouvellement acquise en bétabloquants mais surtout
ces regards de détresse Lacazette-induits, je me serai fait happer dans le vortex de mon
ignorance si tu ne m’en avais pas sorti. Ronan, ton flegme du grand Est aura fait souffler un
air de vin jaune apaisant tant a la fac qu’en stage, pourvu que « notre anapath préféré » soit
toujours de retour. Adele, on se sera souvent croisés, tant a Limoges qu’au 1A ou au M2, au

plaisir de vraiment travailler avec toi un jour.

A mes proches

A mes amis de fac, Limoges RPZ

A mon indéfectible comparse, Paulo Robert, c’est impossible de te rendre suffisamment
honneur, ¢a ne sera jamais a la hauteur de ce que je te dois. Un merci c’est bien trop simple
et pourtant ¢a résume si bien : merci de ton amitié sincére, merci de ton écoute, merci de
tout ce que tu m’as fait découvrir, merci de toutes ces conversations passionnantes que je
n’ai qu’avec toi. J’ai rarement été aussi admiratif de quelqu’un, j’ai la chance de t’avoir dans

ma vie. Audrey, merci de le rendre si heureux. Au plaisir de continuer a mieux te connaitre.
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A ma Popo, du primaire a la fin des études, comment ne pas étre ému de cette amitié qui
continue d’éclore ? Merci pour ton soutien pendant toutes ces années, d’avoir si souvent
compris entre les lignes sans aller au-devant. Je suis si heureux de ce que tu as réussi a

construire. Clément, Marceau, je vous souhaite d’étre une famille heureuse.

A Clara et Belette, amies de la premiére heure, de bancs de fac et de soirées, de Rome et de
vacances. Merci d’étre toujours partantes pour une « derniére danse » (Kyo, sang de la
veine). Ma Belette, tu as toujours été un exemple de résilience et d’intégrité. Tu es
pétillante, émouvante, apaisante, confiante, présente. J'estime sincerement notre amitié.
Clara, avec toi, tout est si léger et authentique a la fois. T'es une boule de kiffance et
d’énergie, je dois une partie de mes (seuls) abdos a nos fou-rires, a toi, a Monique, a la cité
des Papes. A vous deux, ¢a valait le coup de vous retrouver au cache-cache a Moliets-et-

Maaaaaaaaa.

A Fabrice, mélange (d)étonnant du gendre idéal et de Black M, je suis heureux d’avoir été
« Sur ta Route », méme si j’ai eu du mal a sortir de ta boite a gants lors de ton épisode GTA.
Heureusement que tu ne m’as pas écouté quand j'enterrais dans I'ceuf ton élopée avec
Soléne. Soléne, seule rescapée bobo-gaucho-écolo du groupe, merci pour ces conversations
toujours passionnantes avec toi. Promis, maintenant je ne t'embéterai plus avec mes

guestions de génétique.

A Emily, oui oui je vais devoir te marquer un truc gentil ... ce sera sincere ... bien sir ... vieille
meuffe (en or). Je dois te concéder que ton humour est passable et que ta compagnie n’est
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Introduction

Il est désormais admis que le cancer est une maladie de ’ADN (acide désoxyribonucléique).
Différents systemes de réparation de ’ADN interviennent simultanément ou successivement
pour assurer la fidélité du génome et ainsi prévenir le risque de cancers. Ces systemes de
réparation sont complémentaires, spécifiques de certaines lésions de ’ADN et interviennent
a des étapes distinctes du cycle cellulaire. Le déficit constitutif de chacun des systemes de
réparation de I’ADN est associé a la survenue préférentielle de certains cancers, définissant
des « spectres tumoraux » : cancers du sein, de I'ovaire et du pancréas en cas de déficit de la
recombinaison homologue ; carcinome basocellulaire ou épidermoides en cas de déficit du
systeme d’excision nucléotidique etc. Parmi eux, le systeme de réparation des
mésappariements (MMR) est un systeme de réparation post-réplicatif de ’ADN intervenant
— entres autres — dans la détection puis I'excision des mésappariements, insertions et
délétions mono ou pluri-nucléotidiques. Sa déficience (dIMMR), germinale ou somatique, est
associée a la survenue de carcinomes partageant des caractéristiques cliniques, tumorales et
génomiques récurrentes et indépendantes du site primitif. Alors que la déficience MMR
somatique reste la cause principale de carcinomes dMMR (85% des carcinomes colo-rectaux
dMMR!?), I'identification d’une cause héréditaire sous-jacente telle que le Syndrome de
Lynch (SL) chez I'adulte est indispensable puisqu’elle permet un dépistage précoce des
cancers associés au SL. Aussi, la connaissance la plus compléete possible du spectre tumoral
associé au SL est un enjeu de prévention secondaire a I'échelle individuelle et familiale et en
cas de survenue de cancer, un enjeu de médecine de précision.

La généralisation du dépistage du phénotype dMMR en pan-tumoral, consécutive a
I'identification de son caractére prédictif de réponse a I'immunothérapie anti-PD1/PD-L1
dans les tumeurs solides 3, a permis l'identification de tumeurs rares développées chez des
patients avec un SL, au-dela du spectre classique (mésothéliomes, sarcomes, tumeurs
germinales etc.) *. Pour autant, la réalité de leur association avec le SL n’est pas démontrée
et on ne peut exclure qu’il s’agisse « d’incidentalomes tumoraux » sans réelle association au
SL. A l'inverse, il est également possible que le SL soit associé a un risque relatif plus élevé de
développer certaines tumeurs rares, mais dont les tres faibles incidences aient empéché leur
identification et donc leur inclusion au sein du spectre tumoral SL.

Dans le cadre de ce travail de thése, nous nous intéresserons spécifiquement a un groupe de
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tumeurs mésenchymateuses rares (sarcomes) récemment rapportées dans un contexte de

déficience constitutive du systeme MMR (SL).

Syndrome de Lynch et déficience mismatch repair

A. Systéme mismatch repair

Lors de la réplication de I’ADN par les ADN polymérases a, o et €, des erreurs de réplication
surviennent toutes les 10* a 10° paires de bases. Ces mémes polymérases corrigent la
majorité de ces erreurs, mais une erreur toutes les 107 a 10% paires de bases persiste aprés
chaque réplication. Ces erreurs sont alors détectées et réparées par le systeme de
réparation des mésappariements (MMR). Le systeme MMR est un systéme de réparation
multi-étapes faisant intervenir différents hétérodimeres fonctionnels réparant les
mésappariements (mismatchs) ou les insertions-délétions (indels) nucléotidiques. La
premiere étape (reconnaissance) est assurée soit par le complexe multiprotéique MutSa
formé par I’'hétérodimérisation de la protéine MSH2 avec la protéine MSH6, qui reconnait
les mésappariements ou indels d’une ou deux paires de bases (pb) ; soit par le complexe
MutSB, formé par I’hétérodimérisation de MSH2 et MSH3, qui reconnait les indels de 3 a 13
paires de bases (pb)°. Une fois 'anomalie reconnue, la fixation covalente du complexe MutS
provoque le recrutement du complexe MutLoa (hétérodimére MLH1-PMS2), lui-méme
recrutant la proliferating cell nuclear antigen (PCNA) qui permet I'activation de I'activité
endonucléasique de MutLa. En amont du mésappariement, I'exonucléase 1 (EXO1) va
dégrader I’ADN dans le sens 5’2 3’, puis la polymérase delta (POLJ) va assurer la resynthése
du brin complémentaire. Enfin, la ligase 1 assure la ligation entre le brin néosynthétisé et la

zone de mésappariement préalablement excisée (Figure 1).
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Figure 1 : Systeme de réparation des mésappariements de ’ADN (MMR) (d’apres Olave et
Graham, 2021)s.

Au-dela de cette fonction classique, les protéines du systeme MMR sont également
impliquées dans d’autres processus biologiques : I'inhibition de la recombinaison homologue
lors de la recombinaison mitotique’, I'induction de I'apoptose en réponse aux dommages de
I’ADN via une activation de p53 ou p73 et le contréle de différents points du cycle cellulaire
(G1/S et M) &. Il semblerait également que la déficience des génes hMLH1 et hMSH2 soient
associées a des anomalies mitotiques par duplication du nombre de centrosomes ° et des

10

dérégulations du point de contréle mitotique pouvant aboutir a des anomalies

chromosomiques.

B. Syndrome de Lynch

Le Syndrome de Lynch est un syndrome de prédisposition héréditaire de transmission
autosomique dominante, causé par une mutation mono-allélique germinale de I'un des
génes du systeme MMR (hMLH1, hMSH2, hMSH6, hPMS2) ou une délétion terminale du
géne EPCAM ', Sa prévalence dans la population occidentale est estimée a 1/279 individus
12 ce qui ferait du SL le syndrome de prédisposition aux cancers le plus fréquent 3.

Parmi les patients avec un SL ayant développé un cancer, il est estimé qu'entre 30 et 35%
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des SL seraient causés par une mutation de hMLH1 ou de hMSH2, 20-25% de hMSH6, 15%
de hPMS2 et 1-3% par des altérations structurales d’EPCAM %15, Cette répartition est
différente en population indemne de cancers, puisque les variants germinaux pathogénes
(VGP) mono-alléliques des génes hPMS2 (1/714) et hMSH6 (1/758) sont plus prévalents que
ceux des génes hMLH1 (1/1946) et hMSH2 (1/2841) *2. Cette discordance entre patients
indemnes et atteints de cancers est expliquée par la pénétrance incompléte du SL associée a
une variabilité du risque relatif dépendante du gene atteint : les genes hMSH6 et hPMS2
étant associé a un plus faible risque tumoral °. Sa pénétrance dépend également d’autres
facteurs intrinséques tels que le sexe, I’age, le variant mutationnel et extrinséques tels que

le mode et lieu de vie 2.

En accord avec la théorie de Knudson ¥/, "acquisition d’un second événement somatique bi-
allélique sur le méme géne muté en germinal (mutation, perte d’hétérozygotie LOH ou
délétion) est nécessaire a I'acquisition d’une perte de fonction de I'une des protéines MLH1,
MSH2, MSH6 ou PMS2, impliquées dans les hétérodimeres fonctionnels sus-présentés. Ce
phénotype de déficience fonctionnelle du systeme mismatch repair (IMMR) cause une
accumulation de mutations non-sens, faux-sens ou frameshift non correctement réparées
dans I'ensemble du génome 18, Ces mutations ont préférentiellement lieux au niveau des
microsatellites, qui sont des régions répétées sources d’erreur de réplication par la POLJ via
un phénomeéne de glissement. Aussi, en cas de déficience fonctionnelle du systeme MMR,
une instabilité des microsatellites (MSI) apparait.

Cette instabilité microsatellitaire est responsable de mutations dans des régions
microsatellitaires codantes de génes cibles impliqués dans différentes voies d’oncogeneése,
conférant des avantages prolifératifs (TGFBRII), anti-apoptotiques (BAX, FAS, Caspase-5),
dérégulation du cycle cellulaire (PTEN, AIM2) et de réparation de I’ADN (MSH6, MSH3, ATR,
RAD3) 1920, Le phénotype MSI est également associé a des modifications épigénétiques via
des modifications des séquences non-codantes des micro-ARN régulant les voies PI3K-AKT,
PTEN, TP53 et du TGF-B 2122, Ces différents mécanismes d’oncogenése médiés par
I'instabilité microsatellitaire sont associés, chez les patients avec un SL, au développement
préférentiel de carcinomes définissant un spectre tumoral spécifique au SL.
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Le Syndrome de Lynch est associé a une augmentation du risque relatif de développer
certains carcinomes définissant un spectre tumoral associé au SL. Les carcinomes avec un
risque relatif élevé (colo-rectal, endomeétre, intestin gréle, voies urinaires supérieures)
définissent le spectre étroit quand les carcinomes avec un risque plus faible (ovaires,
estomac, voies biliaires, glioblastome) définissent le spectre élargi 2>?*. Une variation
phénotypique du SL appelée Syndrome de Muir-Torre, préférentiellement associé a des
mutations du gene hMSH2, expose a un risque accru de développer des tumeurs sébacées
de type kératoacanthomes 2°. Ce spectre tumoral différe en cas de mutations bi-alléliques
constitutives (définissant le Constitutionnal Mismatch Repair Deficiency, CMMRD) et associe
préférentiellement, dés I'enfance, des hémopathies, des tumeurs cérébrales (gliomes de
haut grade, médulloblastomes), des cancers digestifs et de rares cas de sarcomes 26?7,

Plus récemment, il a été rapporté qu’a l'instar de la pénétrance, le spectre tumoral était lui

aussi dépendant de variables intrinseques telles que I'age, le sexe et le gene

constitutivement atteint ® (Figure 2).

Figure 2 : Spectre tumoral du Syndrome de Lynch (reproduction de Gambini et al., Cancers
2022).
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L'indication d’'un dépistage individuel ou familial du SL peut étre proposé par différents
acteurs du parcours de soin soit (1) par I'identification tumorale d’un phénotype dMMR ou
(2) par l'identification d’antécédents familiaux et/ou personnels concordants, justifiant un
adressage en oncogénétique. Concernant I'identification en tumoral d’'un phénotype dMMR,
elle peut étre évaluée soit en immunohistochimie (IHC) soit en biologie moléculaire par
PCR?8, Le phénotype dMMR en IHC (dMMR-IHC) peut étre identifié soit par la perte
d’expression en couple de MLH1-PMS2 ou de MSH2-MSHB®6, soit isolée des protéines PMS2
ou MSH6. En biologie moléculaire, I'identification de l'instabilité de trois microsatellites
mononucléotidiques cibles sur cing (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24, NR-27; panel NCI-
Pentaplex) définit le phénotype MSI 2°. Toutefois, les tumeurs avec un phénotype dMMR ne
sont pas nécessairement développées dans le cadre d’un SL. La cause la plus fréquente de
déficience du systeme MMR est sporadique via un mécanisme épigénétique acquis de
méthylation du promoteur de hMLH1 ou de mutations V60OE du gene BRAF, ces patients ne
sont donc pas adressés en oncogénétique 3°. L'identification d’antécédents oncologiques
familiaux et personnels répondant aux criteres modifiés de Béthesda posent l'indication
d’un adressage en oncogénétique 3.

Le diagnostic de SL ne peut étre posé qu’en cas d’identification d’'un VGP mono-allélique de
hMLH1, hMSH2, hMSH6, hPMS2 ou en cas de délétion de la région terminale du géne
EPCAM (géne situé directement en amont du promoteur de hMSH2, délétion pouvant causer
des « read-through » entre EPCAM et hMSH2) 1. Les patients avec une tumeur dMMR sans

identification de VGP d’un des genes MMR sont considérés « Lynch-like ».

Au-dela d’un spectre tumoral spécifique, les tumeurs développées dans le cadre d’'un SL
partagent également des caractéristiques cliniques, tumorales et immunes.

Sur le plan histologique, ces tumeurs sont de haut volume au diagnostic (T4) avec un
enrichissement en formes indifférenciées et nécrotiques 2°. Ce sont des tumeurs dites «

chaudes » avec une forte infiltration lymphocytaire (TILs) 32

majoritairement en
lymphocytes T CD8" cytotoxiques 32. Sur le plan moléculaire, le phénotype MSI est associé a

une charge mutationnelle élevée (TMB-High) '8 responsable de modifications de la
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séquence peptidique et de décalages du cadre de lecture aboutissant a une forte production
de néo-peptides et néo-antigenes tumoraux. Ce sont ces néo-antigénes tumoraux,
spécifiques et récurrents parmi les carcinomes MSI 3334, qui favorisent la présentation
lymphocytaire par les cellules présentatrices d’antigénes 2°.

Afin d’échapper a la réponse immunitaire induite par la présentation des néo-antigenes, les
carcinomes MSI ont développé plusieurs voies d’immuno-évasion et d’anergie
lymphocytaire. Premierement, les tumeurs MSI sont associées a une forte expression
tumorale et lymphocytaire de PD-L1, un checkpoint immunitaire 3°. Deuxiémement, 60%
des carcinomes colo-rectaux MSI présentent des mutations du complexe majeur
d’histocompatibilité de type | (CMH-I) et 10% présentent des mutations inactivatrices de la
B2-microglobuline (B2M) 3¢ qui participent a la présentation antigénique.

Enfin, sur le plan génomique, les carcinomes MSI sont classiquement diploides sans
instabilité chromosomique associée (CIN-), a I'inverse des cancers MSS qui sont aneuploides

et CIN+ 3738,

Ces caractéristiques ont des impacts pronostiques et théranostiques. Aux stades localisés,
les cancers colo-rectaux MSI ont - a stade équivalent - un avantage en survie globale
comparativement aux carcinomes colo-rectaux MSS. Toutefois, les tumeurs MSI présentent
une chimio-résistance notamment au 5-Fluoro-Uracile avec un pronostic sombre au stade
métastatique 32. L'identification du phénotype dMMR/MSI comme biomarqueur prédictif de
réponse aux inhibiteurs de checkpoints immunitaires (ICl) 3° a révolutionné le parcours
évolutif des patients avec des carcinomes MSI, devenus en dix ans un standard
thérapeutique de premiére ligne dans les cancers dMMR avancés 3. L’identification d’un néo-
épitome spécifique et récurrent parmi les carcinomes MSI a également permis le design de

vaccins thérapeutiques off-the-shell, actuellement en cours d’évaluation en phase I-Il 3449,

Comme présenté ci-dessus, le Syndrome de Lynch est donc un syndrome de prédisposition
jusqu’alors exclusivement associé au développement de tumeurs épithéliales (carcinomes).
Sa physiopathologie, son spectre tumoral et son impact théranostique sont désormais

établis. Dans la section suivante nous nous concentrerons spécifiquement sur un groupe de
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tumeurs mésenchymateuses (sarcomes) avant de présenter les données de littérature

motivant cet intérét dans la derniére section de cette premiere partie.

Sarcomes

A. Définition et épidémiologie

Les sarcomes correspondent a un groupe hétérogene de tumeurs rares, développées au
dépend du tissu mésenchymateux. Avec une incidence estimée a 70,7 cas par million
d’habitants, ils représentent seulement 1% des cancers de I'adulte. A ce jour, 150 sous-types
de sarcomes sont décrits *!. Ce chiffre est en constante augmentation suite a la
segmentation d’anciennes entités intégrant de nouvelles données de biologie moléculaire,
notamment de nouveaux transcrits et partenaires de fusion. Le pronostic dépend de
facteurs intrinséques : sous-type histologique, grade de la Fédération Nationale des Centres
de Lutte Contre le Cancer (FNCLCC), stade au diagnostic ; ou de facteurs extrinséques **:
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développement en territoire irradié, « whoops surgery » *°, qualité de la résection

chirurgicale et du morcellement tumoral per-opératoire.

B. Classification

Classiquement, les sarcomes sont regroupés en sous-groupes nosologiques selon : leur tissu

de développement et/ou leur réarrangements chromosomiques.

Les sarcomes des tissus mous (STM) représentent 87% des sarcomes contre 13% pour les
sarcomes osseux (SO) #4. Parmi les STM sporadiques, on retrouve par ordre d’incidence les
tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST, 13%), les liposarcomes (LPS, 13%), les
léiomyosarcomes (LMS, 11%) et les sarcomes pléomorphes indifférenciés (UPS, 6%) 4. Parmi
les SO sporadiques, les ostéosarcomes sont les plus fréquents, suivis des chondrosarcomes
et des sarcomes d’Ewing #* (Figure 3). A l'inverse de ces sarcomes « fréquents », d’autres
histotypes représentent moins de 0.5% des sarcomes et sont désignés comme étant « ultra-
rares » %>, On y retrouve notamment les rhabdomyosarcomes pléomorphes (pRMS), les

rhabdomyosarcomes (RMS) alvéolaires, les RMS embryonnaires, les PEComes, les LPS
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pléomorphes, les sarcomes a cellules claires, les chondrosarcomes dédifférenciés et les

chordomes.

Sarcomes des tissus mous sporadiques Sarcomes osseux sporadiques

GIST 13%

Autres
32%
Léiomyosarcomes
11%

Autres
55%
Liposarcomes

13% Chordomes

4%
PRMS 0.5%

Sarcomes

Ostéosarcomes
34%

Chondrosarcomes

d'Ewing
12%

Figure 3 : Répartition des histotypes parmi les sarcomes des tissus mous et osseux (Adapté
depuis De Pinieux et al, Plos One 2021) «

UPS 6%

On distingue parmi les STM et les SO les sarcomes a génomique simple des sarcomes a
génomique complexe (SGC). Les sarcomes a génomique simple sont des sarcomes définis
par une altération moléculaire spécifique et récurrente tels que des transcrits de fusions,
des mutations ou amplifications spécifiques . On retrouve entre autres les sarcomes
d’Ewing (transcrit de fusion EWS-FLI1)¥, les synovialosarcomes (transcrit de fusion SYT-SSX)
48 les RMS alvéolaires (transcrit de fusion PAX3-7/FOX01) *° ou les LPS myxoides (transcrit
de fusion FUS/DDIT3).

Les SGC présentent des génomes largement réarrangés (translocations non récurrentes,
pertes et gains chromosomiques ainsi que des réarrangements intrachromosomiques par
chromotripsis)®® et sont définis par une absence d’altération moléculaire spécifique et
récurrente. lls affectent préférentiellement les patients dgés et sont de mauvais pronostic >2.
En pratique courante, les nomenclatures « SGC » et « sarcomes pléomorphes » sont utilisées
de maniere synonyme, bien que des différences existent. Ils incluent classiquement les UPS,
les pRMS, les LPS pléomorphes, les LPS dédifférenciés, les myxofibrosarcomes, les tumeurs
malignes des gaines nerveuses périphériques (MPNST), les LMS, les ostéosarcomes et les

chondrosarcomes dédifférenciés.
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C. Prise en charge

La prise en charge des sarcomes localisés repose sur la chirurgie en marges saines, qui reste
le seul traitement curatif. La place des traitements focaux (radiothérapie) et systémique
(chimiothérapie) en néoadjuvant ainsi qu’en adjuvant reste débattue. Aussi, une grande
hétérogénéité de pratique existe tant a I’échelle nationale qu’internationale.

Concernant la maladie métastatique, la prise en charge varie fortement d’un sous-type
histologique a I'autre. A I'exception des GIST dont I'altération moléculaire cKIT permet un
ciblage spécifique par thérapie ciblée®?, le traitement systémique dépend de I’histotype et
repose sur une monothérapie ou un doublet de chimiothérapie >3. Les lignes de traitements
ultérieurs sont non-codifiées et restent dépendantes des pratiques nationales ou locales.

La place de I'immunothérapie dans les sarcomes a récemment évolué. Les sarcomes
présentant des structures lymphoides tertiaires (TLS)**, les angiosarcomes, les sarcomes
alvéolaires des parties molles (ASPS) >> ont été identifiés comme les sous-groupes de
sarcomes avec des signaux d’activité des ICI°**%>’, Plusieurs essais cliniques de phase I/l
ont testé l'efficacité des ICI avec des résultats décevants, entres autres |'absence de

bénéfice en survie sans progression (PFS) ou en survie globale (OS) (Tableau 1).

Tableau 1 : Synthese des essais d'immunothérapies dans les sarcomes des tissus mous.

AcSé
Tramune Pembrosarc NCT03056001 NCT02636275 Alliance Sarco28
Pembrolizumab
N 97 40 57 30 36 96 86
Trabectidine- Pembrolizumab Pembrolizumab Pembrolizumab  Nivolumab
DCI Pembrolizumab Pembrolizumab
Durvalumab Endoxan Doxorubicine Axitinib Ipilimumab
Phase Il Ib 1] Il Il Il 1]
mORR (%) 6.2 7 2 36.7 25 16 18
mPFS (mois) 2.8 2.3 1.4 5.7 4.7 4.1 4.5
mOS (mois) 19.7 NA 7.1 17 18.7 14.3 12.3
Références 58 59 54 60 61 62 63

N = effectif, DClI = molécules; mORR : taux de réponse objectif médian; UPS: sarcomes pléomorphes
indifférenciés ; LPS : liposarcomes ; LMS : Iéiomyosarcomes ; mPFS = médiane de survie sans progression ; mOS

= médiane de survie globale.
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D. Imputabilité des syndromes de prédisposition

Alors que plus de 95% des sarcomes sont développés de maniére sporadique, plusieurs
syndromes de prédisposition associés a un surrisque de développer un sarcome sont décrits.
On retrouve notamment le Syndrome de Li-Fraumeni (mutation germinale de Tp53), le
Rétinoblastome (RB1), la Neurofibromatose de type 1 (NF1), le Syndrome de Bloom (BLM), le
Syndrome de Werner (WRN) ou le Syndrome de Rothmund-Thompson (RTS) 4. Chacun est
associé a une surrisque de développer un/des sous-types spécifiques de sarcomes, avec des
pics d’incidence dans I'enfance ou a I’age adulte.

Alors que les patients atteints de sarcomes ont tous une indication de caractérisation du
génome tumoral par whole genome sequencing ®°, il n’existe pas de recommandation
indiquant une recherche oncogénétique systématique pour les patients développant un
sarcome a I'age adulte. Certains syndromes de prédisposition, tels que le Syndrome de Li-
Fraumeni, bénéficient de criteres spécifiques de dépistage (critéres de Chompret) chez
I’adulte.

En conséquence, la majorité des patients ayant développé un sarcome a I’age adulte ne
seront jamais adressés en oncogénétique. Cette absence d’adressage contraste avec le fait
que jusqu’a 14% (N=237/1644, 14.4%) des adultes développant un sarcome réputé
sporadique (hors sarcome développé en territoire irradié) ont pourtant des antécédents
personnels multiples de cancers . Dans cette méme étude, le dépistage systématique du
statut mutationnel germinal rapporte que 6.6% des patients avaient en réalité un VGP de
classe 4 ou 5 non préalablement identifié . Dans une autre étude de la méme équipe, il a
été identifié que jusqu’a 18% des sarcomes de |'adulte sont développés chez des patients
avec des VGP mono-alléliques pathogénes . Il a également été suggéré que jusqu’a 50%
des patients développant un sarcome a I'age adulte ont des variants polygéniques
pathogénes ®’. Aussi, il est licite de supposer qu’en I'absence de dépistage, des syndromes
de prédisposition autres que ceux classiquement décrits, puissent étre impliqués dans la

sarcomagenese mais non diagnostiqués.

