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INTRODUCTION

Le sarcome d’Ewing (EWS) est une tumeur agressive des os et tissus mous, décrite pour la
premiére fois en 1921 par James Ewing (1). Cette tumeur neuroectodermique est de point de
départ périosté et sa cellule d’origine est dérivée de la créte neurale. Elle peut survenir a tout
age, son diagnostic prédomine cependant chez les enfants, les adolescents et les jeunes
adultes. C’est la deuxieme cause la plus fréquente de tumeur osseuse maligne, avec un pic
d’incidence a 15 ans. Il existe une prédominance masculine (SR=1,6). (2). L'incidence est de

1 cas pour 1,5 millions d’habitants (2), avec en France 80 a 100 nouveaux cas par an (3).

Dans 80% des cas, la tumeur primitive est osseuse. Le squelette axial (45% des cas) est la
principale localisation, notamment le pelvis et les cotes. Au niveau des os longs (30% des
cas), elle est de localisation diaphysaire. Dans 20% des cas, on trouve des localisations
extra-osseuses notamment paravertébrales ou thoraciques, mais qui peuvent concerner
toutes les parties du corps. Les localisations extra osseuses sont plus fréquentes chez les

adultes (2).

Au diagnostic, entre 20 et 35% des patients présentent des métastases, ce qui est le principal
élément prédictif d'un pronostic défavorable. Les métastases du sarcome d'Ewing se
localisent généralement dans les poumons, les os et la moelle, mais elles peuvent également
toucher d'autres organes tels que les ganglions, le foie et le cerveau. La sévérité de la
présence de métastases varie en fonction de leur type, les métastases ostéo-médullaires

étant notamment associées a un pronostic plus sombre. (2,3)
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Le mode de révélation, non spécifique, se manifeste souvent par de la douleur ou la
découverte fortuite d’'une masse souvent douloureuse, chaude parfois érythémateuse. Dans
10 a 15% des cas, le diagnostic est secondaire a une fracture pathologique. Dans les formes

les plus avancées, on retrouve une altération de I'état général des patients.

Les examens sanguins sont peu évocateurs du diagnostic de EWS. Cependant, le dosage de
Lactate DeHydrogenase (LDH) est un marqueur d’agressivité tumorale et un taux élevé au

diagnostic est facteur de mauvais pronostic (4).

Un complément par imagerie est nécessaire, souvent évocateur de la malignité de la lésion
(5). La radiographie standard, souvent réalisée lors des premieres explorations, met en
évidence une lésion lytique avec des images d’appositions périostées en “bulbe d’oignon” ou
un triangle de Codman évocatrices d’agressivité. L'lmagerie par Résonance Magnétique (IRM)
est un examen de choix pour le systeme musculo-squelettique et sert au bilan initial et
d’évolutivité en cours de traitement (6). Cette imagerie permet également de détecter des

skip métastases localisées au niveau du méme os ou dans les os sus- et ou sous-jacents.
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Figure 1 : Radiographie du bassin de face, IRM (T1 injecté, séquence coronale) et TEP/TDM

au FDG (18-Fluorodeoxyglucose) d'un patient de 15 ans porteur d’un sarcome d'Ewing.

On observe une lésion lytique expansive affectant I'hémi-sacrum gauche, avec discréte réaction périostée périphérique,
envahissement du muscle piriforme gauche et du canal sacré. Un hypermétabolisme intense (SUVmax = 13,4) est présent
caractérisant la lésion tumorale mixte de I'hémi-sacrum gauche. Il s'y associe plusieurs |ésions osseuses lytiques également
intensément hypermétaboliques, d'allure secondaire.

Le diagnostic est confirmé exclusivement sur I'’évaluation histologique et moléculaire d’une
biopsie de la tumeur primitive ou d’une lésion métastatique accessible. Lanalyse
microscopique retrouve une tumeur a petites cellules rondes et bleues avec un ratio

noyau/cytoplasme élevé, exprimant en immunohistochimie le CD99 de fagon non spécifique

(6).
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La confirmation du diagnostic moléculaire vise a mettre en évidence un transcrit de fusion
dit initiateur, impliquant d’une part le gene codant pour Ewing’s Sarcoma breakpoint Region
1 (EWSR1) localisé sur le chromosome 11 et d’autre part des génes appartenant a la famille
E-twenty-six (ETS). Ce transcrit différencie cette famille de EWS des formes dites
« Ewing-like » (7). Dans 85 a 90% des cas, il s’agit de la translocation t(11 ;22) (g24 ;q912),
conduisant a la fusion d’EWSR1 et du facteur de transcription Friend Leukemia virus

Integration 1 (FLI1) (8).

FET and ETS Family Members Involved in the Pathogenesis of Ewing’s Sarcoma
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Figure 2 : Produits des génes FET et ETS a l'origine des protéines de fusion EWS - (extrait de
Riggi et al.,New England Journal of Medicine, 2021)
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La protéine de fusion EWSR1-FLI1 peut étre facilement recherchée par hybridation in situ ou
par Polymerase Chain Reaction (PCR) sur le tissu d’intérét. Le deuxieme transcrit de fusion le

plus fréquent est EWS-ERG t(21;22)(g21;q12) a hauteur de 10% des cas.

La stratégie thérapeutique actuelle en Europe est multimodale et s'appuie d’abord sur une
chimiothérapie néo-adjuvante. Elle est suivie d’une chirurgie et/ou d’une radiothérapie puis
d’une chimiothérapie adjuvante (9) adaptée a la réponse tumorale a la chimiothérapie
« pré-opératoire ». Cette réponse tumorale est basée sur un grading histologique réalisé sur
la piece d’exérese apres la chimiothérapie néoadjuvante. Le patient est dit bon répondeur en
cas de présence de moins de 10% de cellules tumorales résiduelles (5). Une réponse positive

a la chimiothérapie associée a un pronostic favorable dans les EWS. (10)

La survie globale a 5 ans est de 80% pour les patients ayant une tumeur localisée et avec une
bonne réponse tumorale au traitement. Cette survie globale chute a 25% a 5 ans en cas de
présence de métastases notamment ostéo-médullaires. Malgré une amélioration
considérable du pronostic dans les formes localisées avec un traitement multimodal agressif,
les rechutes sont fréquentes et principalement métastatiques. Elles peuvent concerner
jusqu’a 30 a 40% des patients ayant initialement une maladie localisée et 60 a 80% des

patients qui ont une maladie d’'emblée métastatique au diagnostic.

Le contrble de la maladie lorsqu’elle est récurrente ou disséminée est médiocre avec les
thérapeutiques actuelles. C'est pourquoi il est essentiel de découvrir de nouvelles méthodes
pour identifier des le départ les patients a pronostic défavorable, afin d'adapter leur

traitement et pourquoi pas d’ explorer de nouvelles options thérapeutiques.



28

Dans les sarcomes comme les EWS, le développement du cancer est un processus complexe
impliquant la régulation du métabolisme, de la survie et de la multiplication des cellules.
D’autre part, l'interaction entre les cellules cancéreuses en croissance et le

microenvironnement tumoral joue un réle essentiel dans leur comportement.

Dans ce cadre, il est essentiel de prendre en compte la vascularisation péri-tumorale, qui
varie en raison de la néoangiogenése. Les régions moins bien approvisionnées en sang
peuvent connaitre une nécrose spontanée, surtout autour des zones les plus prolifératives de
la tumeur. Celles-ci se caractérisent par une hypoxie (faible taux d'oxygene entre 5 et 1%),
qui peut contribuer a I'évolution nécrotique. Il y aurait une association entre une nécrose
tumorale étendue avec la présence de métastases et une survie réduite chez les patients

atteints de sarcomes d'Ewing.(11)

L'hypoxie joue également un réle dans la survie des cellules tumorales confrontées a cet
environnement peu propice a leur multiplication (12,13). Ainsi, en réponse a ce
microenvironnement hostile, les cellules s'adaptent en sécrétant des facteurs importants

dans la progression du cancer, tels que les facteurs inductibles par I'hypoxie (HIF) (14).

Ceci est dautant plus important que dans les EWS, puisque I'hypoxie et les HIF
contribueraient a la régulation dynamique de I’ oncogene EWSR1:FLI1 (1). De plus, il est
largement accepté que HIF1A joue un rble essentiel dans la progression métastatique et

I'invasion tumorale des EWS (15-17).

Cependant, il est important de noter que le réle de HIF1A dans les cellules cancéreuses va
au-dela de sa médiation de la réponse a I'hypoxie. En effet, méme en présence d'une

concentration normale en oxygéne dans l'organe étudié (ce qui est d'environ 8 a 9%
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d'oxygéne dans |'os, appelée physioxie), HIF1A peut étre activé par des facteurs de croissance
ou des oncogenes par le biais de cascades de signalisation telles que la voie PI3K/AKT
sérine/thréonine kinase 1 et Ras/Raf/mTor (MAPK), ainsi que par l'inactivation de
suppresseurs de tumeurs tels que PTEN ou TP53 (Figure 3). Cette activation de HIF par des

voies alternatives, est appelée pseudohypoxie.