Comme expliqué ci-dessus, les sarcomes constituent un groupe de tumeurs
mésenchymateuses, hétérogenes, toujours en cours de classification et dont la rareté limite

I'état des connaissances. L’absence de recommandations nationale ou internationale
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d’adressage en oncogénétique avec des efforts principalement concentrés sur les sarcomes
pédiatriques limitent les connaissances actuelles sur la participation de certains syndromes
de prédisposition sur la survenue de ces sarcomes de l'adulte. En I'absence de
thérapeutique efficace au stade métastatique, et considérant un pronostic sombre chez les
sarcomes pléomorphes de I'adulte, I'identification de biomarqueurs prédictifs de réponse a

de nouvelles classes de traitement est 'un des enjeux majeurs dans cette population.

IV. Sarcomes et Syndrome de Lynch

A ce jour, les sarcomes n’appartiennent pas au spectre tumoral du SL et aucune recherche
du SL n’est indiquée a titre systématique chez les patients développant un sarcome,
guelque soit leur age de survenue. Comme mentionné en Introduction, des cas de sarcomes
ont été rapportés chez des patients avec un SL posant la question de leur association a ce
syndrome de prédisposition. Ce constat est concordant avec I’expérience clinique locale des
équipes d’oncogénétique et d’oncologie sarcome qui partagent une patientéle commune
de 21 cas de sarcomes développés dans le cadre d’un SL préalablement identifié. Sur la base
de cette expérience clinique, et dans le cadre de ce travail de thése, nous avons constitué la
premiére revue systématique de littérature qui a fait 'objet d’une publication en 2023 %8

(Annexe 1). Nous proposons ci-apres une synthese des résultats de cette revue.

A. Données de la revue de littérature

Cette revue de littérature a été réalisée selon les recommandations PRISMA®® depuis deux
bases de données (PubMed et Google Scholar). Ont été inclus tous les cas publiés de
sarcomes développés chez des patients avec un SL ou un Syndrome de Muir-Torre avérés.
Les patients ayant un CMRRD, un Syndrome Lynch-like ou des carcinosarcomes utérins ont

été exclus.

Entre 1991 et Juin 2022, 44 case-reports et case-series ont rapporté 95 cas de patients ayant

développé un sarcome dans le cadre d’un SL avéré (Tableau 2). L’age médian au diagnostic

42



était de 45 ans (15-80), le sexe ratio était déséquilibré en faveur des hommes (1.3 :1). La
localisation des tumeurs primaires était semblable a celle des sarcomes sporadiques avec

une majorité de sarcomes des membres (53%).

La majorité des sarcomes rapportés (93%) étaient des STM. Les STM les plus représentés
étaient les UPS (12%), suivis des LMS (11%), des RMS (10% dont 50% de pRMS) et des LPS
(10%). Parmi les SO rapportés (N=6), on retrouvait 5 ostéosarcomes et 1 chondrosarcome de
sous-type non spécifié. A noter, 12% (N=12/95) des sous-types correspondaient a des
sarcomes classifiés comme « ultra-rares » tels que les pRMS, RMS sclérosants, PEComes,
sarcomes phyllodes et les LPS pléomorphes #°.

Le phénotype dMMR a rarement été évalué puisqu’il n’était disponible que pour 39% des
patients en IHC, 32% en biologie moléculaire avec une évaluation conjointe dans seulement
23% des cas. La majorité des sarcomes évalués présentaient un phénotype dMMR-IHC
(81%), MSI (77%) avec des profils discordants entre les deux techniques pour 3 cas (2

dMMR-IHC/MSS et 1 pMMR-IHC/MSI).

Concernant les antécédents oncologiques familiaux, 97% avaient une histoire familiale de
cancers colo-rectaux. Concernant les antécédents personnels, a I’exception de leur sarcome,
83% des patients avaient également développé un cancer colo-rectal. La majorité (57%) des
patients étaient porteurs d’'un VGP du géne hMSH2, 30% de hMLH1, 7% de hMSH6, 5% de

hPMS2 et 1% avec une délétion terminale du gene EPCAM.
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Type Date Age  Genre Catégorie Sous-type Localisation Syndrome IHC Geéne VGP PCR Références
2000 45 F STM UPS * Membres Lynch MSH2 ¢ MSH2 G429X MSI 70
2002 19 F STM LMS Tronc Lynch ND ND ND ND 7

23 F pRMS Membres Lynch MSH2 ¢ ND MSI 7
STM
2003 66 F UPS * ND Lynch ND MSH2 Délétion exon3-8 ND
73
25 M SO Ostéosarcome ND Lynch ND Site d’épissage exon 4 ND
Délétion codon 677 exon
2006 40 M STM BD-LPS * Membres Lynch MSH2 ¢ MSH2 ND 7
13
2007 45 F STM LMS Digestif Lynch MLH1 MLH1 ND MSI 7
Faux-sens exon 2
36 M LMS Membres Lynch MLH1 MLH1 MSI 7
€.200G>A ; p.Gly67Glu
2009 STM
Faux-sens exon 2
30 M LMS Membres Lynch ND MLH1 MSI 7
€.200G>A ; p.Gly67Glu
56 UPS * ND Lynch ND ND Exon 1c.112A>C; ND
Case report 2010 STM 78
40 Non spécifié ND Lynch ND MLH1 p.Asn38His ND
Codon stop ¢.2038C>T
39 Téte et cou Lynch MSH2 ¢
(exon 5)
Codon stop ¢.2038C>T
43 Membres Lynch MSH2 ¢
M UPS * MSH2 (exon 5) MSI 7
Site d’épissage
50 Membres Lynch ND c.942+3A>T
2011 STM
(exon 5)
Délétion terminale exons
51 M Non spécifié ND Lynch MSH2 EPCAM ND u
8et9
Sarcome a cellule Faux-sens exon 6
39 F ND Lynch pMMR MSH2 ND 80
fusiforme ¢.1046C>T ; p.Pro349Leu
54 M Angiosarcome Tronc Lynch ND ND ND ND 81
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43 M STM UPS * Membres Lynch ND ND ND ND 82
Fibrosarcome
54 F STM Tronc Lynch pMMR MLH1 ND ND 83
2012 épithélioide sclérosant
Large délétion
43 M STM LMS Membres Lynch MSH2 + MSH6 MSH2 MSS 84
Exons 1a 16
Muir-Torre
STM
58 M UPS * Rétropéritoine Muir-Torre MSH?2 ¢ MSH2 ND MSI 85
2013
74 M STM LPS pléomorphe Membres Lynch MSH2 + MSH6 MSH2 ND ND 86
71 F STM Sarcome intimal Tronc Lynch ND ND ND ND 87
2014 71 F ST™M Non spécifié Membres Lynch MSH2 * MSH2 R621X ND 88
37 F LMS Tronc Lynch MSH2 + MSH6 MSH2 exon 4 ¢.649_650dupA ND
STM
2015 39 M LMS Membres Lynch ND MLH1 c.2195_2198dupAACA ND 89
42 M SO Ostéosarcome ** Membres Lynch ND MLH1 c.2195_2198dupAACA ND
2016 52 F STM RMS non-spécifié Tronc Lynch ND ND ND ND %
Carcinosarcome c.931_935delAAAAG
2017 41 F STM Rétropéritoine Lynch MSH6 MSH6 MSI 91
Ovarien p.Lys311Glufs*
Sarcome a cellules
2018 80 F STM ND Lynch pMMR MLH1 ND MSS 92
fusiformes **
31 M STM Angiosarcome Tronc Lynch MLH1 MLH1 ND ND 93
43 F STM Sarcome phyllode Tronc Lynch MSH6 MSH6 ND MSS 94
2019 Tumeur fibroblastique
67 F STM Membres Lynch MLH1 +PMS2 MLH1 €.2246 T>C; p.Leu749Pro ND 95
réticulée
55 F STM RMS sclérosant Tronc Lynch ND ND ND ND %
Fibroxanthome
65 M STM Digestive Muir-Torre ND ND ND ND 97
atypique
2020 33 F STM UPS * Membres Lynch Délétion (exon7) ND
Sarcome synovial intra- ND MSH2 98
40 M STM Digestive Lynch Délétion (exon7) MSS

muqueux
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€.1863_1864insT ;

19 M STM pRMS Membres Lynch MLH1 + PMS2 MLH1 MSI 99
p. Leu622Serfs*10
40 M STM LPS pléomorphe Membres Lynch MSH2 + MSH6 MSH2 Délétion (exons 9-10) MSI 100
55 pRMS Membres Lynch MSH2 + MSH6 MSH2 p.Cys69Tyr ND
M STM 101
42 LMS Membres Lynch MLH1 + PMS2 MLH1 p.Val7Argfs18 MSI
2021
¢.1233_1254dup22 ;
73 M STM Myxofibrosarcome Tronc Muir-Torre MLH1 MLH1 MSI 102
p.lle412CysfsTer5
52 F STM PECome Rétropéritoine Lynch ND MLH1 ND ND 103
c.1741delA;
2022 29 M STM pRMS Tronc Lynch MSH2 MSH2 MSI 104
(p.1581Lfs*9)
71 ND STM ND ND Lynch ND MSH2 c.1216C>T ; p.Arg406* MSI
c.229_230delAG;
32 ND STM ND ND Lynch ND MSH2 MSI
2019 p.Ser77Cysfs*4 4
ND ND STM ND ND Lynch ND PMS2 Délétion (exons 8-9) MSS
Prospective
ND ND STM ND ND Lynch ND MSH2 c.942+3A>T MSS
Cohort
ND ND ND Non spécifié ND Lynch ND MSH2 ND ND
ND ND ND Non spécifié ND Lynch ND MLH1 ND ND
2021 105
ND ND ND Non spécifié ND Lynch ND PMS2 ND ND
ND ND ND Non spécifié ND Lynch ND MSH6 ND ND
c.1986delG;
ND ND STM Non spécifié ND Lynch ND MSH2 ND
2008 p.Met663CysfsX22 106
NA ND STM Non spécifié ND Lynch ND MLH1 ND ND
Retrospective 27 F Non spécifié Membres Lynch ND c.145_148delGACG ND
Cohort 38 M LPS Membres Lynch MSH2 + MSH6 c.942+3A>T ND
2009 24 F STM Non spécifié Téte et cou Lynch ND MSH2 c.942+3A>T ND 107
32 Gliosarcome Téte et cou Lynch MSH2 + MSH6 c.1696_1697AA>G ND
55 LPS Membres Lynch MSH2 + MSH6 c.1-?_366 ? ?del ND
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1 45 M Non spécifié Rétropéritoine Lynch ND c.1204A>T ND
1 66 F LPS Membres Lynch ND c.1732 ? ?_c.2268del ND
1 74 M LMS Pelvis Lynch ND MLH1 €.3514_3515insA ND
Tumeur fibreuse
1 50 M Tronc Lynch pMMR ¢.3850_3851insATTA ND
solitaire
1 28 M Chondrosarcome ** Membres Lynch pMMR c.1204A>T ND
SO MLH1
1 15 F Ostéosarcome ** Membres Lynch ND c.1276C>T ND
2014 1 NA F STM Non spécifié ND Lynch pMMR PMS2 c.989-1G>T MSI 108
2019 1 36 M STM pRMS Membres Lynch ND MSH2 c.Y678* MSI 109
1 40 F SO Ostéosarcome ** ND Muir-Torre c.1661+1G>A-LP
1 51 M STM Non spécifié ND Muir-Torre c.1444A>T p.Argd82Ter-P
¢.2152C>T; p.GIn718Ter-
18 E STM LPS ND Lynch MSH2 + MSH6 MSH2 MSI
2020 ] 110
¢.2152C>T; p.GIn718Ter-
1 20 F SO Ostéosarcome ** ND Lynch
P
1 64 F ST™M LPS myxoide ND Lynch pMMR MLH1 Délétion (exons 17-19) MSS
1 41 ND STM UPS ND Lynch ND MSH2 ND ND
1 61 ND STM UPS * ND Lynch ND MSH2 ND ND
1 65 ND STM Angiosarcome ND Lynch ND MSH2 ND ND
1 23 ND STM RMS non-spécifié ND Lynch ND MSH2 ND ND
2022 Sarcome a cellules "
1 50 ND STM ND Lynch ND MSH2 ND ND
fusiformes
1 62 ND STM Myxofibrosarcome ND Lynch ND MSH2 ND ND
Sarcome a cellules
1 50 ND STM ND Lynch ND MSH6 ND ND

fusiformes

Tableau 2 : Revue de la littérature des cas de sarcomes développés chez des patients avec Syndrome de Lynch (1994-2022).
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ND: non disponible ; RMS = rhabdomyosarcomes ; LPS = liposarcomes ; LMS = léiomyosarcomes ; pRMS = rhabdomyosarcomes pléomorphes ; UPS = sarcome pléomorphe
indifférencié.

* cas reclassifiés selon I'actualisation de la WHO 2020.
** absence de sous -catégorisation anatomopathologique.
“ absence d’évaluation de la protéine MSH6 en IHC.
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Lors de la publication de cette revue de littérature, seul un sarcome développé chez un
patient avec SL ayant bénéficié d’un patient traitement par ICI avait été rapporté. Il s’agissait
d’un patient de 19 ans avec un SL connu par mutation du gene hMLH1, suivi pour un pRMS
métastatique réfractaire aux traitements standards %°. Aprés deux mois de nivolumab
monothérapie, il a présenté une réponse complete (RC) maintenue pendant un an. Depuis,
trois autres cas de sarcomes avec SL traités par immunothérapie ont été publiés (Tableau 3).
Denu et al., ont rapporté lors d’une session Poster (CTOS) 3 cas de sarcomes développés
chez des patients Lynch traités par immunothérapie: 1 pRMS MSI en RC sous
pembrolizumab, 1 RMS non-spécifié en réponse partielle (RP) sous nivolumab-ipilimumab et

1 LMS résistant primaire sous pembrolizumab sans caractérisation du phénotype MMR 112,

Tableau 3 : Sarcomes développés chez des patients avec Syndrome de Lynch traités par
immunothérapie dans la littérature.

Sous-type Geéne IHC Biologie moléculaire = TMB (Mut/Mb)  TPS DCI MR  PFS (mois) Référence
pRMS MLH1 dMMR MSS 5.6 60% Nivolumab RC 12 %
pRMS MSH2 ND MSI ND ND  Pembrolizumab  RC 24
RMS Nivolumab

MSH2 dMMR ND ND ND RP 31 112
(Non-spécifié) Ipilimumab
LMS PMS2 ND ND ND ND  Pembrolizumab  PD 4
Sarcome intimal  MLH1 ND MSI 14.5 <1% Pembrolizumab  RC 14
UPS MSH6 ND MSI 99.5 20% Pembrolizumab  RP 11 s
UPS PMS2 ND MSS 10.1 5% Nivolumab RP 2*

* Toujours en cours de traitement lors de la publication; TMB = charge mutationnelle; PFS: survie sans
progression ; IHC = immunohistochimie ; pRMS = rhabdomyosarcomes pléomorphes,; dMMR = déficient
mismatch repair; MSS = microsatellite stable ; MSI = microsatellite instable ; RC = réponse compléte ; UPS =
sarcome pléomorphe indifférencié; RP = réponse partielle; MR = Meilleure réponse objective;, PD =
progression.

B. Limites et perspectives

Les données de cette revue de littérature sont les seules données de synthése a ce jour
décrivant les caractéristiques de sarcomes développés chez des patients avec un SL.
Plusieurs biais sont a prendre en compte dans I'analyse de ces résultats. Premierement, le

faible effectif de patients inclus limite I'extrapolabilité de ces données. Deuxiemement, ces
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données sont soumises a des biais de sélection, de publication, de mémorisation et sont
donc une représentation partielle des données de vie réelle.

La plupart des cas publiés sont anciens et les méthodes d’évaluation du phénotype MMR,
notamment en IHC, ne sont pas représentatives des méthodes d’évaluation actuelles. On
notera ainsi que plusieurs cas de sarcomes développés chez des patients avec un SL lié a une
mutation du gene hMSH2 n’ont évalué que la perte de MSH2 et de MLH1 en IHC, sans
évaluer le statut de MSH6 et PMS2 7072798588  Ayssi, les profils atypiques (perte isolée de
MSH2) décrits dans ces case-reports ne peuvent étre interprétés comme tels. La
représentativité non anecdotique de sous-types considérés comme des sarcomes « ultra-
rares » peut étre la conséquence d’un biais de publication. De méme, des patients traités par
immunothérapie mais sans réponse objective ou sans amélioration significative de la PFS
sont a méme de ne pas avoir été rapportés. Enfin, les criteres de sélection lors de la
sélection des cas a pu aboutir a une sous-représentation des cas réellement rapportés dans
la littérature. A l'inverse, 9 cas de sarcomes avec un phénotype pMMR-IHC et/ou pMMR
(PMMR-IHC/MSS) ont été inclus dans cette revue alors qu’ils correspondent a des

phénocopies, dont 'imputabilité du SL dans I'oncogenése est incertaine.

Les données de littérature présentées ci-dessus dénotent un intérét croissant envers les
sarcomes développés chez des patients avec un SL, avec un nombre croissant de cas
rapportés sur les dix derniéres années. La présence de sarcomes ultra-rares, d’'une majorité
de patients avec une atteinte du géne hMSH2, d’une majorité de sarcomes dMMR ainsi
gu’une possible efficacité de 'immunothérapie dans ces tumeurs au pronostic défavorable
sont des caractéristiques pertinentes, restant a valider. Toutefois, aucune de ces données
n’a jamais été vérifiée dans des cohortes de vie réelle et la centaine de cas rapportés ne
saurait en aucun cas constituer une estimation de la prévalence de ces « sarcomes — Lynch ».
Cette absence de caractérisation a motivé la constitution par notre équipe de la premiere
cohorte nationale, rétrospective de sarcomes développés dans le cadre d’un SL (étude

SarcLynch) dont les résultats sont présentés dans la partie suivante.
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PARTIE 2

Etude nationale rétrospective « SarcLynch »

51



Sur la base des résultats de la revue de littérature sus-présentée, nous avons établi une
étude nationale rétrospective (SarcLynch) dont I'objectif principal était d’évaluer les
caractéristiques cliniques et tumorales, en vie réelle, des sarcomes développés chez des
patients avec un SL avéré en France. L’étude SarcLynch est présentée ci-apres. Le manuscrit

associé a cette étude est disponible en Annexe 2.

I. Méthodologie

A. Design de I’étude

SarcLynch est une étude nationale, rétrospective et multicentrique dont I'objectif principal
est de décrire les caractéristiques cliniques et tumorales des patients ayant un Syndrome de
Lynch ayant développé un sarcome. Les patients étaient inclus sans restriction d’age s’ils

remplissaient les deux critéres suivants :

1. Syndrome de Lynch prouvé a I’échelle individuelle avec identification d’un variant
germinal pathogéne dans I'uns des genes MMR ou ; Syndrome de Lynch fortement
probable définit comme un patient appartenant a une famille Lynch connue ayant
développé a I’échelle individuelle un sarcome avec un phénotype dMMR-IHC et/ou

MSI.

2. Avoir développé un sarcome dont le diagnostic était avéré apres relecture en centre
expert.

Les patients dont le diagnostic de sarcome ou la réalité du Syndrome de Lynch ne pouvaient

étre confirmés ont été exclus de I'analyse. Cette étude non interventionnelle n’impliquant

pas la personne humaine a été menée en accord avec la méthodologie frangaise de

référence MR-004 et déclarée selon I'identifiant suivant : Rn-IPH 2022-110. Le recueil de

I’absence d’opposition a été recueilli pour chacun des patients en accord avec la déclaration

d’Helsinki.

B. Identification des patients

Les patients incluables ont été identifiés depuis deux bases de données de réseaux
nationaux francais : le Groupe Génétique et Cancer (GGC) et le Groupe Sarcome Frangais

(GSF). Pour les patients ayant développé plusieurs sarcomes, seul le premier sarcome a été
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considéré.

OFely est une base de données clinico-biologiques supportée par le GGC, multicentrique (45
centres), francaise, recensant 1522 familles de patient avec un SL, dont 7687 patients
avaient développé une tumeur entre 1995 et 2018 !4 Les antécédents personnels et
familiaux de cancers sont disponibles pour chacun des patients. La variable « autre cancer »
a permis d’identifier des patients ayant développé des sarcomes. NetSarc est la base de
données clinico-biologiques du GSF, supportée par I'Institut National du Cancer (INCa),
multicentrique (42 centres), frangaise, recensant de maniére prospective 85881 patients
ayant développé 86994 sarcomes depuis 2010 11°. La variable « autre maladie génétique » a
permis d’identifier des patients avec un SL.

Les données pseudonymisées pour chaque patient ont été extraites depuis chacune des
deux bases de données. Une identification des doublons entre les bases OFely et NetSarc a
été réalisée depuis les initiales, mois et année de naissance, histotype et centre d’inclusion.
Une seconde identification des doublons entre chaque centre a également été réalisée afin

d’éliminer les patients ayant été suivis par différents centres.

En parallele de cette identification depuis les bases de données nationales, chaque centre a
été sollicité afin d’identifier localement des patients incluables, non identifiés dans les deux
bases de données OFely et NetSarc. Une troisieme identification des doublons a été réalisée
selon les mémes modalités. Tout patient nouvellement diagnostiqué pendant la période de

recueil (2022-2024) a été inclus aprés vérification des critéres d’inclusions et d’exclusions.

C. Variables recueillies

Pour chaque patient ont été recueillies des variables cliniques, anatomopathologiques,

moléculaires tumorales et d’oncogénétiques, décrites ci-apres :

- Données cliniques : initiales du nom et du prénom (pseudonymisation), sexe, date de
naissance tronquée et age au diagnostic, statut métastatique et date d’apparition

(métachrone ou synchrone), localisations métastatiques, date de la prise en charge
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chirurgicale, qualité de la résection (RO a R2), traitements adjuvants et néo-
adjuvants, traitement par immunothérapie (durée, qualité de réponse, date
d’initiation et d’arrét, statut IP-OMS a [lintroduction et progression, DCl des
molécules utilisées, pseudo-progression), localisation du primitif tumoral, antécédent
de radiothérapie au site du primitif, date des derniéres nouvelles et statut a cette

date (déces ou non, et contrdle oncologique si vivant).

Données anatomo-pathologiques : catégorie de sarcomes (tissus mous ou osseux),
sous-type histologique et relecture en centre expert NetSarc, grade selon la
classification FNCLCC, expression du PD-L1 par les cellules tumorales (score TPS)

et/ou des cellules immunitaires (score CPS).

Données moléculaires tumorales : évaluation de |'expression des protéines MLH1,
MSH2, MSH6 ou PMS2 en immunohistochimie; évaluation de [Iinstabilité
microsatellitaire en PCR selon un panel NCI-Pentaplex ; réalisation d’un panel NGS et

évaluation de la charge tumorale ; présence d’un transcrit de fusion au diagnostic.

Données oncogénétiques: antécédents oncologiques personnels et familiaux,
identification du Syndrome de Lynch chez le patient et/ou un apparenté, géne muté,
variant germinal pathogéne identifié, variation phénotypique (Syndrome de Muir-
Torre), antécédent personnel ou familial de sarcomes, sarcome comme premier

événement tumoral, exploration germinale selon un autre panel (HBOC ou autres).

D. Analyses statistiques

Les inclusions ont été réalisées de maniére centralisée sur la base sécurisée Access hébergée

par I'lUCT-Oncopole. Des inclusions ont également été réalisées a distance via la plateforme

sécurisée REDCap mise a disposition par le CHU de Toulouse, puis retranscrites sur la base

Access. La base de données a été exportée pour analyse le 12 Avril 2024. Les données

extraites ont été analysées selon leur nature :

Les variables quantitatives ont été exprimées sous la forme d’'une médiane avec son

amplitude,

Les variables qualitatives ont été exprimées sous la forme de nombres et de
pourcentages.
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Le nombre de données manquantes pour chacune des variables a été précisé. Les taux de
survie globale ont été calculés depuis le diagnostic et estimés selon la méthode Kaplan-
Meier avec un intervalle de confiance de 95% (95% Cl). Les analyses statistiques ont été

conduites sur le logiciel STATA (version 18).

Il. Résultats

Entre 1991 et Avril 2024, 133 patients ont été identifiés depuis 23 centres : 65 depuis la
base NetSarc et 68 depuis la base OFely. Cing patients suivis dans plusieurs centres
(doublons) ont été exclus et 2 patients se sont opposés a l'inclusion dans I'étude. Des 126
patients incluables, 44 ont été finalement exclus : 23 en I'absence de confirmation du SL, 3
porteurs d’un autre syndrome de prédisposition, 5 ayant un diagnostic de carcinosarcome
utérin et 13 en I'absence de confirmation du diagnostic de sarcome (Figure 4). Au total, 82
patients ont été inclus dans I’étude SarcLynch. Vingt patients (N=20/82, 24%) ont été inclus
a Toulouse (centre principal), 5 centres ont inclus 5 patients ou plus et le nombre moyen de

patients inclus par centre était de 3 (1-8).

A. Caractéristigues démographiques

L’age médian au diagnostic du sarcome était de 52 ans (11-85 ans). Le sexe ratio était
équilibré 1.1 (43 hommes pour 39 femmes). Au diagnostic, 73% (N=55/75, ND=7) avaient un
sarcome localisé. Parmi les 20 patients métastatiques, 9 (N=9/20, 45%) étaient d’emblée
métastatiques. La majorité des sarcomes étaient développés au dépend des membres
(N=53/80, 66% ND=2), 14% du tronc (N=11/80), 10% de I'abdomen (N=8/80) et 5% depuis la
téte-et-le cou ou le rétropéritoine (Tableau 4). Deux sarcomes étaient développés en
territoire irradié : 1 LMS de la veine cave inférieure développé dans le champ d’irradiation
d’un carcinosarcome utérin et 1 ostéosarcome développé dans la zone irradiée d’un
synovialosarcome. Deux autres patients ont développé plusieurs sarcomes : 1 patient ayant
développé un UPS a distance d’un ancien LPS bien différencié et un second patient ayant

développé 2 UPS localisés métachrones.
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[ Identification et inclusion des patients
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Figure 4 : Diagramme de flux des inclusions dans I’étude SarcLynch.
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Tableau 4 : Caractéristiques démographiques de la population.

Caractéristiques Total (N=82)
Genre, n (%)
Homme 43 (52.4)
Femme 39 (47.6)
Age au diagnostic du sarcome (années)
Médiane (étendue) 52 (11-85)
ND 1
Syndrome identifié, n (%)
Syndrome de Lynch confirmé 76 (93)
Syndrome de Lynch fortement probable 6 (7)
Geénes mutés ou altérés en germinal, n (%)
hMLH1 31(38)
hMSH?2 32 (40)
hMSH6 14 (17)
hPMS2 3(4)
EPCAM 1(1)
ND 1
Antécédent personnel de cancer
Oui, n (%) 54 (71)
Cancer colo-rectal, n (%) 39 (72)
Nombre de cancers hors sarcome, médiane (étendue) 1 (0-4)
Non, n (%) 22 (29)
ND, n 6
Catégorie de sarcome, n (%)
Sarcome des tissus mous (STM) 67 (82)
Sarcome osseux (SO) 15 (18)
Grade FNCLCC, n (%)
Grade 1 7 (10)
Grade 2 24 (33)
Grade 3 41 (57)
ND 10
Localisation du sarcome, n (%)
Membres 53 (66)
Tronc 11 (14)
Abdomen 8(10)
Rétropéritoine 4 (5)
Téte et cou 4 (5)
ND 2
Phénotype mismatch repair, n (%)
dMMR (IHC ou PCR) 34 (77)
pMMR 10 (23)
ND 38
Sarcomes spontanés, n (%)
Oui 76 (93)
Non 6(7)
Développés en zone irradiée, n 2
Développés en zone traumatique, n 4
Meétastatiques, n (%)
Non 55 (73)
Oui 20 (27)
Métachrone 11 (55)
Synchrone 9 (45)
ND 7

ND = non disponible ; dMMR = déficient mismatch repair ; pPMMR = proficient mismatch repair.
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B. Caractéristigues oncogénétiques

Soixante-seize patients (N=76/82, 93%) avaient un SL prouvé avec identification a I’échelle
individuelle d’'un VGP d’un géne MMR. Six patients (N=6/82, 7%) appartenaient a une famille
avec un SL connu et ont développé un sarcome dMMR-IHC avec perte protéique
concordante au géne muté dans la famille. Cinquante-quatre patients (N=54/76, ND=6,
71%) avaient un antécédent personnel de cancer dont 72% (N=39/54) avaient un antécédent
de cancer colo-rectal et 29 (54%) d’un autre cancer du spectre classique du SL. Seize
(N=16/76, 21%) avaient un antécédent personnel de cancer en dehors du spectre classique
du SL parmi lesquels des cancers du sein, des tumeurs germinales non séminomateuses
testiculaires, des cancers prostatiques, de vessie, de pancréas. Six patients (N=6/76, 8%)
n’ont présenté que des cancers en dehors du spectre du SL. Deux patientes ont présenté
pour seuls antécédents personnels des cancers du sein et de I'ovaire avec un panel HBOC
négatif. Vingt-deux patients (29%) ne présentaient aucun critére personnel ou familiaux de
SL.

L'identification du géne muté a I'échelle individuelle ou familiale était disponible pour 81
patients, parmi lesquels 32 (40%) avaient un VGP du géne hMSH2, 31 (38%) du géne hMLH1,
14 (17%) du géne hMSH®6, 3 (4%) du géne hPMS2 et 1 (1%) avec une délétion terminale du
gene EPCAM.

Le sarcome était le premier événement tumoral chez 33 patients, soit 40% des patients
chez qui nous disposions de I'information sur les antécédents personnels oncologiques. Six
patients (N=6/45, ND=37, 13%) avaient des antécédents familiaux de sarcomes, dont 2
familles avec un méme sous-type histologique (2 LPS et 2 UPS). Ces six patients étaient
porteurs VGP des génes hMLH1, hMSH2 et hMSH6 en proportion égale (N=2). Aucun VGP
commun n’a été identifié parmi les familles présentant plusieurs sarcomes ni entre les

patients ayant présenté plusieurs sarcomes spontanés.

C. Caractéristiques histologiques

Soixante-sept patients (N=67/82, 82%) ont développé un STM et 15 (18%) un SO. Parmi les

67 STM, les sous-types histologiques les plus fréquents étaient les UPS (N=24, 36%) suivi des

pPRMS (N=14, 21%), des LMS (N=8, 12%), des LPS (N=7, 10% dont 3 LPS pléomorphes, 2 LPS

dédifférenciés, 1 LPS bien différencié et 1 LPS myxoide), des myxofibrosarcomes (N=7, 10%).
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Parmi les 7 autres STM on retrouve : 1 PECome, 1 sarcome a cellules claires, 1 MPNST, 1
RMS alvéolaire, 1 RMS embryonnaire, 1 sarcome endométrial de haut grade et 1
synovialosarcome. Cinquante-neuf (N=58/67, 86%) des STM sont des STM pléomorphes
(Figure 5).
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Figure 5 : Représentation des différents sous-types histologiques de sarcomes des tissus
mous et de leur composante pléomorphe.

STM = sarcomes des tissus mous ; LPS = Liposarcomes ; LMS = Léiomyosarcomes ; pRMS = rhabdomyosarcomes
pléomorphes ; UPS = sarcomes pléomorphes indifférenciés.

Concernant les 15 SO, 6 (40%) correspondaient a des chondrosarcomes (4 dédifférenciés et
2 conventionnels), 5 (33%) a des ostéosarcomes (4 conventionnels et 1 ostéoblastique), 2
(13%) a des chordomes, 1 a un sarcome d’Ewing (avec un transcrit de fusion EWS : FLI1) et 1
tumeur a cellule géante. Parmi les SO, 86% correspondent a des sarcomes pléomorphes.
Quatre (N=4/82, 5%) sarcomes a génomique simple sont rapportés : 1 sarcome d’Ewing, 1
synovialosarcome, 1 RMS alvéolaire et 1 LPS myxoide. Aucune GIST n’a été rapportée. Sept
(N=7/82, 9%) sarcomes sont des sarcomes non-a-translocation sans étre pléomorphes.
Indépendamment de la classification en STM ou SO, 26 (N=26/82, 31.7%) sarcomes
correspondaient 3 des sarcomes classifiés « ultra-rares » > : 14 pRMS, 4 chondrosarcomes
dédifférenciés, 3 LPS pléomorphes, 2 chordomes, 1 PECome, 1 RMS alvéolaire, 1 RMS
embryonnaire.
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D. Caractéristigues moléculaires et immunes

Le phénotype dMMR a été évalué par au moins une technique chez 44 sarcomes : soit en
immunohistochimie (IHC, N=44/82, 54%), en biologie moléculaire (PCR avec panel NCI-
Pentaplex, N=31/82, 38%) ou bien par les deux techniques (N=31, 38%). Trente-trois
(N=33/44, 75%) des sarcomes évalués en IHC présentaient un phénotype dMMR-IHC et 11
sarcomes (25%) étaient pMMR-IHC. Parmi les 33 sarcomes dMMR-IHC, 32 (97%)
présentaient une perte d’expression de la protéine concordante avec le gene muté en
germinal. En biologie moléculaire, 14 (N=14/31, 45%) étaient MSI et 17 (55%) MSS (dont 2
MSI-Low). Parmi les 31 tumeurs ayant bénéficié d’'une double évaluation, 21 (N=21/31, 68%)
avaient des phénotypes concordants (13 dMMR-IHC/MSI et 8 pMMR-IHC/MSS) alors que 10
(32%) avaient un phénotype discordant (9 dMMR-IHC/MSS et 1 pMMR-IHC/MSI). Parmi les
44 patients ayant bénéficié d’une évaluation du phénotype MMR par au moins une
technique (IHC ou PCR), 34 (77%) présentaient un phénotype de déficience MMR et 10

(23%) ne présentaient pas de déficience MMR (Tableau 5).

Tableau 5 : Evaluation du phénotype mismatch repair en IHC et/ou en biologie moléculaire.

Biologie moléculaire
MSI MSS ND Total
dMMR-IHC 13 9 11 33
o pMMR-IHC 1 8 2 11
= ND 0 0 38 38
Total 14 17 51 82

IHC = immunohistochimie ; dMMR-IHC = Déficient Mismatch Repair en IHC (perte d’expression d’au moins une
protéine en IHC: MLH1, PMS2, MSH2 or MSH6); pMMR-IHC = Proficient Mismatch Repair en IHC (expression des
4 protéines MMR); MSI = Microsatellite Instable en PCR selon panel NCI-Pentaplex; MSS = Microsatellite Stable.

L’expression du Programmed death Ligand-1 (PD-L1) par les cellules tumorales (score de

proportion tumorale, TPS) était nulle dans 6 des 7 tumeurs évaluées (N=6/7). Le score

combiné positif (CPS) a été évalué pour 5 sarcomes et était supérieur a 10 dans 3 cas

(N=3/5). La TMB a été évaluée par Next-Generation-Sequencing (NGS) pour 7 sarcomes : la

TMB médiane est de 12 mut/Mb (6-16 mut/Mb) et 3 sarcomes ont une TMB > 10 mut/Mb

(Tableau 6).
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Tableau 6 : Charge mutationnelle, statut mismatch repair et expression de PD-L1.

Genre  Age Sous-type histologique ICI Phénotype MMR TPS  CPS TMB
Homme 34 UPS Non dMMR-IHC/MSI 0 0 ND
Femme 33 pRMS Non dMMR-IHC/MSI ND ND 7
Femme 41 UPS Non dMMR-IHC/ND 0 100 ND
Homme 86 UPS Non dMMR-IHC/ND 0 0 ND
Femme 57 LPS pléomorphe Non dMMR-IHC/MSS ND ND 15
Homme 50 PECome Oui dMMR-IHC/MSI 0 ND 15
Femme 43 pRMS Oui pMMR-IHC/MSI ND ND 16
Femme 79 Léiomyosarcome Non dMMR-IHC/MSS 0 30 ND
Homme 81 UPS Non ND/ND ND 50 ND
Homme 41 Chondrosarcome Oui dMMR-IHC/MSI ND ND 9
Homme 19 pRMS Oui dMMR-IHC/MSS 60 ND 6
Homme 69 UPS Oui dMMR-IHC/ND ND ND 6

UPS = sarcome pléomorphe indifférencié ; pRMS = rhabdomyosarcome pléomorphe ; ICl = Inhibiteurs des
; TPS: Score de proportion tumorale; CPS: Score combiné positif; TMB: Charge
mutationnelle; ND: Non disponible ; LPS = Liposarcomes.

Checkpoint Immunitaires

E. Caractéristiques théranostigues

Parmi les STM localisés au diagnostic (N=55), 11 (20%) ont présenté une évolutivité

métastatique métachrone. Les analyses de survie présentées ci-aprés ont été réalisées sur

les 67 patients dont les données étaient disponibles. Le suivi médian était de 86 mois

(95%Cl, 54.1-127.7). Lors de la censure des données, 17 patients (N=17/67, 25%) étaient

décédés : 14 de la progression de leur sarcome et 3 d’autres causes.

La médiane de survie globale n’était pas atteinte ni pour les patients avec un sarcome

localisé au diagnostic (N=46, ND=9), ni pour les patients avec un sarcome en évolutivité

synchrone (N=8, ND=1). Les taux de survie global estimés a 3 ans étaient de 85% (95%Cl,

69.0-92.9%) pour les sarcomes localisés et 60% (95%Cl, 19.6-85.2%) pour les sarcomes

métastatiques synchrones, respectivement (Figure 6). Pour les 11 pRMS et 21 UPS

évaluables, la médiane d’OS n’était pas atteinte et les taux de survie estimés a 3 ans étaient

respectivement de 81% (95%Cl, 42.4-94.9%) et de 78% (95%Cl, 50.7-91.0%).
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Aucune analyse de survie n’a été conduite pour les SO compte tenu du faible effectif et de
I’hétérogénéité de ce sous-groupe. Aucune analyse n’a été conduite en fonction des
protocoles de chimiothérapies ni des lignes de traitements regus, considérant

I’hétérogénéité de pratiques inter-centres.

=)

A. Survie globale des STM localisés au diagnostic B. Survie globale des STM pléomorphes.
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Figure 6 : Survie globale des sarcomes des tissus mous selon les sous-groupes.

STM = sarcomes des tissus mous.

Huit patients (N=8/82, 10%) ont eu une immunothérapie par ICI hors essai. Lors de
I’administration, 6 patients étaient métastatiques avec des maladies lourdement pré-
traitées, 1 patiente avait une maladie avec évolutivité loco-régionale et 1 patient un sarcome
localisé nouvellement diagnostiqué (Tableau 7).

Le taux de réponse objective était de 50% avec 3 réponses complétes et 1 réponse partielle
et le taux de controle tumoral était de 75% considérant les 2 cas de maladie stable. La
médiane de durée de traitement était de 12 mois (1-28 mois) et la durée médiane de
réponse était de 10.7 mois (6-20) chez les patients répondeurs. Parmi les 3 sarcomes en

réponse complete, tous présentaient un phénotype dMMR avec l'une des deux techniques
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(IHC ou biologie moléculaire) et la charge mutationnelle était supérieure a 5 mut/Mb (Figure
7). Deux patients avec un sarcome dMMR ont présenté une progression dés la premiere
évaluation (progression primaire). Une suspicion de pseudo-progression sous

immunothérapie a motivé la poursuite de 'immunothérapie chez le patient N°7.

Tableau 7 : Caractéristiques des patients traités par immunothérapie et données d’efficacité.

Patient Genre Age Histologie Stade Biomarqueurs DCI MOR DOT (mois)
dMMR-IHC/MSI

1 Homme 50 PECome M+ Pembrolizumab RC 23
TMB 15 Mut/Mb
PMMR-IHC/MSI

2 Femme 43 pRMS LA Pembrolizumab RC 17

TMB 16 Mut/Mb
dMMR-IHC/MSS

Nivolumab
3 Homme 19 pRMS M+ TMB 5.6 Mut/Mb RC 28
Pazopanib
PD-L1 60%
4 Femme 57 UPS M+ ND/ND Dostarlimab RP 13
5 Femme 51 Chordome M+ PMMR-IHC/MSS  Pembrolizumab Stable 12
Durvalumab
6 Homme 54 Chondrosarcome M+ dMMR-IHC/MSS Stable 14

Tremelimumab

dMMR-IHC Pembrolizumab
7 Homme 69 UPS Localisé PD 1
TMB 6 Mut/Mb Trabectidine

dMMR-IHC/MSI
8 Homme 41 Chondrosarcome M+ Pembrolizumab PD 3
TMB 9 Mut/Mb

MOR = Meilleure réponse objective ; DOT = Durée de traitement ; dMMR = Deficient Mismatch Repair ; pMMR = Proficient Mismatch
Repair ; MSI = MicroSatellite Instable ; MSS = MicroSatellite Stable ; TMB = Charge mutationnelle ; RC = réponse compléte ; RP = réponse
partielle ; PD = progression ; pRMS = rhabdomyosarcome pléomorphe ; UPS = sarcome pléomorphe indifférencié ; ND = non disponible ; LA
= localement avancé.

La progression a été confirmée lors de la seconde réévaluation. Le bénéfice clinique a été
observé chez des patients avec des maladies évoluées et/ou chez des patients altérés,
comme c’est le cas du patient N°1, suivi pour un PECome métastatique chimio-réfractaire,
qui a présenté une réponse iconographique compléte sous immunothérapie avec un statut
IP-OMS4 a l'initiation. Ce patient est maintenant a 2 ans de réponse, dont 11 mois de RC,
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avec une réponse maintenue a l'arrét du traitement (4 mois, jusqu’a censure des données).

La patiente N°2, suivie pour un pRMS localement évolué de la main gauche chimio- et radio-

résistant, a bénéficié d’'un traitement néoadjuvant par pembrolizumab permettant une

réponse iconographique et pathologique compléte (pCR) ainsi qu’une désescalade du geste

chirurgical (amputation du 5°™¢ rayon de la main vs amputation de la main gauche prévue
g p

initialement) (Figure 8).
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Figure 7 : Iconographies des réponses objectives sous immunothérapie.
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Figure 8 : Swimmer-Plot des parcours évolutifs des patients traités par immunothérapie.

ICI = immunothérapie ; UPS = sarcome pléomorphe indifférencié ; pMRS = rhabdomyosarcome pléomorphe ; *

Suspicion de pseudo-progression lors de la premiére iconographie.
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Ill. Discussion

A notre connaissance, I'étude SarcLynch présente la premiére cohorte nationale — et Ia
seule rapportée — s’intéressant spécifiguement aux sarcomes développés dans le cadre d’un
Syndrome de Lynch. Dans le contexte d'un SL, nous rapportons un enrichissement
inhabituellement important en pRMS (21% contre moins de 0.5% des sarcomes
sporadiques), déja retrouvé dans les données de littérature. Avec un taux de réponse
objectif de 50% dans des sarcomes multi-traités et pléomorphes, I'immunothérapie semble
étre une option thérapeutique cliniquement pertinente, qui devra étre confirmée dans des

essais cliniques prospectifs et randomisés.

Les sarcomes développés chez les patients avec un SL sont développés plus précocement
(médiane a 52 ans) que les sarcomes pléomorphes sporadiques qui intéressent
préférentiellement les sujets agés 16 Cette observation est cohérente avec I'’hypothése
d’une imputabilité du SL dans la survenue des sarcomes rapportés. Le contexte de SL ne
semble pas avoir d’impact sur la topographie d’incidence des sarcomes, puisqu’on retrouve
comme pour les sarcomes sporadiques, une majorité de sarcomes des membres. Avec
seulement deux sarcomes développés en territoire irradié, sous réserve du faible effectif et

considérant les données disponibles!!’

, il ne semble pas que le SL soit associé a un risque
accru de développer des sarcomes en territoire irradié. Ce résultat devra étre validé dans
des séries observationnelles prospectives.

Vingt-quatre pourcent des patients étaient inclus depuis Toulouse, centre initiateur de cette
recherche. Ll'attention particuliere portée a ces patients depuis une quinzaine d’année a
permis un référencement le plus exhaustif possible a I’échelle locale. Il est peu probable que
certains centres ayant un recrutement en patients sarcome plus conséquent que notre
centre aient jusqu’a trois fois moins de patients avec un Syndrome de Lynch. Aussi, on peut
supposer que la méthodologie de recensement des patients au sein des autres centres
n’ait permis qu’une identification partielle des cas. Cette disparité a pu aboutir a une sous-

estimation du nombre de patients ayant développé un sarcome dans le contexte de SL a

I'échelle nationale.
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A. Sarcomes et Syndrome de Lynch : des sous-types rares et pléomorphes !

Comparativement aux sarcomes sporadiques (Figure 3), il existe une différence de
distribution des sous-types histologiques dans le contexte de SL (Figure 5). Les UPS
correspondent au premier sous-type de STM rapportés dans le contexte de SL (36%) alors
qu’ils représentent seulement 6% des STM sporadiques #*. Ces données sont concordantes
avec la série monocentrique américaine de 30 « sarcomes — Lynch » de Denu et al., % qui
rapporte les UPS comme premier sous-type (N=12/30, 40%) dans le contexte de SL. Bien que
les UPS soient le premier sous-type rapporté dans notre revue de littérature (12%), il semble
gue son enrichissement soit plus important en vie réelle : 36% dans notre série et 40% dans
la série américaine. Avec seulement 16 STM rapportés et sans détail des sous-types
histologiques dans la cohorte prospective nord-européenne (Prospective Lynch Syndrome
Database, PLSD), aucune comparaison indirecte ne peut étre réalisée pour le sous-groupe
des STM 105,

Nous rapportons également un enrichissement inhabituel en pRMS dans le contexte de SL
a raison de 21% des STM, quand ce sous-type de sarcome « ultra-rare » concerne moins de
0.5% des sarcomes sporadiques de I'adulte. Ce résultat, déja retrouvé dans la revue de
littérature, est confirmé dans cette série de vie réelle et tend a étre encore plus important.
Dans la série ameéricaine, deux rhabdomyosarcomes avec VGP de hMHS2 étaient
rapportés (N=2/30, 6.7%) : 1 pRMS et 1 RMS sans précision du sous-type alvéolaire,
embryonnaire, sclérosant ou pléomorphe 112, Les caractéristiques tumorales et génomiques
de ce sous-groupe de sarcomes restant mal connues, aucune donnée n’étaye cet
enrichissement dans le contexte de Lynch. A notre connaissance, aucun syndrome de
prédisposition n’est associé a la survenue préférentielle de pRMS.

Au total, 31.6% de notre cohorte — et 14.6% (N=12/82) hors pRMS — est composée de sous-
types considérés comme « ultra-rares ». A notre connaissance, nous sommes la seule série a
rapporter cet enrichissement.

A linverse, aucun cas de GIST n’a été rapporté dans notre série malgré une période
d’évaluation de plus de 30 ans, alors qu’il s’agit du sarcome le plus fréquent en population
générale. Cette absence de GIST dans le contexte de SL était également rapportée dans
notre revue de littérature 8. Deux cas ont été rapportés depuis chez deux patients avec un

SL causé par une VGP de hMSH2 '8 comprenant 1 GIST duodénale pMMR-IHC/MSS dont
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I'imputabilité au SL est peu probable au vu du phénotype et 1 GIST iléale pMMR-IHC et MSI
en biologie moléculaire selon un panel non standard de 8 microsatellites (EasyPGX). De
méme, avec seulement 5% de sarcomes a génomique simple dans notre série, contre 50%
hors contexte de Lynch 8, et une trés grande majorité de sarcomes pléomorphes (86%), il
semblerait que les sarcomes a génomique complexe soit plus fréquents chez les patients
avec un Syndrome de Lynch. Ce résultat est également retrouvé dans la cohorte américaine
de Denu et al.*'?, ot 90% des sarcomes (N=27/30, 90%) correspondaient a des sarcomes
pléomorphes (seulement 2 sarcomes d’Ewing et 1 synovialosarcome).

A ce jour et a notre connaissance, il n’existe aucune donnée ni rationnel scientifique pouvant
expliquer cette sur-représentation de sarcomes pléomorphes/a génétique complexe dans le

contexte d’un Syndrome de Lynch.

B. Des parcours oncologiques atypiques

Les patients ayant développé un sarcome dans le contexte de leur Syndrome de Lynch ont
pour la majorité (71%) développé un autre cancer. Dans 72% des cas, il s’agissait d’un cancer
colo-rectal. En revanche, dans 40% des cas le premier événement tumoral n’était pas un
carcinome du spectre classique du SL, mais un sarcome. Cette entrée dans la maladie
oncologique, dans la majorité des cas, ne pose pas d’indication d’adressage en
oncogénétique, pouvant aboutir a un défaut de dépistage du SL en routine. Considérant un
biais de sélection dans notre étude, puisque tous les patients avaient un SL identifié a
I’échelle individuelle ou familiale, on peut supposer que cette proportion puisse étre plus
importante en vie réelle avec des familles non dépistées. De plus, en cas de premier
événement tumoral avec un sarcome agressif, tel qu’un sarcome pléomorphe, il est possible
gue des patients ayant un SL non identifié décédent avant de développer un cancer du
spectre, aboutissant a un défaut diagnostic.

Vingt-deux patients (29%) ne présentaient aucun critére personnel ou familiaux de SL et
n’auraient pas bénéficié d’'un dépistage du SL selon les criteres de Bethesda. Dans la série
australienne de Ballinger et al. ®® ayant caractérisé le profil mutationnel germinal de 1644
sarcomes réputés sporadiques, 9 SL ont été découverts chez des patients ne répondant pas
aux criteres d’Amsterdam alors que 4 familles répondaient aux critéres du Syndrome de Li-
Fraumeni. De méme, dans notre série, 6 patients (N=6/82, 7%) ont présenté plusieurs
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cancers sans qu’aucun n’appartienne au spectre étroit ou élargi du SL. Deux patientes
avaient des histoires oncologiques orientant davantage sur une déficience germinale de la
recombinaison homologue (antécédents personnels de cancers du sein et de I'ovaire) et 1
famille présentait des antécédents familiaux de cancers du sein et de I'ovaire sur plusieurs
générations avec un panel HBOC négatif.

Ces observations questionnent la pertinence des critéres de dépistage actuels a la lumiére
des nouveaux cas « hors spectre » nouvellement identifiés, dont la pénétrance et le
phénotype tumoral est peut-étre distinct des patients développant un spectre tumoral
« classique ». La question d'un adressage en oncogénétique sur des criteres d’age
d’incidence, de nombre d’antécédents oncologiques personnels et familiaux -
indépendamment d’un spectre tumoral établi — avec I'utilisation d’'un panel élargi, peut
apparaitre comme une piste cliniquement pertinente a évaluer.

Concernant les autres antécédents hors spectres rapportés, 9 patientes (N=9/82, 11%) ont
présenté un antécédent personnel de cancer du sein. La fréquence de ce cancer en
population générale et 'absence de caractérisation du phénotype MMR de ces tumeurs chez

ces patients Lynch empéche toute interprétation d’imputabilité.

C. Gene muté et modulation du risque

La majorité des sarcomes étaient développés chez des patients avec une mutation du géene
hMSH2 (40%). Cette observation était également retrouvée dans notre revue de littérature
(57% des patients) 8, la cohorte américaine (N=15/30, 50%) !? et la cohorte prospective
internationale PLSD (N=15/30, 50%) 19°. Comme rappelé en Partie 1 le spectre tumoral ainsi
que le risque cumulé de cancers est fonction du gene atteint. Les patients avec une
déficience du gene hMSH2 sont les plus a risque de développer des cancers multi-organes
notamment extra-coliques ainsi que des cancers prostatiques, ne faisant pas partie du
spectre classique étendu du SL 1?0, A l'inverse, seulement 3 patients (4%) étaient porteurs
d’un VGP de hPMS2. Aussi, nous pouvons émettre I’"hypothese que les patients ayant un VGP
de hMHS2 aient une pénétrance favorisant la survenue de sarcomes, comparativement
aux patients avec un VGP de hPMS2. Cette hypothese devra étre confirmée par des études
prospectives de plus grande envergure. Dans I'attente, il semble prudent d’apporter un suivi
particulier lors de la surveillance des patients avec des VGP de hMSH2 et de hMLH1 en cas
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d’apparition de lésions atypiques (musculaires, rétropéritonéales etc.) afin de ne pas

méconnaitre un sarcome métachrone.

D. Phénotype dMMR : exhaustivité, interprétabilité et imputabilité

L’évaluation du phénotype MMR a été réalisée chez seulement 54% des patients, malgré
I'identification d’un SL a I’échelle individuelle dans 93% des patients. Cette absence
d’évaluation est expliquée par I'absence de recommandation actuelle d’évaluation du
phénotype MMR dans les sarcomes et I'absence d’association connue entre sarcomes et SL.
Lorsque le phénotype MMR a été évalué, la majorité des sarcomes présentaient un
phénotype dMMR en IHC (75%). Les résultats étaient discordants dans 32% des cas, avec
une majorité de sarcomes dMMR-IHC mais MSS en biologie moléculaire selon le panel NCI-
Pentaplex (Gold Standard). Sans donnée dans cette population spécifique, plusieurs
hypothéses peuvent étre avancées.