Figure 3 : Description des voies de signalisation controlant la réponse a I'oxygéne dans le
tissu osseux. (extrait de Pierrevelcin et al., Cells, 2020

Le facteur HIF2 moins étudié dans les EWS est dans la plupart des cancers considéré comme
le facteur de I’hypoxie chronique, alors que HIF1A semble impliqué plus fréquemment dans
les processus aigus d’hypoxie (20). Les deux ont pour répercussion a I’échelon cellulaire une

adaptation de la cellule notamment sur le plan métabolique.

D'autres facteurs appartiennent a cette cascade de I'hypoxie en amont des HIF impliqués

dans la voie Ras/Raf/mTor (MAPK) tels que pS6RP et p-mTOR. (Figure 4)
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Figure 4 : Voie de signalisation de I'"hypoxie: description schématique des biomargueurs
impliqués dans la normoxie (A) et I'hypoxie (B) et leur interaction. (extrait de Pierrevelcin et
al., Cells, 2020)

Il est primordial de noter que dans les zones hypoxiques, d'importants bouleversements se
produisent dans le microenvironnement immunitaire, plus spécifiquement au sein des
macrophages. Ces derniers, également appelés "Macrophages Associés a la Tumeur" ou
TAM, sont impliqués dans la progression tumorale (21). Dans les EWS, qui sont qualifiés de
"tumeurs froides" en raison de leur faible ou de leur absence d'infiltration par les
lymphocytes T, les TAM constituent la majeure partie des cellules immunitaires
péri-tumorales (20). Les TAM sont des cellules polyvalentes qui peuvent moduler leur état

d'activation et leur phénotype en réponse aux signaux dictés par I'environnement.
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Il existe schématiquement deux voies d’activation différentes dans les TAM, bien que cette
dichotomie soit controversée. Ces deux voies correspondent a deux phénotypes
macrophagiques distincts. Le phénotype M1, voie de différenciation dite classique, aurait un
effet pro-inflammatoire et donc principalement anti-tumoral. Les macrophages M1 sont
activés par l'interféron gamma (IFNy) mais aussi les résidus microbiens et sécretent
I'interleukine 12 (IL-12), le Tumor Necrosis Factor (TNF), qui aboutissent a la formation de
dérivés réactifs de I'oxygéne (DRO) stimulant I'immunité Thl et la suppression des cellules
tumorales. Le phénotype M2, voie de différenciation dite alternative, présenterait un effet
pro-tumoral et semblerait activée dans les zones tumorales hypoxiques (21). En effet, les
cellules tumorales hypoxiques produisent des cytokines comme |'oncostatine, le TGF-b ou
I'IlL-6 qui provoqueraient cette activation alternative (M2) des macrophages pour favoriser la
progression tumorale et supprimer la réponse immunitaire anti-tumorale en bloquant les
lymphocytes T et les cellules NK (Natural Killer) (21). Dans I'étude de Stahl et al., il apparait
gue les macrophages M2 présents dans le microenvironnement des EWS seraient corrélés a
un mauvais pronostic (22). Cette méme étude met également en évidence qu’une forte
expression de HIF1A était corrélée a une importante proportion de macrophages M2 (22). A
notre connaissance, il n‘existe que peu de données phénotypiques en immunohistochimie
étudiant le lien entre hypoxie et le microenvironnement tumoral macrophagique dans les

EWS.
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Nous proposons dans notre étude une analyse rétrospective de I'expression de marqueurs
associés a I'hypoxie, tels que HIF1A, HIF2, phospho-s6-RP (pS6RP), et phospho-mTor
(p-mTOR) , ainsi que des marqueurs du microenvironnement macrophagique, notamment
CD68 (considéré comme un marqueur pan-macrophagique parfois associé a la voie de
différenciation M1) et CD163 (orienté vers la voie de différenciation M2). Pour cela, nous
avons utilisé des échantillons biologiques provenant de patients atteints de sarcomes
d'Ewing diagnostiqués et pris en charge entre 2003 et 2022 dans notre établissement, les
Hopitaux Universitaires de Strasbourg (HUS). En paralléle, nous avons évalué et quantifié la
nécrose tumorale a partir des IRM diagnostiques de chaque patient. En combinant ces
données immunohistochimiques et radiologiques, notre objectif est de les corréler avec les

données cliniques, notamment en ce qui concerne la survie globale et la survie sans récidive.
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MATERIEL ET METHODE