Premiérement, on peut supposer que ces sarcomes n’aient effectivement pas d’instabilité
microsatellitaire et que le phénotype dMMR retrouvé en IHC soit la conséquence de perte
des régions chromosomiques portant les locus des genes MMR perdus en IHC. Dans cette
hypothése, le phénotype dMMR-IHC serait donc une conséquence « passenger » d’une
instabilité chromosomique, dont on sait qu’elle caractérise les sarcomes pléomorphes >9°1,
Si c’est hypothése est exacte, on peut s’attendre a des profils de perte d’expression en IHC
discordants avec le gene muté en germinal. Un seul cas correspond a cette hypothése dans
notre série.

On peut également émettre I'hypothése que ce phénotype MSS soit un résultat faux-
négatif. En effet, le panel actuellement utilisé en biologie moléculaire (NCI-Pentaplex) a été

121 et s sensibilité est moins importante

initialement validé dans des tumeurs colo-rectales
pour les carcinomes non-colorectaux 122123, Ce panel évalue seulement des microsatellites
mononucléotidiques. Nous ne disposons actuellement d’aucune donnée sur le type
d’instabilité microsatellitaire dans les tumeurs non-épithéliales, tant sur le plan quantitatif
(nombre de microsatellites représentatifs d’une instabilité) que qualitatif (type de
microsatellites, hétérogénéité spatiale et/ou temporelle, variabilité induite par les
séquences thérapeutiques etc.). D’autres méthodes d’évaluation du phénotype MMR tels

que des panels NGS ciblés (MSI-Sensor!?* ou MSI-Care!?®) prenant en compte un nombre
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plus importants de microsatellites avec des tailles différentes, sont actuellement en cours de
validation pour répondre a ces questions.

L'imputabilité du SL dans I'oncogenése des sarcomes peut étre fortement suspectée
lorsqu’il existe en IHC la perte d’expression de la protéine correspondant au géne muté en
germinal, a fortiori si concordant avec un phénotype MSI en biologie moléculaire. Cette
configuration correspondait a 77% (N=32/44) des cas évalués dans la série SarcLynch. Pour
les cas présentant un phénotype pMMR-IHC sans évaluation en biologie moléculaire ou bien
PMMR (N=10, 23%) on ne peut exclure qu’il s’agisse de sarcomes développés chez des
patients Lynch mais sans imputabilité du syndrome de prédisposition dans I'oncogenése
(phénocopies). L'absence d’évaluation du phénotype MMR dans 46% de la cohorte reste
donc une faiblesse majeure de notre étude et limite I'analyse d’imputabilité pour ces cas. A
noter que I’évaluation du phénotype MMR a été réalisée pour 50% des pRMS (N=7/14) et
tous étaient dMMR avec au moins une technique, ce qui tend a confirmer I'imputabilité du

SL dans leur survenue.

E. Caractérisation du microenvironnement tumoral et moléculaire

Les carcinomes dMMR exprimant fortement le PD-L1 et son expression étant prédictive de
réponse aux ICl, sa caractérisation dans cette population de sarcomes est pertinente.
Malheureusement, avec seulement 7 tumeurs ayant eu la caractérisation de ce parametre,
aucune analyse statistique ne peut étre réalisée a I’échelle de la cohorte.

De méme, seulement 7 tumeurs ont eu une évaluation de la TMB. Ceci étant, la TMB est
faible (< 10 Mut/Mb) dans la majorité des sarcomes évalués (N=4/7) et la TMB reste peu
élevée (maximale a 16 Mut/Mb) chez ceux avec une TMB > 10 Mut/Mb. Deux séries ont
caractérisé d’une part la TMB et I'expression de PD-L1 1% ou d’autre part I'expression de PD-
L1 et I'infiltrat immun 1°! dans des séries de sarcomes dMMR.

Dans la premiére, Doyle et al., rapportent un score CPS moyen a 16 (0-50) et une TMB
médiane des sarcomes dMMR (16 Mut/Mb) significativement supérieure a celle des
sarcomes pMMR (4.6, p < 0.001). Néanmoins, la TMB des sarcomes dMMR reste
significativement inférieure a celle des carcinomes dMMR (16 vs 28, p < 0.006) 1%, Dans la
seconde série, Lam et al., rapportent un score CPS moyen de 51 (5-90) et une moyenne de
41 Lymphocytes T/champ. Bien qu’informatives, ces deux séries mélangent deux
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populations distinctes que sont les sarcomes développés chez des patients avec un SL (2
PRMS hMSH2 et 1 LMS hMLH1 en tout dans les deux séries) et les sarcomes dMMR
sporadiques. Aussi, a I'heure actuelle, notre étude est celle rapportant la plus large
caractérisation de la TMB et du statut PD-L1 dans les sarcomes avec un SL avéré.

L’absence de caractérisation du micro-environnement tumoral est une faiblesse de notre
étude. Il aurait été pertinent de pouvoir quantifier I'infiltrat lymphocytaire, de qualifier les
sous-types présents (lymphocytes T CD4+ et CD8+) mais également d’évaluer la présence de

TLS, compte tenu de leur role pronostique et prédictif.

F. Vers un impact théranostiqgue ?

L'utilisation hors recommandation et hors essai clinique d’ICI dans cette population de
sarcomes agressifs, réfractaires et lourdement prétraités, a permis un taux de réponse
objective de 50% dont 3 RC et 1 pCR. Ces résultats contrastent avec I'absence d’efficacité
de I'immunothérapie en population sarcomes, hors ASPS, angiosarcomes et sarcomes avec
TLS (Tableau 3). Compte tenu du faible effectif de patients traités par ICI dans notre série
(N=8), il n’est pas possible de conclure que certains sous-types de sarcomes seraient plus a
méme de répondre aux ICl que d’autres. Le faible effectif empéche toute corrélation de la
réponse avec les marqueurs histologiques et moléculaires évalués (TMB, PD-L1, phénotype
dMMR-IHC et/ou MSI).

Dans la littérature, les pRMS et les UPS font partie des sous-types avec les ORR et PFS les
plus importants lorsque traités par immunothérapie ©58°96263126127 |’ahsence de
caractérisation du phénotype MMR dans ces essais pour ces sous-types histologiques ne
nous permet pas de savoir si des patients avec un SL non-diagnostiqués étaient retrouvés
parmi les répondeurs de ces essais. Bien que soumis a un biais de publication, on notera que
tous les pRMS avec un SL, traités par immunothérapie, qui ont été rapportés étaient en RC
sous monothérapie, de méme que les pRMS rapportés dans notre série.

La premiere cause de résistance aux ICl dans les cancers colo-rectaux MSI est une erreur de
caractérisation du phénotype MMR 1%, Malgré sa pertinence, et du fait de la nature
rétrospective de notre étude, aucune relecture et/ou re-caractérisation du phénotype MMR
des deux sarcomes résistants primaires sous ICl n’a été réalisée.

Enfin, comme pour les cancers colo-rectaux dMMR localisés, il semble que les patients avec
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un SL ayant développé un STM localisé au diagnostic sont de bon pronostic, avec une survie
médiane globale non atteinte apres un suivi médian de 86 mois (95%Cl, 41.6-135.5). Ce
constat est partagé par Denu et al. 112, chez qui ni la médiane de survie globale ni de survie
sans progression n’étaient atteintes aprés un suivi médian de 10 ans. Ces données restent a
valider dans des cohortes prospectives de plus grands effectifs en stratifiant sur le type de

STM, le grade FNCLCC et la qualité de la résection chirurgicale.

Notre étude a plusieurs forces et faiblesses. Nous rapportons la cohorte la plus conséquente
sur ce sous-groupe rare de sarcomes. L'effectif limité (82 patients) est un effectif
cliniquement pertinent en population sarcome, compte-tenu de la rareté de ces tumeurs, a
fortiori lorsqu’on considere que 30% de notre série comporte des sous-types considérés
« ultra-rares ». Le niveau de preuve des études rétrospectives reste limité. Néanmoins, en
considérant la rareté du SL et des sarcomes de |'adulte, un recueil rétrospectif sans limite
temporelle d’inclusion apparait comme le modeéle d’étude le plus adapté — dans un premier
temps — pour augmenter les probabilités de recrutement. Il est probable qu’une cohorte
prospective n’ait pas pu rassembler un nombre de cas équivalent a celui de notre série
rétrospective a moins d’un suivi trés prolongé. Nos résultats permettent des aujourd’hui
d’envisager de nouvelles cohortes d’évaluation du phénotype MMR dans certains sous-types
histologiques (pRMS et UPS) ou d’initier un observatoire de I'efficacité de I'immunothérapie
en vie réelle pour les patients ayant développé un sarcome dans le contexte d’un SL.

Néanmoins, notre étude comporte plusieurs faiblesses. Avec 82 patients inclus sur 20 ans, et
considérant I'absence de données démographiques ayant évalué l'incidence spécifique des
sarcomes développés dans le cadre d’'un SL, la portée de nos résultats reste limitée et
hypothétique en routine. Les incidences respectives du SL et des sarcomes en population
générale, a fortiori pour les pRMS étant un sarcome classé comme « ultra-rare », doivent
faire considérer nos résultats comme s’intéressant a une population de « raretés
oncologiques ». Néanmoins, I'absence d’exhaustivité du recueil (certains centres francais
non inclus, absence d’identification de tous les patients de chaque centre) peut participer a
sous-estimer la réelle prévalence de ces patients en vie réelle. L’absence de données
recueillies pour certains parametres clinico-biologiques rend la série hétérogene et empéche

toute analyse statistique sur ces parametres. Le faible nombre de patients traités par
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immunothérapie limite nos conclusions sur cette donnée malgré son impact

théranostique.

Ce premier travail a permis d’identifier d’autres questions pour approfondir le lien entre

sarcomes et Syndrome de Lynch :

- Alors que les UPS et les pRMS sont enrichis dans le contexte de SL, combien de SL

non diagnostiqués y a-t-il parmi les UPS et pRMS vus en routine ?

- Les sarcomes développés dans le cadre d’un SL correspondent-ils a une réelle entité

clinico-biologique ?

- Quelle est I'instabilité génomique prédominante (MSI ou CIN) dans les sarcomes

pléomorphes développés chez ces patients Lynch ?

- Les discordances entre IHC et biologie moléculaire sont-elles réellement des faux

négatifs liés a un défaut de sensibilité du panel étudié ?

- Siles sarcomes sont réellement associés au SL, pourquoi seulement une minorité de
patients avec un SL développeraient ces sarcomes et pourquoi des sous-types

préférentiels (UPS et pRMS) ?

- Dans quelle mesure les caractéristiques histologiques, moléculaires et génomiques
des carcinomes dMMR s’appliquent-elles aux sarcomes développés chez des

patients avec un Syndrome de Lynch ?

Une partie de ces questions sont adressées dans deux études ancillaires que nous avons
menées a la suite des résultats obtenus par ce travail réalisé dans le cadre de cette these de

médecine et dont les résultats sont présentés en Annexe 3 et Annexe 4.
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IV. Conclusion

Grace a la collaboration du Groupe Génétique et Cancer du Groupe Sarcome Frangais, nous
avons constitué la premiere série clinique nationale s’intéressant aux patients ayant
développé un sarcome dans le contexte d’'un Syndrome de Lynch. Avec 82 patients inclus, il
s’agit de la série la plus conséquente jamais rapportée.

Cette cohorte de vie réelle a permis d’identifier que les sarcomes développés chez les
patients ayant un Syndrome de Lynch sont a la majorité (86%) des sarcomes pléomorphes.
Certains sous-types de sarcomes pléomorphes, tels que les UPS et les pRMS, étaient
fortement enrichis dans le contexte de Syndrome de Lynch, contrairement aux sarcomes
développés de maniere sporadique. Plus de 30% des sarcomes inclus correspondaient a des
sarcomes considérés « ultra-rares ».

Avec un taux de réponse objective de 50% dont 3 réponses complétes, nos résultats
suggerent que limmunothérapie puisse étre une option thérapeutique cliniquement
pertinente dans ce sous-groupe de patients. Ces données d’efficacité devront étre
confirmées dans des études prospectives randomisées.

Nous avons constaté que 77% des sarcomes évalués par au moins une technique,
présentaient un phénotype dMMR. L’'imputabilité du Syndrome de Lynch dans la
sarcomagenése est ainsi fortement suspectée dans la majorité des cas ayant bénéficié de
cette évaluation. On ne peut cependant exclure que certains sarcomes présentant un
phénotype pMMR constituent des incidentalomes tumoraux chez des patients avec un
Syndrome de Lynch, sans en partager les caractéristiques cliniques, tumorales ou
moléculaires. Considérant 32% de discordance entre immunohistochimie et biologie
moléculaire, il apparait nécessaire de tester puis de valider de nouvelles méthodes
d’évaluation du statut MMR dans cette population.

Nous avons également montré que les patients développant un sarcome dans le contexte
d’un Syndrome de Lynch ont des parcours oncologiques atypiques, pouvant mettre a
défaut les criteres de dépistage actuellement utilisés. En présence d’antécédent personnels
et/ou familiaux concordants, ’adressage en oncogénétique ne doit pas étre retardé si le
premier événement tumoral est un sarcome. Ces patients peuvent également présenter des
histoires familiales et/ou personnelles répondant a d’autres syndromes de prédisposition
héréditaires.
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Dans l'attente d’études prospectives, nos résultats aménent a reconsidérer le spectre
tumoral du Syndrome de Lynch et a inclure les sarcomes, a fortiori pléomorphes, les UPS et
les pRMS, comme pouvant faire partie du spectre étendu du Syndrome de Lynch. L’analyse
du microenvironnement tumoral, du profil mutationnel ainsi que des réarrangements
génomiques de ces tumeurs est indispensable avant de considérer ces sarcomes comme

une nouvelle entité clinico-biologique.
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Annexes

Annexe 1 : Revue de littérature « Special features of sarcomas developed in patients with
Lynch syndrome: a systematic review ».

Critical Reviews in Oncology / Hematology 188 (2023) 104055

Contents lists available at ScienceDirect

Critical Reviews in Oncology / Hematology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/critrevonc

Special features of sarcomas developed in patients with Lynch syndrome: A

systematic review

L)

Check for
updates

Francois Poumeaud *°, Thibaud Valentin ™¢, Pierre Vande Perre 4, Marion Jaffrelot >,
Delphine Bonnet ®-¢, Frédéric Chibon ¢, Christine Chevreau®, Janick Selves ®,

a,c,”

Rosine Guimbaud »“¢, Nadim Fares
b

2 Department of Digestive Oncology, University Hospital of Toulouse (IUCT Rangueil Larrey), France

Y Department of Oncology, Toulouse Cancer Center (IUCT — Oncopole), France
¢ OncoSarc, INSERM U1037, Toulouse Cancer Research Center (CRCT), France
4 Department of Oncogenetic, Toulouse Cancer Center (IUCT — Oncopole), France

© Department of Internal medicine and Immunology, University Hospital of Toulouse (IUCT Rangueil Larrey), France

rDepartment of Pathology, University Hospital of Toulouse (IUCT, Oncopole), France

ARTICLE INFO ABSTRACT
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Lynch syndrome (LS) is a genetic predisposition leading to colorectal and non-colorectal tumors such as endo-
metrial, upper urinary tract, small intestine, ovarian, gastric, biliary duct cancers and glioblastoma. Though not
classically associated with LS, growing literature suggests that sarcomas might develop in patients with LS. This
systematic review of literature identified 44 studies (N = 95) of LS patients who developed sarcomas. It seems

that most sarcomas developed in patients with a germline mutation of MSH2 (57 %) exhibit a dMMR (81 %) or
MSI (77 %) phenotype, as in other LS-tumors. Although undifferentiated pleomorphic sarcoma (UPS), leio-
myosarcoma, and liposarcoma remain the most represented histologic subtype, a higher proportion of rhabdo-
myosarcoma (10 %, especially pleomorphic rhabdomyosarcoma) is reported. Further studies are required to
better characterize this sub-population.

1. Introduction

Lynch syndrome (LS), or hereditary nonpolyposis colorectal cancer
(HNPCQ), is a highly penetrant, autosomal, dominant, hereditary pre-
disposition to cancer caused by a pathogenic germline variant in one of
the genes implicated in the mismatch repair system (MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2) or germline structural abnormality in EPCAM (leading to
MSH2 methylation) (Tamura et al., 2019). Classically, LS-associated
tumors are dichotomized into narrow spectrum (colorectal cancers,
endometrial cancers, upper urinary tract cancers and small intestine
cancers) and broader spectrum (ovarian tumors, gastric tumors, biliary
duct tumors, glioblastoma and cutaneous tumors). This risk seems to
differ depending on the affected MMR gene and gender (Domi-
nguez-Valentin et al., 2020; Gambini et al., 2022; Ryan et al., 2017) as
summarized in Table 1. Some LS patients (9.2 %) present a phenotypic
variant associated with the development of specific cutaneous malig-
nancies (sebaceous tumors and keratoacanthomas) referred to as

Muir-Torre syndrome (South et al., 2008). Apart from location and
clinical presentation, tumors developed in LS patients present special
features. A second MMR defect (mutation or LOH) is classically acquired
and inactivates the second allele of the relevant MMR gene (2nd hit).
This protein inactivation leads, in tumors associated with LS, to a so-
matic immunohistochemical (IHC) loss of expression of a single MMR
protein, or of a pair of two MMR proteins (usually hMSH2-hMSH6 or
hPMS2-hMLH1 proteins), called deficient MMR IHC profile (>-MMR). As
a complement to IHC, molecular findings of tumors developed in pa-
tients with Lynch syndrome may also identify a high microsatellite
instability (MSI-H profile). First proven for p-MMR/MSI colorectal
cancers, this special phenotype is known to be predictive of response to
immune checkpoint inhibitors (ICI) (Ganesh et al., 2019). In contrast,
some tumors may have proficient mismatch repair (pMMR) and mi-
crosatellite stable (MSS) phenotypes. It should be noted that some tu-
mors may exhibit atypical profile (isolated loss of hPMS2 or hMSH6;
dMMR/MSS tumor; pMMR/MSI tumor) (Jaffrelot et al., 2022).
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Generalization of dMMR/MSI screening and Latham’s work report-
ing that the dMMR phenotype is predictive of LS in pan cancer types
(Latham et al., 2019) have allowed us to identify Lynch patients from
cancers classically non-associated with Lynch syndrome, such as breast
cancers (Sajjadi et al., 2021; Sheehan et al., 2020) and sarcomas
(Dominguez-Valentin et al., 2021; Kaczmar et al., 2015; Medina Arana
etal., 2002; Nilbert et al., 2009; Urso et al., 2012). To date, sarcoma does
not belong to either the narrow or broad spectrum of LS, conversely to
other rare genetic predisposition such as Type I neurofibromatosis (NF1
gene), congenital retinoblastoma (RB1 gene), Li-Fraumeni syndrome
(TP53 gene) — among others — often associated with specific histological
subtypes.

Although some sarcomas have been reported to develop in a few
patients with Lynch syndrome, published as case reports and small
retrospective cohorts, data are lacking to describe this population. The
present study aims to perform a systematic review of literature including
case reports, prospective and retrospective cohorts on clinical and bio-
logical data on sarcomas developed in patients with Lynch syndrome.

2. Methods

We performed a systematic review of literature according to the
Preferred Reporting Items for Systematic Review or Meta-Analysis
(PRISMA) (Page et al., 2021). The primary outcome review was to
identify histological and genomic parameters from incident sarcomas in
patients with Lynch syndrome.

2.1. Data sources and searches

Two databases (PubMed and Google Scholar) were screened, without
age or language restriction, from database inception to June 2022.
Briefly, the sequence of research was based on Mesh Terms relative to
sarcomas, Lynch syndrome or syndromic variations or hereditary non-
polyposis colorectal cancer (HNPCC). The complete research criteria are
reported in Appendix 1. Articles were selected after a three-step selec-
tion: Title selection followed by an abstract reading and a final selection
on full-text reading. Finally, we included studies with extractable data
on sarcomas developed in patients with confirmed Lynch syndrome.

2.2. Eligibility criteria

Studies were considered eligible if they were non-interventional
studies (case reports, retrospective and prospective cohorts), with
confirmed sarcoma developing in Lynch syndrome or Muir-Torre
phenotypic variant. Patients with other genetic disease, such as

Table 1
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Constitutional Mismatch Repair Deficiency Syndrome (CMMR-D), were
not included.

Lynch syndrome was defined either by the mention of a personal
pathogenic germline heterozygous mutation in an MMR gene (MLH1,
PMS2, MSH2, MSH6 or EPCAM) or by “a personal history of Lynch
syndrome or Muir-Torre or CMMR-D or Hereditary Non-Polyposis
Colorectal cancer (HNPCC)”. Patients with sarcomas associated with
the MSI or o-MMR profile, in the absence of a proven germline mutation
in MMR genes, BRAF mutation or MLH1 hypermethylation (also known
as Lynch-like syndrome (Martinez-Roca et al., 2022)), were not
included. No restriction was implemented based on age, language, or
previous history of irradiation.

Mention of sarcoma was deemed sufficient to be included. Uterine
carcinosarcomas were not included because clonal origin favors carci-
noma component with secondary sarcoma de-differentiation (Matsuo
etal., 2018) and is no longer part of the World Health Organization 2020
(WHO 2020) classification (Wardelmann and Hartmann, 2021) of soft
tissue and bone tumors.

2.3. Data extraction

Data was extracted from each article when available: article type,
publication date, number of patients with confirmed sarcoma, age, sex,
sarcoma category (bone or soft-tissue sarcoma), precise histology,
location, tumoral expression of MMR proteins assessed by IHC, personal
germline mutation in an MMR gene, American College of Medical Ge-
netics and Genomics (ACMG) variants category (Richards et al., 2015),
genetic predisposition (Lynch syndrome or syndromic variations), bio-
molecular MSS or MSI profile and history of irradiation. No contact to
authors of congress presentations or posters was necessary.

3. Results
3.1. Articles and patient identification

The multi-database research identified 252 articles on Pubmed and
288 articles on Google Scholar. 17 additional references were identified
from each article’s quotations and a late 2022 congress presentation was
screened in June 2022 before data extraction and analysis. Screening for
trial registration found no positive result. After manual research of du-
plicates, we excluded 307 articles. Among the 251 remaining articles,
153 were excluded on Title Selection. For all 98 selected articles, an
abstract search was performed and excluded 45 articles. Thus, from the
initial research, 53 articles met the inclusion criteria and were fully read.
After a final search, 9 were excluded (3 for non-confirmable Lynch

Cancer spectrum associated with Lynch Syndrome and adapted-incidence according to germline mutation (reproducted from Gambini et al.).
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syndrome, 1 Lynch-like syndrome, 1 CMMR-D Syndrome and 4 because
of uterine carcinosarcoma and histiocytic sarcoma) (see Flowchart,
Fig. 1). Finally, 44 articles remained which allowed us to identify 95
patients in the literature from 1991 to June 2022 (see Supplementary
data), the demographic, histologic and genetic information of which is
synthetized in Table 2.

3.2. Demographic

Ninety-five patients with Lynch syndrome fulfilled the inclusion
criteria with a median age of 45 yo (15-80). Of the 62 patients with
available information, 35 were men and 27 were women (1.3:1 sex ratio
- man-woman). Information concerning location was available for 49
patients, in whom 26 tumors developed in extremities (53 %), 12 in the
trunk (24 %), 8 in the abdomen (16 %) (4 retroperitoneum, 3 in diges-
tive organs and 1 in the pelvis), and 3 in head and neck (6 %). Two
rhabdomyosarcomas developed in atypical locations (intracardiac and
pericardiac) (Bryer and Hartner, 2019; Wong et al., 2016).

Critical Reviews in Oncology / Hematology 188 (2023) 104055
3.3. Histological

75 tumors were soft tissue sarcomas (STS), (93 %) versus 6 bone
sarcoma (7 %). Sarcoma histotypes (either soft tissue sarcoma STS or
bone sarcoma) were available for 81 patients. Concerning the 75 re-
ported (STS), the most represented sub-type is undifferentiated pleo-
morphic sarcoma (UPS) with 10 patients (12 %), followed by 9
leiomyosarcomas (11 %), 8 rhabdomyosarcomas (10 %, including 5
pleomorphic rhabdomyosarcomas, 2 non-specified rhabdomyosarcomas
and 1 spindle cell/sclerosing rhabdomyosarcoma) and 8 liposarcomas
(10 %, 4 non-specified, 2 pleomorphic, 1 well-differentiated, and 1
myxoid liposarcomas). Seven (9 %) STSs were reported without precise
anatomopathology, which were classified as “non-specified sarcomas”.
Among reported sarcomas, rare entities were reported as vascular sar-
comas (N = 5 of which 3 angiosarcomas, 1 intimal sarcoma and 1 ma-
lignant hemangiopericytoma), 1 PEComa and 1 phyllode sarcoma.
Among the 6 primary bone sarcomas, 5 were osteosarcomas (83 %) and
1 was a chondrosarcoma.

[ Identification of studies via databases and registers J
)
s Records identified from:
'§ Databases (n =540) Records removed before screening:
= - = —
'EE Cross-references (n. 17) _ Duplicate records removed (n = 307)
< Congress presentation (n =1)
3
—
\4
)
Records screened » | Records excluded on Title
(n=251) (n=153)
v
ReEOrtS sought for retrieval »| Reports not retrieved on Abstract
o] (n=98) (n =45)
£ )
Q
: '
3]
(7]
Reports assessed for eligibility N Reports excluded on Lecture (n =9):
(n=53)
No confirmable Lynch Syndrome (n = 3)
Lynch-like Syndrome (n = 1)
CMMRD Syndrome (n = 1)
Uterine carcinosarcoma (n = 3)
Histiocytic sarcoma (n =1)
—

Studies included in review

(n=44)
Patients included in review
(n=95)

Fig. 1. Flowchart of selected and excluded studies.
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Table 2
Patient characteristics.

Total (n = 95)

No. %
Demographics
Sex Male 35 56
Female 27 44
Unknown 33
Median age (extremes) 45 (15-80)
Sarcoma characteristics
Localization Extremities 26 53
Trunk 12 24
Abdomen 8 16
Head and neck 3 6
Unknown 46
Sub-type Soft Tissue Sarcoma 75 93
Bone sarcoma 6 7
Unknown 14
Histology Non-specified STS 12 13
UPsS 10 12
Leiomyosarcoma 9 11
Liposarcoma 8 10
Rhabdomyosarcoma 8 10
Osteosarcoma 5 6
Angiosarcoma 3 4
Other * 14 15
Unknown 26
Genetic predisposition
Syndrome Lynch Syndrome 89 94
Muir-Torre 6 6
Germline mutation MSH2 50 57
MLH1 26 30
MSH6 6 7
PMS2 4 5
EPCAM 1 1
Unknown 8

NK: Not Known*2 myxofibrosarcoma, 1 gliosarcoma, 1 chondrosarcoma, 1
malignant hemangioperycitoma, 1 intramucosal synovial sarcoma, 1 primary
sclerosing epithelioid fibrosarcoma, 1 intimal sarcoma, 1 ovarian carcinosar-
coma, 1 cystosarcoma phyllodes, 1 fibroblastic reticular tumor cell, 1 atypical
fibroxanthoma, 1 PEComa and 1 pleomorphic sarcoma.

3.4. Personal and familial oncologic history

At the exception of sarcomas, information about personal history of
cancer was available for 64 % of patients (n = 61), of whom 66 %
(n = 40) had developed a cancer. Among them, 98 % (n = 39) had
developed an associated-LS cancer, 83 % (n = 33) had developed a
colorectal cancer, 68 % (n = 27) had developed a unique cancer (21
colorectal cancers, 2 skin tumors, 1 bladder cancer, 1 ovarian cancer, 1
male breast cancer and 1 endometrial cancer). Among patients who
developed multiple cancers (n = 13), 92 % (n = 12) had developed a
colorectal cancer. Cancers who do not belong either to narrow or
broader spectrum were reported: 4 pancreatic cancers, 3 bladder can-
cers, 2 prostatic cancers, 2 male breast cancers, 1 kidney cancer and 1
leukemia.

Concerning familial history of cancer, information was available for
40 % of patients (n = 38), of whom 98 % (n = 37) had a positive familial
history which fulfilled Amsterdam I and/or II criteria. Among them, 100
% had multiple relatives affected with LS-associated cancers and 97 %
(N = 36) of these cancers were colorectal cancers. As for personal his-
tory, cancers out of the classical spectrum of LS were reported in familial
history: bladder, female and male breast, prostatic, pancreatic and
kidney cancers.

Finally, among patients with information available for either per-
sonal or familial history (n = 61), 85 % (n = 52) had at least a personal
or familial history of cancers.
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3.5. Germline mutation results

Information about deficient MMR genes (MLH1, MSH2, PMS2, MSH6
genes or 3’ deletion of EPCAM gene) was available for 87 patients (67
STS, 6 Bone Sarcoma and 14 Not Known), including a precise nomen-
clature of the mutation in 46 patients (53 %). In the reported cases with
available data on germline mutations, 50 (57 %) of the sarcomas (47
STM and 3 bone sarcomas) developed in patients with a MSH2 germline
mutation. Moreover, the other genes (MLHI1, MSH6 and PMS2) were
involved respectively in 26 (30 %), 6 (7 %) and 4 (5 %) of the patients.
One case with a germline mutation in EPCAM was reported (Rumilla
et al., 2011). Focusing on STSs with available mutational information
(N = 67), 40 STSs developed in patients with a MSH2 germline mutation
(60 %). In cases of bone sarcoma, 3 patients carried a MLHI mutation
and 3 a MSH2 mutation.

3.6. Somatic MMR and MSS/MSI phenotype

Information on somatic loss of expression of MMR proteins was
available for 39 % of patients (N = 37), of which 81 % (N = 30)
exhibited a dAMMR phenotype. Evaluation of microsatellite stability was
rarely reported in most of the case reports, with data available for 30
patients (32 %), of which 77 % (N = 23) were MSI and 23 % (N = 7)
were MSS. In patients with both types of information (N = 22), 82 %
(N = 18) had a concordant profile and 18 % (N = 4) had an atypical
profile (2 dMMR tumors with MSS profile in molecular biology, 1 MSI
tumor with pMMR profile in IHC and 1 isolated loss of hMSH6), as
summarized in Table 3.

3.7. Theragnostic issue

Data concerning therapeutic strategy and/or outcome was available
in 23 of the reported patients (26 %). Among them, 18 benefited from
surgery: 7 were treated exclusively with surgery and 11 were treated
with a combination of surgery and radiotherapy and/or chemotherapy
in neo-adjuvant or adjuvant settings. Data concerning survival (either
overall survival or disease-free survival) was available for 15 patients.
The median follow-up was 17 months (ranging from 1 to 60 months).
Among STSs, 5 died of disease evolution during follow-up while 10 were
reported to be alive at the end of follow-up (ranging from 6 to 51
months): 7 without local or metastatic recurrence, 1 with local recur-
rence (Huang et al., 2012) and 2 with metachronous metastatic evolu-
tion. Data concerning chemo and/or radio-sensibility was often
incomplete or not monitored.

Among recent reported studies, one case report mentioned data
about the efficacy of immune checkpoint inhibitors (ICI) in one patient
of this specific subgroup (Tlemsani et al., 2020). This study reports a
metastatic, MSI-H pleomorphic rhabdomyosarcoma with intermediate
mutational tumoral burden (5.6 mutations per megabase) and 60 %
PD-L1 expression by tumor cells, treated with nivolumab (anti-PD-1
monoclonal antibody). The patient achieved complete response after 2

Table 3
Summary of mismatch repair proteins expression (IHC) and microsatellite sta-
bility phenotypes.

Microsatellite phenotype

MSI-H MsSs NA
(n=23) n=7)
MMR protein dMMR 17 2% 11
expression (n = 30)
PMMR (n =7) 1* 2 4
NA 5 3

: Atypical profiles between mismatch repair protein expression in IHC and
microsatellite stability assessed by pentaplex PCR: 1 isolated loss of MSH6, 1
PMMR/MSI-H and 2 dMMR/MSS tumors.
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Table 2
Patient characteristics.

Total (n = 95)

No. %
Demographics
Sex Male 35 56
Female 27 44
Unknown 33
Median age (extremes) 45 (15-80)
Sarcoma characteristics
Localization Extremities 26 53
Trunk 12 24
Abdomen 8 16
Head and neck 3 6
Unknown 46
Sub-type Soft Tissue Sarcoma 75 93
Bone sarcoma 6 7
Unknown 14
Histology Non-specified STS 12 13
UPS 10 12
Leiomyosarcoma 9 11
Liposarcoma 8 10
Rhabdomyosarcoma 8 10
Osteosarcoma 5 6
Angiosarcoma 3 4
Other * 14 15
Unknown 26
Genetic predisposition
Syndrome Lynch Syndrome 89 94
Muir-Torre 6 6
Germline mutation MSH2 50 57
MLH1 26 30
MSH6 6 7
PMS2 4 5
EPCAM 1 1
Unknown 8

NK: Not Known*2 myxofibrosarcoma, 1 gliosarcoma, 1 chondrosarcoma, 1
malignant hemangioperycitoma, 1 intramucosal synovial sarcoma, 1 primary
sclerosing epithelioid fibrosarcoma, 1 intimal sarcoma, 1 ovarian carcinosar-
coma, 1 cystosarcoma phyllodes, 1 fibroblastic reticular tumor cell, 1 atypical
fibroxanthoma, 1 PEComa and 1 pleomorphic sarcoma.

3.4. Personal and familial oncologic history

At the exception of sarcomas, information about personal history of
cancer was available for 64 % of patients (n = 61), of whom 66 %
(n = 40) had developed a cancer. Among them, 98 % (n = 39) had
developed an associated-LS cancer, 83 % (n = 33) had developed a
colorectal cancer, 68 % (n = 27) had developed a unique cancer (21
colorectal cancers, 2 skin tumors, 1 bladder cancer, 1 ovarian cancer, 1
male breast cancer and 1 endometrial cancer). Among patients who
developed multiple cancers (n = 13), 92 % (n = 12) had developed a
colorectal cancer. Cancers who do not belong either to narrow or
broader spectrum were reported: 4 pancreatic cancers, 3 bladder can-
cers, 2 prostatic cancers, 2 male breast cancers, 1 kidney cancer and 1
leukemia.

Concerning familial history of cancer, information was available for
40 % of patients (n = 38), of whom 98 % (n = 37) had a positive familial
history which fulfilled Amsterdam I and/or II criteria. Among them, 100
% had multiple relatives affected with LS-associated cancers and 97 %
(N = 36) of these cancers were colorectal cancers. As for personal his-
tory, cancers out of the classical spectrum of LS were reported in familial
history: bladder, female and male breast, prostatic, pancreatic and
kidney cancers.

Finally, among patients with information available for either per-
sonal or familial history (n = 61), 85 % (n = 52) had at least a personal
or familial history of cancers.
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3.5. Germline mutation results

Information about deficient MMR genes (MLH1, MSH2, PMS2, MSH6
genes or 3’ deletion of EPCAM gene) was available for 87 patients (67
STS, 6 Bone Sarcoma and 14 Not Known), including a precise nomen-
clature of the mutation in 46 patients (53 %). In the reported cases with
available data on germline mutations, 50 (57 %) of the sarcomas (47
STM and 3 bone sarcomas) developed in patients with a MSH2 germline
mutation. Moreover, the other genes (MLH1, MSH6 and PMS2) were
involved respectively in 26 (30 %), 6 (7 %) and 4 (5 %) of the patients.
One case with a germline mutation in EPCAM was reported (Rumilla
et al., 2011). Focusing on STSs with available mutational information
(N = 67), 40 STSs developed in patients with a MSH2 germline mutation
(60 %). In cases of bone sarcoma, 3 patients carried a MLHI mutation
and 3 a MSH2 mutation.

3.6. Somatic MMR and MSS/MSI phenotype

Information on somatic loss of expression of MMR proteins was
available for 39 % of patients (N = 37), of which 81 % (N =30)
exhibited a dMMR phenotype. Evaluation of microsatellite stability was
rarely reported in most of the case reports, with data available for 30
patients (32 %), of which 77 % (N = 23) were MSI and 23 % (N = 7)
were MSS. In patients with both types of information (N = 22), 82 %
(N = 18) had a concordant profile and 18 % (N = 4) had an atypical
profile (2 dMMR tumors with MSS profile in molecular biology, 1 MSI
tumor with pMMR profile in IHC and 1 isolated loss of hMSH6), as
summarized in Table 3.

3.7. Theragnostic issue

Data concerning therapeutic strategy and/or outcome was available
in 23 of the reported patients (26 %). Among them, 18 benefited from
surgery: 7 were treated exclusively with surgery and 11 were treated
with a combination of surgery and radiotherapy and/or chemotherapy
in neo-adjuvant or adjuvant settings. Data concerning survival (either
overall survival or disease-free survival) was available for 15 patients.
The median follow-up was 17 months (ranging from 1 to 60 months).
Among STSs, 5 died of disease evolution during follow-up while 10 were
reported to be alive at the end of follow-up (ranging from 6 to 51
months): 7 without local or metastatic recurrence, 1 with local recur-
rence (Huang et al., 2012) and 2 with metachronous metastatic evolu-
tion. Data concerning chemo and/or radio-sensibility was often
incomplete or not monitored.

Among recent reported studies, one case report mentioned data
about the efficacy of immune checkpoint inhibitors (ICI) in one patient
of this specific subgroup (Tlemsani et al., 2020). This study reports a
metastatic, MSI-H pleomorphic rhabdomyosarcoma with intermediate
mutational tumoral burden (5.6 mutations per megabase) and 60 %
PD-L1 expression by tumor cells, treated with nivolumab (anti-PD-1
monoclonal antibody). The patient achieved complete response after 2

Table 3
Summary of mismatch repair proteins expression (IHC) and microsatellite sta-
bility phenotypes.

Microsatellite phenotype

MSI-H MSS NA
(n=23) m=7)
MMR protein dMMR 17+ 2% 11
expression (n=30)
PMMR (n =7) 1* 2 4
NA 5 3

* Atypical profiles between mismatch repair protein expression in ITHC and
microsatellite stability assessed by pentaplex PCR: 1 isolated loss of MSH6, 1
PMMR/MSI-H and 2 dMMR/MSS tumors.
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descriptive statement and not a statistical assessment of the incidence of
sarcoma in Lynch syndrome. Fourth, the accuracy of sarcoma histopa-
thology requires proofreading in expert sarcoma centers and such in-
formation was not available for most patients. Recently, the World
Health Organization (WHO) classification for sarcomas has been revised
(Wardelmann and Hartmann, 2021). According to this new classifica-
tion, five cases classified as malignant fibrous histiocytoma have been
relabeled as undifferentiated pleomorphic sarcoma (UPS) (Soft-Tissue
Tumors — ClinicalKey, (n.d)). Finally, the quality of extracted oncoge-
netic data is heterogeneous. Most case reports do not mention — or only
partially mention — precise data concerning involved mutations in MMR
genes, with data available for 51 patients (see Table 1). In addition, no
information was reported regarding genetic testing for possible sarcoma
predispositions (especially TP53 gene). Indeed, only six cases specif-
ically mention variant pathogenicity according to ACMG classification
(Richards et al., 2015).

5. Conclusion

Although sarcomas are not yet part of the LS spectrum, a growing
body of literature suggests a possible relationship between Lynch syn-
drome and sarcomagenesis. This first systematic review highlights
interesting and original features of these tumors, since most sarcomas
developed in LS develop in patients with a germline mutation of MSH2
(57 %), include a higher proportion of rhabdomyosarcomas (10 %) and —
as in most LS associated tumors - exhibit a dMMR (81 %) or MSI (77 %)
phenotype. These exploratory results may encourage the medical
oncologist to search for dMMR/MSI phenotype in sarcomas, especially
in cases of pleomorphic rhabdomyosarcoma occurring in a young pa-
tient; and oncogeneticians to be alerted in case of suspicious soft tissue
tumor in MSH2 mutation carriers. Further prospective and larger co-
horts are required to assess the reality of the association of Lynch syn-
drome and evaluate prognostic and predictive markers.
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Abstract

Background: Sarcomas do not belong to the spectrum of cancers classically associated with
Lynch Syndrome (LS). Recently a growing literature has reported sarcomas in patients with LS.
Clinical and tumour characteristics of these patients remain unknown.

Patients and Methods: We set up the first national retrospective study, Sarclynch, describing
the pathological and clinical characteristics of sarcomas developed in patients with LS. Patients
were identified from two national networks and included from 23 centres in France.

Results: Eighty-two patients participated in the SarcLynch study. Sarcoma was the first
neoplastic event in 33 patients (40%), 22 (29%) had no previous personal or familial criteria for
Lynch Syndrome and 6 (13%) possessed a family history of sarcomas. Sixty-seven (82%)
tumours developed from the soft-tissue and 15 (18%) from the bone. Among soft-tissue
sarcomas (STS), 59 (88%) showed a pleomorphic component, with undifferentiated
pleomorphic sarcoma (UPS) (N=24, 36%) and pleomorphic rhabdomyosarcoma (pRMS) (N=14,
21%) being the most represented subtypes. Thirty-two patients (40%) were carriers of MSH2
germline pathogenic variants. Forty-two patients underwent a tumour mismatch repair
assessment by immunohistochemistry of whom 76% were of deficient mismatch repair
(dMMR-IHC) status while 30 were evaluated using the PCR method where 43% were
microsatellite instable (MSI). Eight patients received immune checkpoint inhibitors, among
whom 4 (50%) and 6 (75%) exhibited an objective response or disease stability respectively.
One patient experienced pathological complete response. Duration of response to immune
checkpoint inhibitors ranged from 6 to 20 months.

Conclusions: SarcLynch, largest multicentric series to date describing sarcomas developed in
patients with LS, revealed an enrichment in patients with pleomorphic sarcomas — especially
UPS and pRMS. This finding strongly supports screening for d-MMR phenotype in these rare
histotypes both for oncogenetic screening and therapeutic interest. Considering an objective

response rate of 50%, access to immunotherapy should be considered in these tumours.

Keywords: Pleomorphic rhabdomyosarcomas, deficient mismatch repair, microsatellite

instability, Lynch Syndrome, MSH2, immune checkpoint inhibitors.
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Introduction

Lynch Syndrome (LS) is a rare cancer genetic predisposition caused by a constitutive deficiency
in the mismatch repair (MMR) system, consecutive to inherited monoallelic loss-of-function of
one MMR gene including MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 or EPCAM *. This deficit in the mismatch
repair (IMMR) system preferentially affects repeated sequences such as microsatellites and
leads to microsatellite instability (MSI). Consequently, due to a constitutional mutation of one
MMR gene, tumours developed within the context of LS present a deficiency in mismatch
repair function (d(MMR/MSI tumour phenotype) through the acquisition of a second hit on the
MMR gene. However, MMR deficiency in tumours can occur outside LS by somatic inactivation
of MMR genes, mostly hypermethylation of the MLH1 promoter. Whatever its mechanism, the
dMMR phenotype is currently a well identified predictive factor of response for immune
checkpoint inhibitors (ICl) in many tumours 23. For this reason, its evaluation as a biomarker
for therapeutic purposes is recommended in many tumour types, especially in digestive
cancers. In addition, determination of MMR phenotype is mandatory in colorectal, small
bowel, gastric and endometrial tumors both in a theragnostic perspective and to screen for LS.
Patients with LS are at high risk of developing colorectal as well as endometrial cancers and
less frequently, small-bowel, biliary tract and upper urinary tract cancers. However, tumour
risk and cancer spectrum seem to differ among LS patients and it is likely that this population
might also be at higher risk of other cancers *. Recent agnostic indication of ICl for advanced
dMMR/MSI solid tumours ® and subsequent screening of dMMR phenotype in a large panel of
solid tumours has enabled LS diagnosis in tumours classically excluded from the LS-spectrum
5. Among these tumours, 785 unselected soft-tissue sarcomas (STS) were included and
revealed 45 sarcomas with a MSI phenotype (5.7%) with only two patients with Lynch
Syndrome ©. Consistently, whole genome germline sequencing in 1644 unselected patients
with all-type of sarcomas revealed only 9 probands (0.5%) as carriers of a germline pathogenic
variant (GPV) in MMR genes 7. On the opposite, multiple case of sarcomas occurring within LS
have been described 8. Our recent review of literature reported 95 patients with LS who
developed a sarcoma, of which 5% had developed pleomorphic rhabdomyosarcomas (pRMS)
8 a rare STS histotypes usually responsible for 0.5% of adult sporadic STS °. The majority of
patients (57%) exhibited a GPV in MSH2 gene, when MSH2 is known to account for 24% of all

LS . In light of the poor knowledge on this specific emerging subgroup of patients with
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sarcomas, we conducted the first national series to date — SarcLynch —aimed at describing the

clinical and tumour characteristics in this newly identified population.

Patients and Methods

Study Design

SarclLynch is a national, retrospective and multicentre series aimed to describe the clinical and
tumour characteristics of sarcomas developed in patients with LS. Patients included had 1) a
proven LS (with a MMR constitutional pathogenic variant identified) or a “highly plausible LS”
defined as being a member of a LS-confirmed family and having a personal history of another
malignancy belonging to the LS spectrum with a dMMR/MSI phenotype and 2) a histologically
confirmed diagnosis of sarcoma. Eligible patients were included independently of age at
sarcoma diagnosis and date of diagnosis. Patients with unconfirmed diagnosis of sarcoma were
excluded. This study was led in respect of the French reference methodology MR-004 and was
registered under the following declaration number: Rn-IPH 2022-110. All included patients

provided a non-opposition agreement according the Declaration of Helsinki.

Patients

Patients were identified through two distinct networks from 1982 to 2023: NetSarc and OFely.
NetSarc is the French Sarcoma Group Network including French patients diagnosed with a
sarcoma’!. Patients who developed sarcomas and were recorded as being affected by “another
genetic disease” were screened. OFely is a French national network supported by the Genetic
and Cancer Group (GGC, Unicancer) which is a French Oncogeneticists Network referencing
most French patients and families with LS'2. Patients with LS and past medical history of
sarcoma were identified through this database. Anonymised patients were then cross-checked
by date of birth, gender, treatment centre and histological subtype. Identified or suspected

duplicates were included only once.

Recorded Data
For each patient, personal and familial oncological history, clinical, pathological and molecular
data concerning sarcomas and other neoplasia were recorded from networks. Oncogenetic

and precise germline pathogenic variant was collected when available. Sarcoma diagnosis was

100



confirmed or initially diagnosed in a French Expert Centre (RRePS network). Therapeutic
sequence, including radiation, chemotherapies, targeted therapies or immune checkpoint

inhibitors (ICl) and outcomes were recorded.

Statistical Analysis

The database was exported on 12 April 2024. Quantitative variables were summarised by the
median and range (minimum-maximum) and qualitative variables with number and
percentages. The number of missing data was presented for each type of variable. Overall
survival rates were calculated from diagnosis and estimated by the Kaplan-Meier method with
95% confidence interval (Cl). First event definition was death from any cause. Statistical

analyses were conducted using STATA software version 18.

Results

Baseline Characteristics

One hundred and thirty-three patients were identified from 23 French centres. Twenty-four
percent of patients were included from Toulouse University Hospital Center which initiated
this series, five centers included 5 patients or more and the mean number of patients included
by these centres was 3 (1-8). From this total, 51 were excluded: 5 duplicates, 18 uncertain
diagnoses, 26 for absence of confirmed LS and 2 due to absence of consent (Supplementary
Figure S1). Eighty-two patients, of whom 3 who developed two sarcomas, were included in the
study. Median age at sarcoma diagnosis was 52 years (11-85 y.0), with a sex ratio of 1.1 (43
men and 39 women). Seventy-three percent (N=55/75, NA=7) had a localised disease at the
time of diagnosis. Among metastatic patients (N=20), 9 (45%) were metastatic at diagnosis.
The most frequent primary tumours sites are depicted in Table 1. Two tumors arose in

irradiated fields.

Oncological History and Genetics

Seventy-six patients (93%) had a proven LS with a GPV identified and 6 (7%) presented a highly-
plausible LS. Seventy-one percent (N=54/76, UK=6) possessed a personal history of cancer,
among whom 39 (72%) had a colorectal cancer and 29 (54%) with another LS-associated

cancer. Twenty-two patients (29%) had no personal or familial criteria for Lynch Syndrome.
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Information on GPV was available for 81 patients, of whom 32 (40%) concerned MSH2, 31
(38%) MLH1, 14 (17%) MSH6, 3 (4%) PMS2 and 1 (1%) EPCAM genes.

Sarcoma was the first neoplastic event in 33 patients (N=33/82, 40%) with data available for
personal past oncological history. Three patients developed multiple sarcomas in the absence
of familial history of sarcoma: one with an osteosarcoma in an irradiated field of a prior
synovialosarcoma, another developed a liposarcoma then an UPS while another developed
two distinct metachronous localised UPS. Thirteen percent (N=6/45, UK=37) had a familial
history of sarcoma: 2 patients with MLH1, 2 patients with MSH2 and 2 patients with MSH6
mutations. No recurrent GPV was identified in patients with family history of sarcomas nor for

the three patients with personal history of multiple sarcomas.

Pathological Information

For patients who developed multiple sarcomas (N=3), only the first sarcoma was considered in
the analysis. Sixty-seven (82%) patients had a STS and 15 (18%) had a bone sarcoma (BS).
Among the 67 STS, the most frequent histotypes were UPS (N=24, 36%), pleomorphic
rhabdomyosarcoma (N=14, 21%), leiomyosarcoma (N=8, 12%), liposarcoma (N=7, 10%,
including 3 pleomorphic, 2 dedifferentiated, 1 well-differentiated and 1 myxoid),
myxofibrosarcomas (N=7, 10%) and other rare subtypes of STS (N=7, 10% including 1 PEComa,
1 alveolar rhabdomyosarcoma and 1 synovialosarcoma) (Figure 1). In total, fifty-nine (88%) STS
were pleomorphic soft tissue sarcoma subtypes (PSTS). Regarding BS, 6 cases (40%) were
identified as chondrosarcoma (4 dedifferentiated and 2 conventional), 5 (33%) were
represented by osteosarcoma (4 conventional and 1 osteoblastic), 2 (13%) were confirmed
chordoma while 1 case (7%) constituted Ewing sarcoma and 1 (7%) giant-tumour cell. In the
whole series three tumours were fusion-driven sarcomas (1 synovialosarcoma, 1 Ewing

sarcoma and 1 alveolar rhabdomyosarcoma) and no GIST was reported.

Biomarkers and Immune Scoring

Tumour MMR phenotype was assessed either by Immunochemistry (IHC) (N=42), molecular
biology (N=30) or both (N=30). Thirty-two of the IHC-evaluated patients (76%) were confirmed
as dMMR-IHC and 10 (24%) were proficient mismatch repair (PMMR-IHC). With molecular
biology testing (Pentaplex-PCR, N=30), 13 (43%) tumours were MSI| and 17 (57%) were

microsatellite stable (MSS, including 2 MSI-Low). Thirty tumours benefitted from the two
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techniques: 19 tumours (63%) displayed concordant results (12 dMMR-IHC/MSI and 7 pMMR-
IHC/MSS) while 11 (37%) demonstrated discordant results (10 dMMR-IHC/MSS and 1 pMMR-
IHC/MSI) (Table 2). PD-L1 tumour proportion score (TPS) was evaluated in 6 patients and was
negative in all cases but one. PD-L1 combined positive score (CPS) was available for 5 patients
and was higher than 10 for 3 of them. Tumour mutational burden (TMB) was assessed by next
generation sequencing (NGS) in 7 patients, with a median TMB of 12 mutations/megabase (6-
16 mut/Mb) and three tumours with TMB higher than 10 mut/Mb (Supplementary Table S1
S2, S3).

Clinical Outcome

Among the localised tumours at diagnosis (N=55), 11 (20%) presented a metastatic recurrence.
Survival analyses were carried out on 67 patients for whom data were available with a median
follow-up of 86 months (95%Cl, 54.1-127.7). At the time of analysis, 17 patients were deceased
(25%): 14 due to sarcoma progression and 3 for other causes. The median overall survival (OS)
in the whole population was not reached. Median OS was neither achieved in localised STS
(N=46) nor metastatic STS (N=8) at diagnosis while estimated OS rates at 3 years were 85%
(95%Cl, 69.0-92.9%) and 60% (95%Cl, 19.6-85.2%) respectively (Supplementary Figure S2). For
patients with pRMS (N=11) and UPS (N=21), the median OS rate was not attained either and
estimated OS rates at 3 years were 81% (95%Cl, 42.4-94.9%) and 78% (95%Cl, 50.7-91.0%)

respectively.

Efficacy of Immune Checkpoint Inhibitors

Eight patients (10%) were administered immune checkpoint inhibitors (ICl): six patients with
heavily pre-treated metastatic disease, one with refractory locally advanced disease and one
with newly diagnosed localised disease (Table 3 and Figures 2 and 3). The objective response
rate (ORR) was 50% (3 complete response and 1 partial response) and disease control was 75%
(3 complete response, 1 partial response and 2 stable disease). For responder patients,
duration of response at time of analysis varied from 6 to 20 months. Median duration of ICI
was 12 months (1-28 months) and one patient was still receiving ICl at the time of analysis.
Among the 3 cases with complete response, all were dMMR with at least one technique (IHC
or molecular biology) and had a TMB > 5.6 mut/Mb. Notably, the patient with a metastatic

PEComa (Patient 1 in Table 3) was ECOG 4 upon the introduction of pembrolizumab and
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experienced chemotherapy-refractory disease but is now at two years of treatment, including
11 months of CR and has maintained CR four months after discontinuing pembrolizumab. The
patient with a locally advanced pRMS (Patient 2 in Table 3), whose initial recommendation for
hand amputation was later refined following a 14-month regimen of pembrolizumab as guided
by an objective radiological response, only ultimately required the amputation of the last
finger. Subsequent examination of the specimen revealed a complete pathological response
(pCR). Three sarcomas had partial response or stable disease. Two sarcomas presented
progressive disease despite a dMMR phenotype (one dMMR-IHC and one dMMR-IHC/MSI)
and a slightly elevated TMB value (> 5 mut/Mb).

Discussion

To the best of our knowledge, we report upon the largest series describing sarcomas
developed in the context of LS, with 85 tumours observed in 82 patients. The vast majority of
sarcomas were STS, largely (88%) represented by PSTS. The proportion of pRMS (21% of STS)
is high, considering pRMS are an ultra-rare sarcoma occurring in less than 0.5% of sporadic
sarcomas®. This enrichment in pRMS, already reported in the literature review carried out by
our team, is confirmed and tends to be even more significant in this real-life series. Further
molecular characterization of pRMS in LS patients is required to decipher it. Notably, no GIST
was reported in our cohort and only a minority of patients developed a fusion-driven sarcoma

(N=3).

Our results are consistent with an American cohort (N=30)2 which described UPS as the first
subtype of STS (40%) in LS patients. Only two rhabdomyosarcomas were recorded without
detail about the sub-type (alveolar, embryonal, pleomorphic etc.). This could be explained by
the limited size of this series and the evolution of histological classifications. In this study, 3
patients received ICI, of whom 2 presented an objective response. However, our results
diverge from the second series reported to date. This concerns a subgroup analysis of the
Prospective Lynch Syndrome Database (PLSD) which identified 30 sarcomas occurring in
patients with LS. With 15 cases of osteosarcoma and 15 STS, authors concluded that
osteosarcomas were more frequent in patients with LS compared to the general population
but did not specify which type of STS occurred. This discrepancy might be explained by the low

number of bone sarcomas in our cohort, the small proportion of STS in their cohort or a

104



possible recruitment bias in both cohorts. Further prospective and larger cohorts will be
needed.

Concerning the germline pathogenic variants, results mirror those from the two series
available to date. Both the American®® and PLSD** cohorts reported a majority of patients who
were carriers of a MSH2 GPV at 50% and 57% respectively. This result is consistent with the
fact that patients with germline MSH2 mutation are the most exposed to develop extra-colonic

cancers®®.

In the SarcLynch study, we describe sarcomas as the first neoplastic event in 40% of patients.
As sarcomas do not belong to the Lynch tumour spectrum, this presentation might not allow
us to clearly suspect such a syndrome and to refer the patient on to oncogeneticists. Indeed,
most patients did not fulfill revised Amsterdam nor Bethesda criteria at the time of diagnosis.
In the same way, none of the 9 “Lynch-sarcomas” in the Ballinger study’satisfied these criteria
either while 4 met the criteria for Li-Fraumeni syndrome. Patients with LS who develop a

sarcoma might have specific oncological histories.

In the literature, tumour MMR deficiency (MSI or immunochemistry extinction of MMR
proteins) is an infrequent phenotype accounting for 1% to 5.7% of sarcomas®!617. However,
the histotypes with the highest proportion of MMR deficiency in Doyle and Lam’s studies were
pPRMS (33-100%) and undifferentiated sarcomas (0-10%), which are also the most prevalent
subtypes in the SarcLynch study. These results suggest that a certain amount of dMMR
undifferentiated sarcomas and pRMS (with or without LS) are currently undiagnosed in routine
practice. In our series, we describe 30% of the unusual phenotypes between IHC and PCR
whereas such discordant phenotypes represent only 2% of colorectal cancers'®!°. This may be
related to the panel of microsatellites used which was initially validated in colorectal and
endometrial cancers, conferring a lower sensitivity of Pentaplex-PCR in extra-colonic
tumours2%1%21 |ndeed, for the 9 tumours with discordance, 8 were dMMR-IHC but MSS with
Pentaplex-PCR. We hypothesise that Pentaplex-PCR may lack sensitivity in sarcomas. dMMR
phenotype may have distinct biological impacts on epithelial cells as opposed to mesenchymal
cells and could partially be explained by haploinsufficiency. Assessment with new techniques

such as NGS, currently under investigation, may represent an adequate option??.

105



The imputability of LS in the sarcomagenesis can be strongly suspected in cases where the
tumour presents a loss of expression of the MMR protein corresponding to the constitutionally
mutated MMR gene. This situation is representative for the large majority of patients in
SarcLynch who benefitted from MMR-IHC analysis (N=31/32). On the other hand, for cases
with a clearly pMMR tumour phenotype, the association with Lynch syndrome remains
difficult to establish. These could be sporadic sarcomas with no link to LS (which developed
independently of a second tumoural hit in the MMR gene) or sarcomas related to LS but with
a technical defect for detecting MMR, considering that 6 out of the 9 patients who developed
a pMMR sarcoma had also contracted another cancer from the LS spectrum. Moreover, at least
33 cases of sarcoma in our study could be considered as being associated with the syndrome,
bringing up the question of whether sarcoma belongs on the LS tumour spectrum. This
retrospective series, biased by the inclusion of patients selected due to the presence of

sarcoma, can only raise this question which remains entire.

Off-label use of ICI in heavily pre-treated, refractory and aggressive subtypes of sarcomas in
our series showed clinically impacting results, with 50% objective response rate (ORR)
including 3 CR while unselected sporadic sarcomas showed poor response to ICl, with disparity
across histological subtypes?32°. In cases of locally advanced disease where mutilating surgery
is planned and a complete radiological response is observed, the question arises regarding the
possibility of abstaining from surgery altogether. Furthermore, the optimal duration of
neoadjuvant ICl remains undefined. Considering the limited number of patients (N=8), we
cannot conclude that certain subtypes of sarcomas would be better responders to ICI
compared to another. In this setting, the predictive value of biomarkers such as CPS, TMB,
tumour infiltrating lymphocytes (TILs) and tertiary lymphoid structures (TLS) needs to be
further characterised. However, in colorectal cancer, the first cause of resistance to ICl was a
false diagnosis of MMR deficiency?®. This emphasises the importance of correctly assessing
MMR deficiency in sarcomas. Interestingly, it is important to notice that dMMR phenotype was
never ascertained in the main clinical trials investigating the efficacy of ICl in sarcomas?32>27-
30, As for dMMR localised colorectal tumours, it seems that LS patients who developed STS
which was localised at the time of diagnosis share a better prognosis, with a median overall

survival not reached after a median follow-up of 86 months (95%Cl, 41.6-135.5). Clinical
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outcome was only detailed in the Denu et al. study '3 in which neither median OS nor PFS were

reached after 10 years of follow-up.

Our study has some limitations. Considering the low number of patients included, further
prospective and larger assessments of LS in patients with “sporadic” sarcomas should be
realised. Due to its retrospective design, several biomarkers classically assessed in routine for
carcinomas associated with LS (such as dMMR phenotype, TPS/CPS score or TMB) were not
evaluated for these sarcomas. As a consequence, these informations are heterogenous in
SarcLynch. Finally, a substantial number of “Lynch-sarcomas” might be lacking in SarcLynch.
Indeed, 24% of the patients were included from a single university centre, suggesting that
“Lynch-sarcomas” might be underdiagnosed elsewhere, given the absence of dMMR/MSI

screening in the guidelines.

Conclusion

SarcLynch is the most extensive series to date describing sarcomas which have developed in
patients with LS. Its finding illustrates large numbers of UPS, a high representation of pRMS, a
majority of LS involving MSH2 GPV and, finally, a significant clinical benefit of immune
checkpoint inhibitors in this selected population with an ORR of 50% and long-lasting
responses. The reality of the association between pRMS and LS will need to be confirmed in
larger prospective or penetrance studies.

LS screening for patients with all kind of sarcomas cannot be recommended yet. However, our
study suggests that MMR testing by immunohistochemistry would rather be interesting in
pleomorphic soft-tissue sarcomas, especially in UPS and pRMS, both for therapeutic and

oncogenetic purposes.
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Tables and Figures

Table 1: Patients and Tumours Characteristics.
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Characteristics Total (N=82)

Gender, n (%)

Male 43 (52.4)

Female 39 (47.6)
Age at sarcoma diagnosis (year)

Median (range) 52 (11-85)

UK 1
Genetic predisposition, n (%)

Confirmed Lynch Syndrome 76 (93)

Highly-plausible Lynch Syndrome 6(7)
Germline pathogenic variants, n (%)

MLH1 31(38)

MSH2 32 (40)

MSH6 14 (17)

PMS2 3(4)

EPCAM 1(1)

UK 1
Personal cancer history

Yes, n (%) 54 (71)

Colorectal cancer, n (%) 39(72)
Number of non-sarcoma cancers, median (range) 1(0-4)

No, n (%) 22 (29)

UK, n 6
Tumor diagnosis, n (%)

Soft-Tissue Sarcoma 67 (82)

Bone Sarcoma 15 (18)
FNCLCC grade, n (%)

Grade 1 7 (10)

Grade 2 24 (33)

Grade 3 41 (57)

UK 10
Sarcoma primary site, n (%)

Members 53 (66)

Trunk 11 (14)

Abdomen 8(10)




Retroperitoneum 4

g

Head and neck 4

g

UK 2
MMR phenotype, n (%)

dMMR (IHC or PCR) 33(79)
pPMMR 9(21)
UK 40

Induced sarcomas, n (%)

No 76 (93)
Yes 6(7)
Irradiation field, n 2
Traumatic region, n 4
Metastatic disease, n (%)
No 55(73)
Yes 20 (27)
Metachronous 11 (55)
Synchronous 9 (45)
UK 7

UK: Unknown; dMMR: Deficient MisMatch Repair; pMMR: Proficient MisMatch Repair; IHC:
ImmunoHistoChemistry; PCR: Polymerase Chain Reaction.
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Table 2: MMR Phenotype Assessment by Immunohistochemistry and Pentaplex PCR.

MMR status by Pentaplex-PCR

MSI MSS Total
dMMR-IHC 12 10 22
IHC pMMR-IHC 1 7 8
Total 13 17 30

IHC = ImmunoHistoChemistry; dMMR-IHC = Deficient Mismatch Repair by IHC (loss of
expression of at least one of the four MMR proteins: MLH1, PMS2, MSH2 or MSH6); pMMR-
IHC = Proficient Mismatch Repair by IHC (expression of all 4 MMR proteins); MSI =
Microsatellite Instable by Pentaplex-PCR; MSS = Microsatellite Stable by Pentaplex-PCR.

Table 3: Patients Treated with Immune Checkpoint Inhibitors (ICI) and Clinical Outcomes.

Patient Gender Age Diagnosis Stage Biomarkers ICI BOR DOT (mo)
dMMR
1 M 50 PEComa Metastatic Pembrolizumab CR 23
TMB 15 Mut/Mb
Locally pMMR-IHC/MSI
2 W 43 pRMS Pembrolizumab CR 17
Advanced TMB 16 Mut/Mb
dMMR-IHC/MSS
Nivolumab
3 M 19 pRMS Metastatic TMB 5.6 Mut/Mb CR 28
Pazopanib
PD-L1 60%
4 w 57 UPS Metastatic NA Dostarlimab PR 13
5 w 51 Chordoma Metastatic pMMR Pembrolizumab  SD 12
Durvalumab
6 M 54 Chondrosarcoma Metastatic dMMR-IHC/MSS SD 12 *
Tremelimumab
dMMR-IHC Pembrolizumab
7 M 69 UPS Localised PD 1
TMB 6 Mut/Mb Trabectidin
dMMR
8 M 41 Chondrosarcoma Metastatic Pembrolizumab  PD 3

TMB 9 Mut/Mb

ICl = Immune Checkpoint Inhibitor ; BOR = Best Overall Response ; DOT = Duration Of Treatment ; M = Male ; W = Woman ; dMMR =

Deficient Mismatch Repair ; pMMR = Proficient Mismatch Repair ; MSI = MicroSatellite Instable ; MSS = MicroSatellite Stable ; TMIB =

Tumor Mutational Burden ; CR = Complete Response ; PR = Partial Response ; SD = Stable Disease ; PD = Progressive Disease ; pRMS

= Pleomorphic Rhabdomyosarcoma ; UPS = Undifferentiated Pleomorphic Sarcoma.

* Ongoing ICI treatment.
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Non-pleomorphic STS
Other STS 12%
10%

Myxofibrosarcoma
0% UPs

36%

Other liposarcoma

o
—  _—

Dedifferentiated liposarcoma
3%

Pleomorphic STS subtypes
88%

Pleomorphic liposarcoma
4%

PRMS
21%

Leiomyosarcoma
12%

Figure 1. Repartition of Soft-Tissue Sarcoma Histological Subtypes and Pleomorphic

Classification.

UPS: Undifferentiated Pleomorphic Sarcoma; pRMS: Pleomorphic Rhabdomyosarcoma; STS: Soft-Tissue
Sarcoma.

Other subtypes: 1 PEComa, 1 Clear Cell Sarcoma, 1 Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumour (MPNST), 1
Alveolar Rhabdomyosarcoma, 1 Embryonal Rhabdomyosarcoma, 1 High-grade Endometrial Stromal
Sarcoma and 1 Synovialosarcoma.
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Baseline

PEComa
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Pembrolizumab
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PRMS
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Pembrolizumab
10 cycles

PRMS
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Nivolumab
3 months
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—_—

Dostarlimab
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Best Overall Response

Figure 2: Case Series and Representative Iconographies of Responder patients.
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Figure 3: Swimmer-Plot of Patients Treated with Immune Checkpoint Inhibitors.

* This patient had progressed on the first iconography but continued treatment considering
initial clinical benefit. Inmune checkpoint inhibitor was stopped at the second iconographic
progression.
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Supplementary

Supplementary Table S1: PD-L1 Expression (Immunohistochemistry) and Tumor Mutational

Burden (TMB).

Sex Age Subtype ICIl  Tumour Phenotype TPS CPS TMB
Man 34 UPS No dMMR 0 0 UK
Woman 33 pRMS No dMMR UK UK 7
Woman 41 UPS No dMMR-IHC 0 100 UK
Man 86 UPS No dMMR-IHC 0 0 UK
Woman 57 Pleomorphic Liposarcoma No dMMR-IHC/MSS UK UK 15
Man 50 PEComa Yes dMMR 0 UK 15
Woman 43 pRMS Yes pMMR-IHC/MSI UK UK 16
Woman 79 Leiomyosarcoma No dMMR-IHC 0 30 UK
Man 81 UPS No NA UK 50 UK
Man 41 Chondrosarcoma Yes dMMR UK UK 9
Man 19 pRMS Yes dMMR-IHC/MSS 60 UK 6
Man 69 UPS Yes dMMR-IHC UK UK 6

UPS = Undifferentiated Pleomorphic Sarcoma ; pRMS = Pleomorphic Rhabdomyosarcoma ; IC/
= Immune Checkpoint Inhibitors; TPS: Tumor Proportion Score; CPS: Combined Proportion

Score; TMB: Tumor Mutational Burden; UK: Unknown.
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Supplementary Table S2: MMR Phenotype in Immunohistochemistry or Molecular Biology.

Histological Subtype Gene IHC PCR

Well-Differentiated Liposarcoma MSH2 pMMR UK

UPS MSH2 dMMR MSI

UPS MSH2 dMMR UK

pRMS MSH2 dMMR UK

Chondrosarcoma MLH1 dMMR MSS

UPS MSH2 dMMR MSI

UPS MLH1 dMMR MSI

UPS MSH2 dMMR UK

pRMS MSH2 dMMR MSI

UPS MLH1 dMMR UK

UPS MSH6 dMMR UK

Pleomorphic Liposarcoma MSH6 dMMR MSS

Chordoma MSH2 pMMR MSS

UPS MLH1 pMMR MSS

PEComa MLH1 dMMR MSI

pRMS MSH2 pMMR MSI

UPS MSH2 dMMR MSS

Leiomyosarcoma MSH6 dMMR MSS

Chondrosarcoma MSH6 dMMR MSI

pRMS MLH1 dMMR MSS

MPNST MSH2 dMMR MSI

pRMS MSH2 dMMR MSS

Leiomyosarcoma MLH1 dMMR UK

UPS MSH2 dMMR MSS

pRMS MSH6 dMMR MSI

Leiomyosarcoma MSH6 UK MSI

Leiomyosarcoma MLH1 dMMR MSI

Dedifferentiated Chondrosarcoma MSH2 UK MSI
22

118



pRMS MLH1 dMMR MSI
Dedifferentiated Chondrosarcoma MSH2 pMMR MSS
Ewing sarcoma PMS2 pMMR MSS
UPS MSH2 dMMR MSS
UPS MSH2 dMMR UK
Dedifferentiated Liposarcoma MLH1 pMMR MSS
Chordoma EPCAM pMMR UK
Myxofibrosarcoma MLH1 dMMR UK
UPS MSH6 pMMR MSS
Pleomorphic Liposarcoma MSH2 dMMR UK
Dedifferentiated Liposarcoma MSH2 dMMR MSI
UPS MLH1 pMMR MSS
Myxofibrosarcoma MLH1 dMMR MSI
UPS MSH2 dMMR UK
Supplementary Table S3: MMR Phenotype with IHC and PCR.
MMR status by Pentaplex-PCR
MSI MSS NA Total
dMMR-IHC 12 10 10 32
IHC pMMR-IHC 1 7 2 10
NA 0 0 40 40
Total 13 17 52 82
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Identification and Inclusion of Patients
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Supplementary Figure S1: Flowchart of Patient Inclusions and Exclusions.

* Duplicates: Patients identified multiple times in networks and/or followed by different centers.

24

120




ft-ti: sarcomas localized at di

A. Overall Survival for

Z

Survie Globale
050 o

025

0 40 s 120 160 200 240 280 320 30

Number at risk
4% 28 17 13 9 4 4 2 2 1

C. Overall Survival for pleomorphic rhabdomyosarcomas (pRMS).

Survie Globale
050 075

025

Number at risk
1

B. Overall Survival for pleomorphic soft-tissue sarcomas subtypes.

Survie Globale
050 075

025

0 40 8 120 160 200 240 280 320 360

Number at risk
% 16 11 6 2 2 2 2 1

D. Overall Survival for undifferentiated pleomorphic sarcomas (UPS).

Survie Globale
050 075

025

80 120 160 200 240 280 320 360
Mols

Number at risk

201 8 5 5 2 2 2 2 1

Supplementary Figure S2: Overall Survival for Soft-Tissue Sarcomas (STS) According to

Subgroups.

25

121



Annexe 3 : Lettre a I'éditeur de I'étude SarcoMMR, soumise a Archives of Pathology &
Laboratory Medicine.

High prevalence of deficient mismatch repair phenotype (dMMR) in
pleomorphic rhabdomyosarcomas and undifferentiated pleomorphic

sarcomas.

Authors: F. Poumeaud 2, I. Darcial 1, T. Valentin %2, N. Fares %3, R. Guimbaud 234, F. Chibon

26 L. Delespaul 2, G. Pérot 2, C. Bontoux >°, A. Gomez-Mascard 2, J. Selves %>, P. Rochaix 2°.

Affiliations:
1) Department of medical oncology, Oncopole Claudius Regaud, Toulouse, France.
2) OncoSarc INSERM U1037 Research Team, CRCT, Toulouse, France.
3) Department of digestive oncology, Toulouse University Hospital, Toulouse, France.
4) Department of oncogenetic, Oncopole Claudius Regaud, Toulouse, France.
5) Department of pathology, Toulouse University Hospital, Toulouse, France.

6) Department of pathology, Oncopole Claudius Regaud, Toulouse, France.

Declaration of interest: none.

Corresponding author:

Dr Frangois Poumeaud (MD)
Oncopole Claudius Régaud
1 Av. Iréne Joliot Curie
31100 Toulouse.

Mail : poumeaud.francois@iuct-oncopole.fr

122



Mismatch repair (MMR) phenotype is rarely assessed in sarcomas, a tumour type mainly
characterized by translocations/mutations or chromosomal instability rather than
microsatellite instability (MSI) and yet not associated with Lynch Syndrome (LS). Assessment
of the MMR phenotype using different technics (immunohistochemistry (IHC), PCR or next-
generation sequencing (NGS)), independently of histological subgroups, have reported that
from 1% (IHC)* to 2.3-5.7% (NGS) %3 of sarcomas are dMMR. A growing literature reports that
sarcoma with a pleomorphic component, particularly pleomorphic rhabdomyosarcomas
(pRMS) and undifferentiated pleomorphic sarcomas (UPS), can occur in patients with LS%
suggesting that these specific subtypes of pleomorphic sarcomas can be enriched in dMMR

tumours compared to other soft-tissue sarcomas (STS).

To address this hypothesis, we investigated the dMMR phenotype by IHC in a composite
retrospective series of 174 pleomorphic STS composed of consecutive UPS, pRMS and
dedifferentiated liposarcomas (DD-LPS) diagnosed in our institution for the last five years and
of leiomyosarcomas from the French collection. This composite series was divided into two
sub-groups: (1) sarcomas suspected to be enriched in patients with LS (40 UPS et 9 pRMS) and
(2) sarcomas whom proportion in the literature does not differ between LS and the sporadic
context (22 dedifferentiated liposarcomas (DD-LPS) and 103 leiomyosarcomas (LMS)). All
dMMR-IHC cases underwent a second reading by an expert pathologist. An independent,
blinded medical record assessment to assess LS status was performed for all cases,

independently of the MMR evaluation.

Sixteen percent (N=8/49) of sarcomas in the UPS and pRMS group were dMMR-IHC (UPS
N=6/40, 15% and pRMS N=2/9, 22%), compared with 1.6% of other pleomorphic sarcomas
(DD-LPS N=0/22, 0% and LMS N=2/103, 1.9%). Blinded medical record assessment identified
4 patients with LS among the 174 sarcomas examined, all identified with a dMMR phenotype
by IHC. Six supplementary sarcomas were dMMR-IHC, one patient was alive and was referred
to oncogeneticists. No germline pathogenic variant was identified, confirming the diagnosis
of Lynch-like Syndrome for this patient. Whole germline genome sequencing realized for the
103 LMS identified no germline pathogenic variants in MMR genes. Lynch status could not be

confirmed for the three remaining patients (deceased).
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Our results highlight that up to 16% of UPS and pRMS have an undiagnosed dMMR phenotype,
despite a potential major theragnostic impact as dMMR phenotype is predictive for response
to immunotherapy °. Consistently with our hypothesis, DD-LPS and LMS were rarely dMMR-
IHC (1.6%) as compared to UPS and pRMS whom occurrence is likely to be more frequent in
the context of LS. Our results are consistent with Doyle et al.’s sub-groups results reporting
dMMR phenotype in 10% of UPS (N=4/40), 1.5% of LMS (N=1/65) and 0% of DD-LPS and
partially differ with Lam et al.’s results who identified no dMMR UPS (N=0/29) nor DD-LPS
(N=0/104) and 5% dMMR LMS (N=4/88). The limited number of pRMS in Doyle (N=1) and

Lam’s (N=3) studies prevents any comparison for this ultra-rare subtype of sarcomas.

These results highlight that evaluation of MMR phenotype using immunohistochemistry

should be included in daily routine for pleomorphic rhabdomyosarcomas and UPS.
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Figure

Monocentric collection French multicentric collection
(N=78, consecutive sarcomas diagnosed from 2019-2023) (N=130, TMA screening followed by full-block assessment)
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7 excluded * 27 excluded **
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Figure 1: Mismatch repair deficiency is frequent in pRMS and UPS.

IHC = immunohistochemistry; dMMR-IHC = deficient mismatch repair; pRMS = pleomorphic
rhabdomyosarcomas; UPS = undifferentiated pleomorphic sarcomas; TMA= Tissue Micro Array.

* Lack of tumoral material on evaluated samples ; ** Missing FFPE samples to confirm results obtained on
TMA screening.
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RESUME

Contexte : Les sarcomes développés dans le cadre d’un Syndrome de Lynch (SL) sont essentiellement
des sarcomes a génomique complexe. Leurs caractéristiques cliniques ont été décrites dans la série
nationale SarcLynch, sans que leurs spécificités histologiques, moléculaires et génomiques ne soient
connues. Objectifs : Nous souhaitons caractériser le profil génomique des sarcomes avec SL et les
comparer a des sarcomes a génomique complexe sporadiques. Résultats : Nous avons caractérisé le
profil génomique de 17 sarcomes en CGH Array, dont 15 développés chez des patients avec SL et 2
sarcomes sporadiques. L’ensemble des sarcomes analysés présentent des pertes ou gains
chromosomiques, signant un phénotype d’instabilité chromosomique (CIN+). Tous les sarcomes avec
instabilité microsatellitaire (N=7/7, MSI) sont également CIN+. La majorité des sarcomes avec SL
sont diploides (N=9/15) et 53% présentent une perte d’hétérozygotie pluri-chromosomique sans
altération du nombre de copies (isodisomie étendue). Ce phénotype n’est pas retrouvé dans les
sarcomes sporadiques de notre cohorte et dans seulement 1,5% (N=2/130) des 1¢iomyosarcomes
sporadiques d’une cohorte contrdle (ICGC). Conclusion : Les sarcomes avec SL associent un
phénotype d’instabilité microsatellitaire et chromosomique, sont majoritairement diploides et
présentent dans la majorité des cas un phénotype d’isodisomie étendue. Nous émettons 1’hypothése
que ce phénotype soit la conséquence d’une duplication de la mutation mono-allélique germinale de

ces patients.

ABSTRACT

Background: Sarcomas developed in patients with Lynch Syndrome (LS) are essentially pleomorphic
sarcomas. While their clinical characteristics have been described in the national SarcLynch cohort,
their histological, molecular and genomic specificities remain unexplored. Objectives: To characterize
the genomic profiles of sarcomas developed in LS and compare with sporadic pleomorphic sarcomas.
Results: We’ve analyzed the genomic profile of 17 sarcomas with a CGH Array technic, including 15
sarcomas developed in patients with LS and 2 sporadic pleomorphic sarcomas. All sarcomas were
chromosomic instable, defined by the presence of chromosomic gains or losses. All sarcomas with
microsatellite instability (N=7/7, MSI) were also with chromosomic instability. The majority of SL
sarcomas were diploid (N=9/15) and 53% had copy neutral loss of heterozygoty affecting several
chromosomes (extended isodisomy). This phenotype did not affect the 2 sporadic sarcomas from our
cohort and only 1.5% (N=2/130) of sporadic leiomyosarcomas from a control cohort (ICGC).
Conclusion: Sarcomas developed in LS associate microsatellite and chromosomic instability, are
mainly diploid. Most of them have an extended isodisomy phenotype. We suppose this phenotype

would be caused by the duplication of the germinal mono-allelic mutations identified in these patients.
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Introduction

Syndrome de Lynch et systéme de réparation des mésappariements (MMR)

Le Syndrome de Lynch (SL) est un syndrome de prédisposition héréditaire de transmission
autosomique dominante causé par une déficience constitutive d’une des protéines (MLH1, PMS2,
MSH2 ou MSH6) du systéme de réparation des mésappariements (MMR). Il est associé au
développement exclusif de carcinomes, qui sont classés en fonction de leur incidence en spectre étroit
(colo-rectal, endométre) ou €largi (estomac, voies biliaires, voies urinaires excrétrices, glioblastome)
et est responsable de 3% des cancers colo-rectaux.

Le dépistage du SL est réalis¢ par I’identification en tumoral d’une déficience du systétme MMR
(dMMR), soit en immunohistochimie (IHC) soit en biologie moléculaire par PCR. Le phénotype
dMMR en IHC (AMMR-IHC) peut étre identifié soit par la perte d’expression en couple de MLH1-
PMS2 ou de MSH2-MSH®6 soit isolée des protéines PMS2 ou MSH6. En biologie moléculaire,
I’identification de I’instabilité de trois microsatellites mononucléotidiques cibles sur cinq (BAT-25,
BAT-26, NR-21, NR-24, NR-27; panel NCI-Pentaplex) définit le phénotype d’instabilité
microsatellitaire (MSI) (Suraweera et al. 2002). Toutefois, les tumeurs avec un phénotype dAMMR ne
sont pas nécessairement développées dans le cadre d’un SL. La cause la plus fréquente de déficience
du systéme MMR est sporadique via un mécanisme épigénétique acquis de méthylation du promoteur
de MLH1 (Parsons et al. 2012). Ainsi, le diagnostic de SL ne peut étre posé qu’en cas d’identification
d’un variant pathogéne germinal mono-allélique de MLH1, MSH2, MSH6, PMS?2 ou en cas de délétion
de la région terminale du géne EPCAM (géne situé directement en amont du promoteur de MSH2,

délétion pouvant causer des « read-through » entre EPCAM et MSH2) (Rumilla et al. 2011).

Le systéme MMR est un systéme de réparation multi-étapes faisant intervenir différents hétérodiméres
fonctionnels réparant les mésappariements (mismatchs) ou les insertions-délétions (indels)
nucléotidiques. La premiére étape (reconnaissance) est assurée soit par le complexe multiprotéique
MutSa formé par I’hétérodimérisation de la protéine MSH2 avec la protéine MSH6, qui reconnait les
mésappariements ou indels d’une ou deux paires de bases (pb) ; soit par le complexe MutSp, formé
par I’hétérodimérisation de MSH2 et MSH3, qui reconnait les indels de 3 a 13 paires de bases (pb)
(van Oers et al. 2014). Une fois I’anomalie reconnue, la fixation covalente du complexe MutS
provoque le recrutement du complexe MutLa (hétérodimére MLH1-PMS2), lui-méme recrutant la

proliferating cell nuclear antigen (PCNA) qui permet ’activation de 1’activité endonucléasique de
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MutLo. En amont du mésappariement, 1’exonucléase 1 (EXO1) va dégrader I’ADN dans le sens 5°>
3°, puis la POLS va assurer la resynthése du brin complémentaire. Enfin, la ligase 1 va assurer la

ligation entre le brin néosynthétisé et la zone de mésappariement préalablement excisée (Figure 1).

Figure 1 : Systéme de réparation des mésappariements de I’ADN (MMR) (d’aprés Olave et Graham, 2021).

Au-dela de cette fonction classique, les protéines du systtme MMR sont également impliquées dans
d’autres processus biologiques : I’inhibition de la recombinaisons homologue lors de la recombinaison
mitotique (Spies and Fishel 2015), I’induction de 1’apoptose en réponse aux dommages de I’ADN via
une activation de p53 ou p73 et le contrdle de différents points du cycle cellulaire (G1/S et M) (Li
2008).

En cas de phénotype dMMR, il existe alors une accumulation de mutations non-sens, faux-sens ou
frameshift non correctement réparées dans I’ensemble du génome. Les microsatellites sont des régions
répétées sources d’erreur de réplication par la POLS via un phénoméne de glissement. En cas de
déficience du systtme MMR, une instabilité¢ des microsatellites (MSI) apparait. Les mutations non
réparées sont une source potentielle de néo-peptides. Aussi, les tumeurs AMMR sont associées a une
charge mutationnelle élevée (TMB-High), responsable d’une augmentation de potentiels néo-épitopes
(Randrian, Evrard, and Tougeron 2021). Afin d’échapper a la réponse immunitaire induite par la
présentation des néo-antigeénes, les carcinomes dMMR expriment fortement des checkpoints

immunitaires, tels que PD-L1. Ainsi, les tumeurs dAIMMR, indépendamment du niveau d’expression de
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PD-L1, sont sensibles aux inhibiteurs des checkpoints immunitaires (ICI), devenus en dix ans un
standard thérapeutique de premiere ligne dans les cancers dMMR avancés (Marabelle et al. 2020).

Les carcinomes dMMR partagent certaines caractéristiques cliniques, tumorales et génomiques. Sur le
plan histologique, ils sont de grand volume (T4) au diagnostic avec un enrichissement en forme
indifférenciées et nécrotiques. Ce sont des tumeurs dites « chaudes » avec un fort infiltrat immunitaire
(TILs) (Randrian, Evrard, and Tougeron 2021). Sur le plan génomique, les cancers colorectaux MSI
sont classiquement diploides sans instabilit¢ chromosomique (CIN-), a I’inverse des cancers

colorectaux pMMR/MSS qui sont aneuploides et CIN+.

Sarcomes et Syndrome de Lynch : une expertise Toulousaine

Comme indiqué précédemment, le spectre tumoral du SL comprend exclusivement des carcinomes.
Toutefois, notre expérience clinique au sein de I’Institut Universitaire du Cancer de Toulouse (IUCT)
est sensiblement différente, puisque 21 patients avec SL ont également développé un sarcome entre
1994 et 2023. Des données de littérature ont également rapporté des cas de sarcomes chez des patients
avec SL. La recherche de variants pathogénes germinaux dans une cohorte de 1644 sarcomes réputés
sporadiques a ainsi identifi¢ 11 sarcomes développés dans le cadre d’un SL (0,6%) (Ballinger et al.
2023). Notre équipe a publié¢ la premiére revue systématique de la littérature sur le sujet en 2023
(Poumeaud et al. 2023). Au total, 95 sarcomes développés chez des patients avec SL ont été rapportés,
avec un enrichissement en sarcomes a génomique complexe, dont une majorité de sarcomes

pléomorphes indifférenciés (UPS) et de rhabdomyosarcomes pléomorphes (pRMS).

Sarcomes sporadiques

Les sarcomes correspondent a un groupe hétérogéne de tumeurs rares, développées au dépend du tissu
mésenchymateux, avec une incidence estimée a 70,7 cas par million d’habitants. Plus de 175 sous-
types histologiques sont décrits a ce jour (de Pinieux et al. 2021). Les sarcomes peuvent étre regroupés
en sous-groupes nosologiques selon leur tissu de développement (tissus mous ou osseux) ou bien de
leurs réarrangements génomiques. Les données de littérature indiquent que les sarcomes développés

chez les patients avec un SL sont majoritairement des sarcomes pléomorphes a génomique complexe.

Les sarcomes a génomique complexe (SGC) représentent plus de 50% des sarcomes (Vibert and
Watson 2022). IlIs présentent des génomes largement réarrangés (translocations non récurrentes, pertes

et gains chromosomiques ainsi que des réarrangements intrachromosomiques par chromotripsis (Steele
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et al. 2019)) et sont définis par une absence d’altération moléculaire spécifique et récurrente. Ils
affectent préférentiellement les patients agés et sont de mauvais pronostic (Carvalho et al. 2019). Ils
sont définis par opposition aux sarcomes a génomique simple qui présentent des altérations
moléculaires spécifiques : transcrits de fusions, mutations ou amplifications spécifiques (Vibert and
Watson 2022). Les sous-types histologiques de SGC incluent classiquement les UPS, les pRMS, les
liposarcomes pléomorphes, les liposarcomes dédifférenciés, les myxofibrosarcomes, les tumeurs des
gaines nerveuses périphériques (MPNST), les 1éiomyosarcomes (LMS) et les chondrosarcomes
dédifférenciés. Entre 67 et 85% des SGC sont aneuploides suite 2 un doublement du génome et
présentent quasi systématiquement des altérations des génes TP53, RB1, PTEN ou ATRX
(Carvalho et al. 2019). Enfin, sur le plan thérapeutique, les SGC sont des tumeurs radio- et chimio-
résistantes. A ’exception des angiosarcomes, de rares cas d’UPS ou de sarcomes des tissus mous
(STM) avec des structures lymphoides tertiaires (TLS), les SGC sont immunorésistants (Italiano et al.

2022).

Caractérisation clinique des sarcomes avec déficience MMR

Alors que les caractéristiques, d’une part des carcinomes dMMR/MSI et d’autre part des sarcomes
sporadiques, sont connues, aucune caractérisation clinique des sarcomes développés dans le cadre d’un
SL n’a jamais été rapportée. Cette absence de caractérisation a motivé la constitution par notre
équipe de la premiére cohorte nationale, rétrospective de sarcomes développés dans le cadre d’un

SL (SarcLynch).

SarcLynch est une série nationale, rétrospective et multicentrique qui a recensé en France 82 patients
ayant développé un sarcome avec SL entre 1982 et 2023 (Poumeaud 2024). Quatre-vingt-deux
pourcents étaient des STM dont 86% des sarcomes pléomorphes a génomique complexe. Les UPS
(N=24, 36%) et les pRMS (N=14, 21%) étaient les sous-types histologiques principaux.
L’enrichissement en pRMS (21% vs moins de 0,5% des sarcomes sporadiques) est concordant
avec les données de la revue de la littérature. Chez les patients qui ont regu un traitement par ICI,
on note un taux de réponse objective de 50% dont trois réponses completes dans des tumeurs multi-
traitées, chimio- et radio-résistantes. Ces résultats suggérent une efficacité de I’immunothérapie dans
ce sous-groupe de sarcomes, qui reste a valider dans des études prospectives.

Les SGC étant enrichis dans la littérature et dans la cohorte SarcLynch, nous avons constitué¢ une
seconde série, monocentrique et rétrospective (SarcoMMR) dépistant le phénotype MMR-IHC dans
certains sous-types de STM pléomorphes. Onze pourcents (N=8/71), exclusivement des UPS et des
pRMS, étaient dIMMR-IHC dont 4 avaient un SL connu. Ces résultats suggérent qu’un nombre
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et al. 2019)) et sont définis par une absence d’altération moléculaire spécifique et récurrente. Ils
affectent préférentiellement les patients agés et sont de mauvais pronostic (Carvalho et al. 2019). Ils
sont définis par opposition aux sarcomes a génomique simple qui présentent des altérations
moléculaires spécifiques : transcrits de fusions, mutations ou amplifications spécifiques (Vibert and
Watson 2022). Les sous-types histologiques de SGC incluent classiquement les UPS, les pRMS, les
liposarcomes pléomorphes, les liposarcomes dédifférenciés, les myxofibrosarcomes, les tumeurs des
gaines nerveuses périphériques (MPNST), les 1éiomyosarcomes (LMS) et les chondrosarcomes
dédifférenciés. Entre 67 et 85% des SGC sont aneuploides suite 2 un doublement du génome et
présentent quasi systématiquement des altérations des génes TP53, RB1, PTEN ou ATRX
(Carvalho et al. 2019). Enfin, sur le plan thérapeutique, les SGC sont des tumeurs radio- et chimio-
résistantes. A ’exception des angiosarcomes, de rares cas d’UPS ou de sarcomes des tissus mous
(STM) avec des structures lymphoides tertiaires (TLS), les SGC sont immunorésistants (Italiano et al.

2022).

Caractérisation clinique des sarcomes avec déficience MMR

Alors que les caractéristiques, d’une part des carcinomes dMMR/MSI et d’autre part des sarcomes
sporadiques, sont connues, aucune caractérisation clinique des sarcomes développés dans le cadre d’un
SL n’a jamais été rapportée. Cette absence de caractérisation a motivé la constitution par notre
équipe de la premiére cohorte nationale, rétrospective de sarcomes développés dans le cadre d’un

SL (SarcLynch).

SarcLynch est une série nationale, rétrospective et multicentrique qui a recensé en France 82 patients
ayant développé un sarcome avec SL entre 1982 et 2023 (Poumeaud 2024). Quatre-vingt-deux
pourcents étaient des STM dont 86% des sarcomes pléomorphes a génomique complexe. Les UPS
(N=24, 36%) et les pRMS (N=14, 21%) étaient les sous-types histologiques principaux.
L’enrichissement en pRMS (21% vs moins de 0,5% des sarcomes sporadiques) est concordant
avec les données de la revue de la littérature. Chez les patients qui ont regu un traitement par ICI,
on note un taux de réponse objective de 50% dont trois réponses completes dans des tumeurs multi-
traitées, chimio- et radio-résistantes. Ces résultats suggérent une efficacité de I’immunothérapie dans
ce sous-groupe de sarcomes, qui reste a valider dans des études prospectives.

Les SGC étant enrichis dans la littérature et dans la cohorte SarcLynch, nous avons constitué¢ une
seconde série, monocentrique et rétrospective (SarcoMMR) dépistant le phénotype MMR-IHC dans
certains sous-types de STM pléomorphes. Onze pourcents (N=8/71), exclusivement des UPS et des
pRMS, étaient dIMMR-IHC dont 4 avaient un SL connu. Ces résultats suggérent qu’un nombre
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cliniquement significatif d’UPS et de pPRMS dMMR-IHC sont actuellement non diagnostiqués en

routine.

Sarcomes et Syndrome de Lynch : une caractérisation biologique nécessaire

Au-dela des caractéristiques cliniques spécifiques, les caractéristiques histopathologiques et
génomiques de ces sarcomes n’ont a ce jour pas été décrites. Sur le plan histologique, aucune
caractérisation de biomarqueurs prédictifs de réponse aux ICI n’a été rapportée, notamment la présence
ou I’absence de TLS, le taux de TILs, ni leur phénotypage. Sur le plan génomique, aucune donnée n’a
été rapportée sur I’instabilité chromosomique de ces sarcomes, pour la plupart MSI. Or, ces deux
formes d’instabilité sont décrites comme mutuellement exclusives. Enfin, alors que les carcinomes
dMMR sont classiquement diploides (alors que les carcinomes MSS sont aneuploides), aucune

caractérisation de la ploidie de sarcomes développés chez les patients Lynch n’a été rapportée.

Objectifs de recherche
Au cours de mon travail de Master 2, nous avons tenté de répondre aux différentes questions posées
par les données cliniques particuliéres de ces deux cohortes. Ainsi nos objectifs identifiés étaient de :
(1) Caractériser le profil génomique et I’instabilité chromosomique de ces sarcomes développés
dans un contexte de SL via la réalisation de CGH Array et une quantification du nombre de
réarrangements chromosomiques selon le calcul d’un genomic index,
(2) Caractériser la ploidie dans une lignée primaire provenant d’'un UPS de phénotype dMMR-
THC (lignée OC148 P30, E22),
(3) Caractériser le profil d’instabilité microsatellitaire selon le gold standard (PCR-Pentaplex) puis
selon une méthode de NGS ciblé (Panel MSI-Care),
(4) Caractériser le profil transcriptomique des sarcomes avec SL par RNA-Sequencing et les
comparer a une série de sarcomes dAMMR-IHC sporadiques,
(5) Réaliser une quantification des TILs et des TLS en IHC et une qualification phénotypique des

TILs retrouvés.

Matériel et Méthodes
Cohortes utilisées
Cette étude a été réalisée a partir de deux cohortes.
1) La cohorte biologique SarcLynch-GI composée de 18 échantillons tumoraux issus de patients

inclus dans la cohorte clinique SarcLynch et de 4 patients de la cohorte clinique rétrospective
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SarcoMMR. Les échantillons tumoraux pouvaient étre des prélévements cryoconservés ou des
échantillons fixés et conservés en paraffine (blocs FFPE). Les échantillons tumoraux pré-
thérapeutiques ont été utilisés si disponibles en quantité et qualité suffisants. Pour chaque
échantillon, la caractérisation du phénotype MMR en immunohistochimie (IHC), le statut
d’instabilit¢ microsatellitaire en biologie moléculaire selon un panel NCI-Pentaplex et la
cellularité tumorale ont été réalisés dans le service d’anatomopathologie de I’ TUCT-Oncopole
par le Pr Selves.

2) La cohorte ICGC incluant 130 1éiomyosarcomes sporadiques, mise au point et caractérisée
préalablement par 1’équipe du Dr Chibon, (Whole Genome sequencing germinal et tumoral,
RNA-Sequencing et Tissue MicroArray (TMA)).

L’ensemble des patients a donné son consentement éclairé en accord avec la déclaration d’Helsinki.

Extraction des acides nucléiques

Les ADN pour chacun des cas FFPE avait été préalablement extraits a visée diagnostique puis
cryoconservés. Ils ont été mis a disposition par le laboratoire d’anatomopathologie de I'ITUCT-
Oncopole (Pr Selves). Le dosage des ADN mis a disposition, ainsi que de leur dilution a été réalisée

par fluorométrie (Qubit 4, Invitrogen) selon le protocole du fabricant.

Les prélévements cryoconservés ont été découpés manuellement pour obtenir 50 mg de tumeur, puis
lysés dans un tampon de lyse 2X (tris 100mM pH 7,5 ; EDTA 100 mM pHS8 ; NaCl 20 mM et SDS
2%) dilué au % par du PBS1X et en présence de protéinase K (300 pg/mL, Thermo Fisher Scientific)
sur la nuit & 56°C. La lyse cellulaire de la lignée OC148 a été réalisée de la méme maniére a partir
d’un culot cellulaire. Les ADN génomiques ont ensuite été extraits par la méthode au phénol,
chloroforme et alcool isoamylique (Invitrogen) aprés une étape de RNAse (100 pg/mL, 1h a 37°C,
Qiagen), précipités avec 2 volumes d’éthanol absolu froid et repris dans du tampon Tris EDTA (low

EDTA). Ils ont ensuite été qualifiés sur le CLARIOstar Plus (BMG Labtech).

Hybridation génomique comparative (CGH Array)

L’analyse CGH Array pour les échantillons cryoconservés et pour la lignée OC148 a été réalisée a

partir de 250 ng d’ADN génomique avec le kit CytoScan™ HD Array Kit (Thermo Fisher Scientific)

selon les recommandations du fournisseur. L’hybridation finale a été réalisée sur des puces a ADN
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CytoScan™ HD permettant 1’analyse de 750000 sondes SNP et 1,9 millions de sondes non-
polymorphes. L’analyse a été conduite sur le logiciel Chromosome Analysis Suite (ChAS v4.5.0.34).

L’analyse CGH Array pour les échantillons FFPE a été réalisée a partir de 80 ng d’ADN génomique
avec le kit OncoScan™ CNV FFPE Assay Bundle (Thermo Fisher Scientific) selon les
recommandations du fabricant. Cette technique utilise des sondes d’inversions moléculaires (MIP)
avec deux séquences d’homologie de 20 pb permettant une analyse des fragments avec une taille
minimale de 40 pb. L’hybridation finale a été réalisée sur des puces a ADN OncoScan™ CNV
permettant I’identification de 220.000 SNP. L’analyse a été conduite sur le logiciel Chromosome

Analysis Suite (ChAS v4.5.0.34).

Culture cellulaire

Nous avons utilisé une lignée primaire (OC148, E22), précédemment établie dans 1’équipe depuis une
biopsie pré-thérapeutique a 1’état frais d’'un UPS dMMR-IHC, sporadique. Elle a été cultivée dans du
DMEM GlutaMAX® (Gibco) avec 10 % de sérum de veau feetal (Biotech) et 1 % de pénicilline
/streptomycine (Gibco) a 37°C sous atmosphére humide (90 %) en présence de 5 % de COx.

Etalement chromosomique

L’étalement chromosomique de la lignée OC148 a été réalisé aprés blocage en métaphase des cellules
a l’aide de 10pg/mL de colchicine (KaryoMAX colcemid, Gibco) ajoutés au milieu de culture a 37°C
sur la nuit. Les cellules ont ensuite été récoltées puis un choc hypotonique a été réalisé a 1’aide de KCl1
75 mM pendant 17 minutes a 37°C. Une préfixation a 1’aide d’une solution de Carnoy froide
(méthanol-acide acétique 3 : 1) a ensuite été réalisée puis la suspension a été centrifugée 10 min a
200g. Sur vortex doux, 10 mL de solution de Carnoy froide ont été ajoutés au goutte-a-goutte sur la
solution cellulaire, qui a ensuite été centrifugée 10 min a 200g a 4°C. Le culot est re-suspendu a
nouveau dans 10mL de solution de Carnoy a 4°C pendant 12 heures. Le lendemain, quatre lavages a
la solution de Carnoy ont été réalisés. Au-dessus d’un bain marie a 70°C, une goutte du culot cellulaire
fixé a été déposée sur des lames en verre puis laissée sécher. Les lames ont ensuite été montées a I’aide
de VECTASHIELD-DAPI (Vector laboratories). La lecture des lames a été réalisée du-microscope

Cell Observer (Zeiss) au 60X. Le nombre de chromosomes a été compté sur 37 métaphases.
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Immunohistochimie des protéines mismatch repair (MMR-IHC)

L’étude immunohistochimique a été réalisée sur des coupes de 4 um d’épaisseur a partir de Tissue
Micro-Array ou de blocs FFPE. Les lames ont été traitées dans le laboratoire d’anatomopathologie de
I’'TUCT-Oncopole sur automates (BenchMark Uktra (Ventana), Bond III (Leica), BondRX (Leica),
Autostainlink 48 (Dako) selon les recommandations des fournisseurs) avec les anticorps suivants :
anti-MLHI1 (clone ES05, Agilent, pré-dilué), anti-PMS2 (clone EP51, Agilent, pré-dilué), anti-MSH2
(clone FEI11, Agilent, pré-dilu¢), anti-MSH6 (clone EP49, Agilent, pré-dilué. Une tumeur était
considérée pMMR-IHC en cas de maintien d’expression des 4 protéines (MHL1, PMS2, MSH2 et
MSH6) ou dAMMR-IHC en cas de perte compléte de 1'expression nucléaire d’une ou deux protéines.
Toutes les lames ont été relues avec un premier pathologiste expert. En cas de phénotype dIMMR-IHC,

une double relecture par un second pathologiste expert a été réalisée.

Controle du statut mutationnel de MSH2 et MLH1 par PCR ciblée

Les ADN des cas analysés ont été dilués a 50 ng/uL avec contrdle de la concentration au CLARIOstar
Plus (BMG Labtech). Pour chaque cas, des amorces forward et reverse ont été définies a 1’aide du
logiciel Primer3web (v4.1.0) de maniére a détecter la mutation identifiée en germinal. Les solutions
d’amorces ont ensuite été diluées a 10 uM dans de 1’eau Nuclease Free. Pour chaque cas, une solution
(mix PCR) contenant 2,5 uL de Tampon 10X (1X final), 1,5 pL de MgCl,, 1 pL de dNTP (2,5 mM
chaque), 1 uL de la solution de primers diluée (10uM chaque) et 0,2 uL. de Taq Polymerase (10 unités,
ADN polymérase AmpliTaq Gold™, Life Technologies) ont été ajoutés a 1uL d’ADN tumoral ou a
1uL d’eau Nuclease Free. La réaction de PCR a été réalisée sur un Thermocycleur (Applied Biosystem)
selon le programme Touchdown-60 (12 min a 95°C ; 2 cycles a 60°C, suivis de 2 cycles a 59°C, 2
cycles a 58°C, 3 cycles a 57°C, 3 cycles a 56°C, 4 cycles a 55°C, 4 cycles a 54°C, 5 cycles a 53°C et
enfin 10 cycles a 52°C avec pour chaque cycle 30 sec a 94°C de dénaturation et 1 min a 72°C
d’élongation ; 20 min a 72°C). A I’issue de la réaction de PCR, 10 puL de chaque produit de PCR ont
été ajoutés a 2 pL. de TRACKIT loading Buffer (Invitrogen) puis déposés sur un gel d’agarose 2% en
TAE 1X (Euromedex) en présence de SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen). Aprés 45 min de
migration a 100V, une photo du gel a été réalisée au ChemiDoc ADN Imaging System (Bio-Rad). Le
restant des solutions de PCR a ensuite été envoyé a un prestataire externe (Genoscreen) pour

séquengage Sanger avec purification.
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Analyse des données de CGH-Array et de séquencage

L’estimation de la ploidie a été réalisée en intégrant 1’état d’hétérozygotie, le nombre de copies et les
niveaux de pertes. Pour chaque cas, le nombre de copies, le statut d’hétérozygotie et la présence de
cassures a ¢té analysées aux locus des génes MLHI, PMS2, MSH2, MSH6, PTEN, RB1, TP53, ATRX
sur le logiciel ChAS. La recherche de variants pathogénes tumoraux ou constitutifs des génes MLH]I,
MSH?2, MSH6, PMS? sur les données de Whole Genome Sequencing des sarcomes de la cohorte ICGC
a été réalisée a 1’aide du logiciel IGV (v2.11.3). Les polymorphismes détectés ont ensuite été croisés
par position avec la base de données InSIGHT DNA Variant Database. Le score d’index génomique
(GI) a été calculé comme suit GI=A?/C ou A correspond au nombre total d’altérations et C au nombre
de chromosomes affectés par ces altérations. Le cut-off de 10 a été choisi en accord aux données de

littérature (Lartigue et al. 2015).

Résultats
Nous présentons ici les résultats obtenus sur les 22 premiers sarcomes a génomique complexe de la
tumorothéque SarcLynch-GI, comprenant 18 sarcomes avec SL de la cohorte clinique SarcLynch

et 4 sarcomes sporadiques de la cohorte SarcoMMR (Tableau 1).

Extraction des acides nucléiques et réalisation des CGH Array

Des aliquots d’ADN ont été mis a disposition par le laboratoire d’anatomopathologie de I’'ITUCT-
Oncopole pour les 16 tumeurs conservées en bloc de paraffine (FFPE). Nous avons réalisé
I’extraction d’ADN pour les 6 échantillons cryoconservés. La caractérisation génomique de ces
tumeurs a été réalisée par CGH Array sur puces OncoScan CNV ™ pour les cas FFPE et CytoScan
HD ™ pour les cas cryoconservés. Aucun échec de technique n’est survenu. Deux profils CGH ne
présentaient aucun réarrangement et aucune cellule tumorale n’a été retrouvée sur le contrdle
Hématoxyline Eosine (HE) de ces échantillons (E11 et E19). Le statut d’hétérozygotie n’était pas
interprétable pour un échantillon (E18). Ces trois échantillons ont été jugés trop contaminées en
cellules normales et retirés de 1’analyse. Dix-neuf échantillons sont donc inclus dans I’analyse,
correspondant a 17 sarcomes : 15 sarcomes avec SL et 2 sarcomes sporadiques (Tableau 1).
Pour deux sarcomes, deux échantillons tumoraux par sarcome ont été analysés : 1 chordome avec SL
(E14 sur biopsie pré-thérapeutique pauci-cellulaire et E15 sur piéce opératoire) et 1 UPS sporadique
(E21 sur piece opératoire avec 20% de cellules tumorales et E20 sur lignée primaire issue d’une biopsie

pré-thérapeutique) avec des profils concordants.

11

138



M2R Cancérologie Fondamentale et Clinique — Frangois Poumeaud

Analyse des profils CGH Array

Afin de caractériser le profil d’instabilité génomique de ces sarcomes, nous avons analysé la présence
et le nombre de réarrangements chromosomiques. Tous les sarcomes présentent des gains et des pertes
chromosomiques multiples et sont réarrangés avec un phénotype d’instabilité chromosomique (CIN+).
La totalité des sarcomes de phénotype MSI ont donc également un phénotype CIN+ (Figures 2 et
3). Afin de comparer le degré d’instabilité chromosomique entre sarcomes MSI et MSS, nous avons
quantifi¢ le phénotype CIN par le calcul du genomic index (GI). Le GI moyen était de 162 dans
I’ensemble des cas analysés, de 88 (14-204) pour les sarcomes MSI (N=7) et de 70 (25-210) pour les
sarcomes MSS (N=7). Aucune différence statistiquement significative n’a été retrouvée (p=0.7104,
test Mann-Whitney).

Concernant les 15 sarcomes avec SL, aucun réarrangement récurrent n’a ¢été identifié. Trois
présentent une perte chromosomique comprenant le locus du géne MMR muté constitutivement (N=2/9
MSH?2 et N=1/2 MSH6). Concernant les genes impliqués dans la sarcomagenése, 40% (N=6/15)
présentent des réarrangements de RBI ou d’ATRX et 27% (N=4/15) des cas présentent des
réarrangements de PTEN ou de TP53. Huit sarcomes (53%) ne présentent aucune variation du nombre
de copies au locus du géne MMR muté en germinal (E2 a E9). Huit (53%) ne présentent aucune
variation du nombre de copies pour les génes RBI et TP53 et sont diploides.

Concernant les 2 sarcomes sporadiques, E20 présente une perte des protéines MSH2-MSH6 en IHC
et le profil CGH identifie une cassure concordante au locus du géne MSH?2 avec une perte du bras court
du chromosome 2p (Chr2p) contenant le locus de MSH6. E22 présente une perte des protéines MLH1-
PMS2 en IHC et le profil CGH retrouve une perte concordante du Chr3p contenant le locus du gene
MLH1. E20 présente une perte de TP53 et d’ATRX et E22 présente une perte de PTEN, RB1 et TP53.

Afin de tester ’hypothése que les sarcomes MSI sont préférentiellement diploides nous avons
caractérisé la ploidie pour chaque échantillon. Neuf sarcomes sont diploides et sont développés chez
des patients avec SL (N=9/15, 60%). Les sarcomes MSI sont significativement plus diploides (N=6/7,
86%) que les sarcomes MSS (N=2/7, 29%) (p=0,037, Test du %2), avec un enrichissement en tumeurs
diploides dans les sarcomes MSI. Les deux sarcomes sporadiques sont aneuploides.

Afin de confirmer la ploidie estimée de 1’échantillon sporadique E22 (lignée cellulaire OC148 P30) un
étalement chromosomique de cette lignée a été réalisée. Une évolution sous-clonale de la lignée a pu
étre identifiée avec des contingents diploides, triploides ou tétraploides (Figure 4). Ainsi, 37 mitoses

ont été¢ comptabilisées avec une médiane de 54 chromosomes par noyaux, correspondant a une lignée
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MSH2 PTEN RB1 TP53 ATRX

E9 (UPS, Homme)

- Lynch MSH2,

- dMMR-IHC : perte MSH2-MSH en IHC,
- PCR:MS.

- Diploide,

- Cellularité : 80%

- Isodisomie : étendue.

ES5 (pRMS, Femme)
- Lynch MSH2,

- dMMR-IHC : perte MSH2, MSHS faible.
- PCR:NA.

- Triploide,

- Cellularité : 100%

- Isodisomie : étendue.

E6 (MPNST, Homme)

- Llynch MSH2,

dMMR-IHC : perte MSH2-MSHS,
- PCR:MSl.

- Diploide,

Cellularité : NA

Isodisomie : étendue.

E7 (UPS, Homme)

- Lynch MSH2,

dMMR-IHC : perte MSH2-MSHS,
- PCR:NA,

- Diploide,

Cellularité : 70%

- Isodisomie : étendue.

E8 (LPS pléomorphe, Femme)

- Lynch MSH2,

dMMR-IHC : perte MSH2-MSHS,
- PCR:MSS,

- Diploide,

Cellularité : 80%

- Isodisomie : étendue.

E4 (Chondro dédiff, Homme)
- Statut Lynch en cours de recherche.

- dMMR-IHC : perte isolée MSH2 en IHC,
- PCR: M.

- Diploide,

- Cellularité : 85%

- Isodisomie : étendue.

E2 (UPS, Femme)

- Lynch MLHI,

- dMMR-IHC : perte 4 protéines,
- PCR:MSk-Low

- Diploide,

- Cellularité : 80%

- Isodisomie : étendue.

E3 (Chondro dédiff, Homme)

- Lynch MLHI,

- dMMR-IHC : perte MLH1-PMS2,
- PCR:MSS,

- Diploide,

- Cellular
- Isodisomi

80%
étendue.

MLH1

Figure 2 : Profils CGH des sarcomes avec phénotype d’isodisomie étendue.
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E1 (LMS, Homme)

- Lynch MLHI,

- dMMR-IHC : perte MLH1-PMS2 en IHC,
- PCR: M.

- Tétraploide,

- Cellularité : 100%

- Isodisomie segmentaire.

E13 (LPS pléomorphe, Homme)

- Possible Lynch MSH2,

- dMMR-IHC : perte MSH2-MSHS.
- PCR:MSI.

- Diploide,

- Cellularité : 80%

- Isodisomie segmentaire.

EPCAM
MSH2
MSH6 MLH1

PTEN

RB1

TP53

ATRX

E14 (LPS pléomorphe, Femme)

- Lynch MSHE,

- dMMR-IHC : perte MSH2-MSHE,
- PCR:MSS.

- Triploide.

E9 (UPS, Homme)
- Lynch MSH2,

- dMMR-IHC : perte MSH2-MSHE,
- PCR:NA,

- Triploide.

E11 (UPS, Homme)
- Lynch MSH2,

- dMMR-IHC : perte MSH2-MSHS,
- PCR:MSI,

- Diploide.

E16 (LMS, Femme)
- Lynch MsH,

- dMMR-IHC : perte MSH2-MSH6,
- PCR:MSS,

- Tétraploide.

E12 (Chordome, Femme)

- Lynch EPCAM,

- PMMR-IHC/MSS = Phénocopie
- Tétraploide.

(8)
Sarcomes Lynch
sans isodisomie

E22 (UPS, Homme)

- dMMR-IHC : perte MLH1-PMS2
- PCR:MSS.

- Triploide.

E20 (UPS, Homme)
- dMMR-IHC : perte MSH2-MSH6
- PCR:MSS.
- Tétraploide.

(9]
Sarcomes
sporadiques

Figure 3 : Profils CGH des

isodisomie et (C) sporadiques.

sarcomes (A) Lynch avec isodisomie segmentaire ; (B) Lynch sans
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triploide avec pertes. Ce résultat est concordant avec les pertes retrouvées sur le profil CGH et
I’estimation de la ploidie a travers cette technique. L’étalement a également permis d’identifier des
structures compatibles avec des réarrangements interchromosomiques (non identifiables sur CGH),

avec de possibles chromosomes dicentriques, acrocentriques longs ou bien un appariement homologue

(Figure 4).

N

Etalement tétraploide Etalement diploide Possible appariement homologue

N\ PN
P

Possibles chromosomes dicentriques par réarrangement interchromosomiques

Figure 4 : Etalement chromosomique de la lignée OC148 a passage 31 (E22).

Afin d’interpréter 1’ état d’hétérozygotie pour des genes d’intérét, la différence allélique et la fréquence
allélique B (BAF) ont été analysées pour chacun des cas. Dix cas présentaient une perte
d’hétérozygotie sans variation du nombre de copies, correspondant a un phénotype d’isodisomie. Huit
de ces cas présentaient une isodisomie de la totalité de plusieurs chromosomes, que nous définirons
comme un phénotype d’isodisomie « étendue » (E2 a E9). Les deux autres sarcomes (El et E13)
présentaient une isodisomie concernant uniquement un segment chromosomique, que nous définirons
comme un phénotype d’isodisomie « segmentaire ». La totalit¢ des cas isodisomiques étaient des
sarcomes avec SL et le phénotype d’isodisomie étendue était retrouvé dans 53% des sarcomes avec SL
(N=8/15).

Concernant les sarcomes avec SL et phénotype d’isodisomie étendue, dans la totalité des cas le
chromosome comprenant le géne MMR muté en germinal est isodisomique et est donc a 1’état
homozygote (Chr2p pour MSH2 ou Chr3p pour MLHI). L’échantillon E4 présente une mutation
frameshift pathogene de ’exon 4 de TP53 (Leu93Valfs*55) a 1’état homozygote signant la déficience

de TP53 dans ce sarcome. La totalité de ces sarcomes sont également homozygotes pour les génes
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PTEN, RBI et TP53. Le statut mutationnel pour ces genes pour chacun des cas sera défini en RNA-
Sequencing. Quatre-vingt-huit pourcents (N=7/8) des sarcomes avec un phénotype d’isodisomie
étendue sont diploides.

Concernant les sarcomes avec SL et phénotype d’isodisomie segmentaire, 1’échantillon E1 est
développé chez un patient avec un variant germinal pathogéne de MLH1 et présente une isodisomie
segmentaire unique du Chr3p (comprenant le locus de MLHI). L’échantillon E13 présente une
isodisomie segmentaire unique du Chrl7p (comprenant le locus de 7P53) et ne présentait pas
d’isodisomie du Chr2p (comprenant le locus de MSH?2).

Nous avons émis I’hypothése que 1’isodisomie soit la conséquence d’un mécanisme de duplication de
la mutation mono-allélique germinale de chaque patient, afin d’acquérir une seconde mutation
pathogéne qui correspondrait au « 2°™ hit » selon le modéle de Knudson. Afin de confirmer cette
hypothese, et connaissant la mutation identifiée en germinal pour chaque patient, nous avons réalisé
une PCR avec un séquengage Sanger au niveau de la région génomique contenant la mutation connue
pour chaque patient chez qui nous disposions d’ADN (Figure 5 et amorces en Tableau 2). Un échec de
technique est survenu pour un échantillon (E7), son statut mutationnel ne sera pas connu (plus d’ADN
disponible). Pour les quatre autres sarcomes, la PCR a permis d’identifier la mutation connue en
germinale a I’état homozygote. Ce résultat vient étayer 1’hypothése d’une duplication de la mutation

mono-allélique germinale selon notre modele.

del. CA E3 G>A

Eau nuclease Free
Eau nuclease Free
Eau nuclease Free
Eau nuclease Free
Eau nuclease Free

Ladder 100 pb
Ladder 100 pb

E1
E7
E3
E8
E6

400pb 300pb
300pb 200b £ AST E8 del. G

Taille attendue 263 pb 314pb 237 pb 188 pb 244 pb

Figure 5: PCR avec séquencage Sanger sur les mutations germinales connues pour 5 cas

isodisomiques.
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Cohorte contréle ICGC

Afin de savoir si le phénotype d’isodisomie étendue décrit précédemment était spécifique des sarcomes
avec SL, nous avons analysé les profils génomiques obtenus a partir de Whole genome sequencing
d’une cohorte contrdle (ICGC) comprenant 130 léiomyosarcomes sporadiques préalablement
caractérisés par 1’équipe. Nous avons identifié 2 léiomyosarcomes (LMS9T et LMS49T) avec un
phénotype d’isodisomie étendue (N=2/130, 1.5%). Le LMSOIT était de phénotype pMMR-IHC sur
TMA et le LMS49T était non interprétable en IHC sur TMA, sans confirmation possible sur bloc FFPE
(bloc non disponible au laboratoire). L’analyse des variants ponctuels pour les génes MLHI1, EPCAM,
MSH?2, MSH6 et PMS2 n’a pas identifié de variant pathogeéne de classe 4 ou 5 dans le génome
constitutionnel ni tumoral de ces patients, confirmant 1’absence de SL pour ces deux sarcomes. Le
dépistage du phénotype MMR en THC sur TMA (N=103) puis confirmé sur bloc FFPE (N=55) a
identifié 2 1éiomyosarcomes AIMMR-IHC (LMS56T et LMS85T1). Aucun variant germinal pathogéne
dans le génome germinal n’a été retrouvé, en faveur du caractére sporadique de ces deux sarcomes.
L’analyse du profil génomique de ces deux sarcomes dMMR-IHC n’a pas permis d’identifier le

phénotype d’isodisomie étendue ni segmentaire.

Discussion

Dans le cadre de mon travail de Master 2, nous avons caractérisé le profil génomique de 17 sarcomes
dont 15 issus de patients porteurs d’un Syndrome de Lynch. Cette analyse a permis d’identifier 3
points clés : (1) ces sarcomes présentaient une instabilité chromosomique comparable aux sarcomes
sporadiques, (2) une majorité de sarcomes a génomique complexe sont diploides chez les patients avec

SL, (3) 53% des sarcomes avec SL présentaient un phénotype d’isodisomie étendue.

Analyse des résultats

Contrairement aux carcinomes dMMR/MSI, I’ensemble des sarcomes avec SL présentaient une
instabilité chromosomique comparable a celles des sarcomes a génomique complexe sporadiques. Ces
résultats remettent en question le « dogme » selon lequel ces deux formes d’instabilité génomique
seraient mutuellement exclusives. Une majorité de sarcomes avec SL sont diploides, contrairement
aux sarcomes a génomique complexe sporadiques dont I’aneuploidie est un événement majeur de
I’oncogeneése. Cela suppose une voie d’oncogenése distincte pour les sarcomes développés chez des
patients avec SL.

Les réarrangements des genes RBI et TP53 sont classiquement retrouvés dans 75% des sarcomes a
génomique complexe sporadiques. Dans 53% des sarcomes avec SL, aucune perte ni gain n’a été

retrouvé pour ces geénes. De plus, ces sarcomes étaient tous diploides. D’autres translocations
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¢équilibrées de ces genes sont possibles mais non identifiables avec la technique utilisée de CGH Array.
Dans le contexte de SL, on peut émettre I’hypothése que ces genes soient altérés suite a des événements
mutationnels. D’autres analyses, telles que les données transcriptomiques issues du RNA-Sequencing
actuellement en cours, pourront participer a tester cette hypothése.

Cinquante-trois pourcents des sarcomes avec SL présentaient un phénotype d’isodisomie étendue,
phénotype non retrouvé dans les 2 sarcomes dAMMR-IHC sporadiques analysés et seulement 1.5% des
sarcomes sporadiques de la cohorte controle ICGC utilisée dans notre travail. Sans que 1’on puisse
parler de spécificité de ce phénotype, il semble exister un fort enrichissement dans les sarcomes avec
SL, dans la limite des cas analysés. Peu de littérature est disponible concernant ce phénotype dans les
carcinomes MSI : il est admis que ces carcinomes sont peu réarrangés et d’équipes ont analysé les
pertes et gains chromosomiques en paralléle de la perte d’hétérozygotie. Dans une cohorte de 38
carcinomes MSI (22 développés dans le cadre d’un Lynch et 16 sporadiques), Puijenbrock et al ont
rapporté 41% (N=9/22) d’isodisomie parmi les carcinomes Lynch contre seulement 2 cas parmi les
sporadiques (N=2/16, 10%) (van Puijenbroek et al. 2008). Dans tous les cas avec SL, il s’agissait d’une
isodisomie segmentaire comprenant la région du géne connu muté chez les patients, suggérant la-aussi
un mécanisme d’acquisition par duplication de la mutation mono-allélique retrouvée en germinal. En
revanche, il n’a pas été rapporté d’isodisomie étendue comme dans les cas des sarcomes étudiés dans

le cadre de ce projet.

Hypothéses d’oncogenése des sarcomes avec SL avec phénotype d’isodisomie
Sur la base des données de littérature, nous proposons ci-apres deux hypothéses pouvant expliquer la

présence de ces phénotypes dans les sarcomes Lynch.

Des échanges de séquences d’ADN par crossing-over entre chromatides sceurs ou entre chromatides
homologues peuvent survenir en interphase ou lors de la mitose, définissant le phénoméne de
recombinaison mitotique. La recombinaison mitotique par échanges entre chromatides homologues est
médiée par le systéme de recombinaison homologue (RH) et aboutit a une conversion génique. Ces
événements de conversion génique peuvent survenir de maniére spontanée ou suite a la réparation
d’une cassure double-brins selon le mode de résolution des jonctions de Holiday (LaFave and Sekelsky
2009). Aprés mitose, une cellule fille peut donc obtenir deux copies d’'un méme segment
chromosomique et donc étre isodisomique pour cette région du génome (isodisomie segmentaire).
Physiologiquement, le systtme MMR inhibe ces phénomeénes de crossing-over entre chromosomes

homologues car source de mésappariements. Chez la levure, il a été montré que la déficience MMR
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¢tait associée a une diminution de I’inhibition de la RH mitotique, comparativement a un modele
pMMR (Chen and Jinks-Robertson 1999). Nous pouvons émettre I’hypothése que la diminution
d’inhibition de la recombinaison mitotique en cas de déficience MMR favorise les événements

de conversion génique et donc d’isodisomie segmentaire (Figure S1).

Par opposition a I’isodisomie segmentaire, dans le cas d’une isodisomie étendue, il existe une perte
d’hétérozygotie de chromosomes entiers, qui ne peut étre expliquée par des phénomenes de
recombinaison mitotique. Nous émettons I’hypothése que ce phénotype soit la conséquence d’une
anomalie mitotique.

Pussila et al. ont récemment rapporté que la présence d’une mutation mono-allélique du géne MLHI
dans de la muqueuse colique saine chez des patients avec SL indemnes de cancers, était associée a une
dérégulation du point de contrdle mitotique responsable d’une désorganisation du fuseau mitotique et
des chromosomes lors de la mitose (Pussila et al. 2024). Dans ce modéele, la comparaison entre
muqueuse colique saine (mutation MMR mono-allélique) et cancer colo-rectal (mutation MMR bi-
allélique) a permis de montrer que les anomalies mitotiques étaient des événements précoces de
I’oncogenése, précédant I’instabilité microsatellitaire (Pussila et al. 2024). Ces résultats indiquent
que la présence d’une seule mutation mono-allélique dans le géne MLHIest suffisante pour déréguler
le cycle mitotique et donner un phénotype d’instabilité chromosomique. Dans un modéle de
fibroblastes murins avec perte de MSH2, Campbell et al. rapportent une augmentation du nombre de
centrosomes, un défaut d’organisation du fuseau mitotique, source de ségrégations anormales et
d’instabilité chromosomique (Campbell et al. 2006). Ces deux modéles rapportent des altérations
mitotiques sources d’aneuploidie. Or, dans 86% des sarcomes avec isodisomie étendue que nous
avons rapportés, le génome est diploide et non aneuploide.

L’étude majeure de Steele er al. s’intéressant aux différentes voies d’oncogenése dans un modele de
sarcomes pléomorphes a génomique complexe, rapporte 10% (N=7/76) des cas avec un phénotype
isodisomique sans que le caractére segmentaire ou étendu ne soit rapporté (Steele et al. 2019). Dans
son modele, I’oncogenése des sarcomes isodisomiques inclut une étape précoce et unique de
mauvaise ségrégation aboutissant a un génome majoritairement haploide, suivie d’une étape
d’acquisition de mutations somatiques, puis d’un doublement tardif du génome aboutissant a un
génome majoritairement diploide. Ce passage par une étape d’haploidie suivie tardivement d’un
doublement du génome est concordante avec la diploidie majoritairement retrouvée dans nos
sarcomes avec phénotype d’isodisomie étendue. Dans cette étude, il est intéressant de noter que 43%

(N=3/7) des cas isodisomiques étaient porteurs d’une mutation somatique d’un géne MMR (2 MSH2
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et 1 MSH6) et 60% (N=3/5) des sarcomes avec mutation d’un géne MMR présentaient un phénotype
d’isodisomie.

Sur la base de ces modeles d’oncogenese, respectivement dans des modeles Lynch et dans un modéle
de sarcomes a génomique complexe, nous émettons I’hypothése que I’oncogenése des sarcomes avec

SL avec phénotype d’isodisomie étendue puisse suivre les étapes suivantes (Figure 6) :

Déficience MMR

(Mutation mono-allélique) (Aucun alléle fonctionnel)

Phénotype d’isodisomie étendue Doublement du

génome

Figure 6 : Oncogenése proposée des sarcomes Lynch isodisomiques :

e Haploinsuffisance MLH] causant une désorganisation du fuseau mitotique, centrosomes surnuméraires et perte

des points de contrle mitotique,

e Survenue d’une mitose déséquilibrée en anaphase,

e Passage par une étape de génome haploide avec déficience du systtme MMR en la présence d’un seul all¢le

porteur d’une mutation délétére,

e Acquisition du phénotype d’instabilité microsatellitaire et mutations secondaires des genes 7P53, RBI,

e Doublement du génome tardif et retour a un génome majoritairement diploide et phénotype isodisomique.
Notre hypothese est concordante avec les résultats des PCR ciblées sur ADN tumoral des patients avec
ce phénotype d’isodisomie étendue, chez qui on retrouve a I’état homozygote la mutation connue en
germinale, confirmant une étape de duplication de la mutation mono-allélique constitutive. Ces

résultats seront consolidées par 1’analyse en RNA-Sequencing.

Perspectives et poursuite des expérimentations

Nous avons réalisé la caractérisation du profil transcriptomique de 4 échantillons congelés : 2 sarcomes
sporadiques et 2 sarcomes avec SL. L’analyse est en cours. Nous prévoyons tout d’abord de comparer
I’expression différentielle entre les sarcomes avec SL et les sarcomes sporadiques, puis de réaliser une

analyse de « gene set enrichment » (GSEA) afin d’identifier des voies de signalisation enrichies dans

chacune des populations. Nous chercherons notamment une expression différentielle dans les voies de
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ségrégation chromosomique et du point de controle mitotique. Nous souhaitons également rechercher
la présence de mutations des genes clés de la sarcomagenéese par comparaison au transcriptome de

référence.

Sept sarcomes analysés sont de phénotype MSS en biologie moléculaire (panel NCI-Pentaplex) et
dMMR en IHC, soit une discordance de 35% contre 15% des cancers colo-rectaux (Jaffrelot et al.
2022). Nous faisons I’hypothese que le panel NCI-Pentaplex, initialement validé dans les cancers colo-
rectaux, manque de sensibilité dans les tumeurs mésenchymateuses. Pour répondre a cette hypothése
nous collaborons avec 1’équipe INSERM du Pr Duval afin d’évaluer ces sarcomes selon le panel NGS
MSI-Care (Ratovomanana et al. 2021). Les analyses des cas envoyés sont actuellement en cours et les

résultats sont attendus courant du mois de Juillet 2024.

Nous avons proposé un modéle d’oncogenése pour les sarcomes avec isodisomie étendue, basé sur les
données récentes de littérature décrites d’une part dans les sarcomes a génomique complexe, et d’autre
part dans les carcinomes de patients avec SL. Ce mode¢le reste spéculatif. Une stratégie pour tester
cette hypotheése serait de réaliser une analyse de fiming mutationnel (Jolly and Loo 2018). Cette analyse
bio-informatique permet de « dater » un événement mutationnel par rapport a un autre permettant une
estimation de la séquence temporelle d’acquisition de chaque événement tumoral. A ce titre, nous

prévoyons d’entamer une collaboration avec 1’équipe du Dr Van Loo qui a mis au point cette technique.

Limites

Notre étude présente plusieurs limites. Premiérement, le faible effectif de la cohorte ne permet pas une
généralisation de nos résultats et le faible nombre de sarcomes sporadiques analysés a ce jour rend
difficile la comparaison entre nos deux groupes. Ce point sera amélioré car plusieurs cas sporadiques
et Lynch sont en cours d’extraction d’acides nucléiques et vont venir ¢largir la cohorte. Deuxiémement,
nous n’avons analysé qu’un seul échantillon tumoral de pRMS, qui est I’'une des histologies
particuliérement enrichies dans la cohorte clinique SarcLynch. La rareté de ce sous-type de tumeurs a
I’échelle nationale et 1’épuisement des échantillons tumoraux existants limitent ces analyses.
Troisiémement, la technique utilisée (CGH Array) ne permet pas ’analyse des réarrangements inter
(translocations) ou intra-chromosomiques équilibrés, qui sont des étapes importantes dans la
sarcomagenese sporadique. Cette limite pourra étre levée par la réalisation des analyses prévues de

Whole Genome Sequencing.
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Conclusion

Nous rapportons pour la premiere fois que les sarcomes développés dans le contexte d’un Syndrome
de Lynch associent une instabilité microsatellitaire et chromosomique, comparablement aux sarcomes
sporadiques. De plus, ils présentent certaines spécificités avec une majorité de sarcomes pléomorphes
a génomique complexe diploides et un enrichissement fort (53%) en tumeurs avec un phénotype
d’isodisomie étendue. Nous émettons I’hypothése que ce phénotype soit la conséquence d’anomalies
mitotiques dans un contexte de déficience du systéme mismatch repair. Nous proposons un mod¢le
d’oncogenése pouvant expliquer ce phénotype, incluant une étape de duplication de la mutation mono-
allélique connue en germinal. Les analyses transcriptomiques sont en cours pour étayer notre

hypothése.
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