1. Constitution de la population d’étude

Les patients diagnostiqués et référés dans notre établissement aux Hopitaux Universitaires
de Strasbourg (HUS) de 2003 a 2022 pour une prise en charge oncologique et chirurgicale
d’un sarcome d’Ewing (EWS) ont été inclus dans I'étude de facon rétrospective. La liste des
patients éligibles est issue de la base de données d’anatomopathologie. L'étude a été
approuvée par le comité d’éthique local de notre établissement et une déclaration a la
Commission Informatique et Liberté (CNIL) sous le numéro 1970 390 vO a été effectuée. Les
patients ont été informés de I'étude lors d’une consultation de suivi et par une fiche
descriptive de I'étude. Lensemble des patients inclus ont consenti a d’utilisation de leurs
échantillons tumoraux diagnostiques conservés au Centre de Ressources Biologiques des
HUS. L'ensemble de I'’étude a été conduite selon les principes éthique de la déclaration
d’Helsinki.

Les données cliniques, thérapeutiques, radiologiques et moléculaires diagnostiques ont été
recueillies afin d’effectuer des corrélations statistiques avec les résultats des marqueurs
immunohistochimiques HIF1A, HIF2, pS6RP, p-mTOR, CD68 et CD163.

Le diagnostic histologique de EWS a été confirmé par I'aspect microscopique associé a la
présence d’'un marquage au CD99 positif et le diagnostic moléculaire par la présence d’'un
transcrit de fusion EWS-ETS positif (2). Labsence de transcrits de fusion du spectre des EWS a
été un critére d’exclusion du patient, ainsi que I'absence de matériel exploitable en

immunohistochimie.
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2. Protocole d’analyse des tumeurs en imagerie : mesure de la
tumeur et la nécrose intra-tumorale

Pour définir le volume tumoral et la nécrose au diagnostic, nous avons utilisé les IRM
pré-thérapeuthiques (IRM 1.5 Tesla). Ces imageries sont toutes conservées au serveur
d’imagerie médicale P.A.C.S. (Picture Archiving and Communication System) des HUS. Le
logiciel utilisé était Centricity Universal Viewer software® (GE Healthcare, Chicago, IL, USA).
Les mesures de volume étaient préférentiellement réalisées sur les séquences T1 gadolinium
axiales, avec un intervalle de 3mm entre chaque coupe. En cas d’absence de séquence axiale,
I’évaluation était réalisée en coupe sagittale.

Lappréciation des volumes a été réalisée par un unique médecin opérateur supervisé par un

Radiologue spécialisé référent (Dr T. Willaume).

2.1. Mesure du volume global

Afin de définir le volume tumoral total, les marges tumorales étaient délimitées
manuellement a l'aide d’un pinceau informatique sur chaque coupe concernée. Les sections
de tumeur contourées étaient ensuite analysées a I'aide d’un outil de reconstruction 3D pour

obtenir un volume (en cm?). (Figure 10.B.)

2.2. Mesure de la nécrose

La définition de la nécrose en séquence T1 injectée correspond aux zones non rehaussées de

la tumeur, qui apparaissent en hyposignal par rapport au muscle.
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Le travail a consisté, comme pour le volume global, a délimiter cette portion non-réhaussée
sur chaque coupe. Ensuite, l'utilisation de la reconstruction 3D permettait d’obtenir le

volume de nécrose (Figure 10.C.).

2.3. Analyse de la part de nécrose

Nous avons calculé le pourcentage de nécrose en divisant le volume de nécrose par le

volume tumoral total.

3. Préparation des échantillons, technique d’immunohistochimie
et principes de I'analyse automatisée des marquages

Pour rappel, l'immunohistochimie fonctionne sur le principe de la réaction
antigene-anticorps et donne un apercu de la teneur en protéine et de sa distribution

spatiale.
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Figure 5 : lllustration du principe de I'immunohistochimie (IHC) (Extrait de Kim SW et al.,

Journal of Pathology and Translational Medicine, 2016)

3.1. Préparation des lames

Pour chaque patient, nous avons préparé 6 lames, soit une lame par anticorps. Deux types de
lames blanches étaient utilisées:
- Pour les prélevements osseux, nous avons utilisé les lames TOMO (référence
TOM-1190, MATSUNAMI), pour les qualités d’adhérences de la coupe.
- Pour les préléevements non osseux, nous avons utilisé les lames HISTOCORE
PERMASLIDE PLUS (référence 3800455CL, marque LEICA).
Nous avons récupéré les blocs de paraffine des patients inclus et provenant de la
tumorotheque du Centre de Ressources Biologiques des HUS (Ho6pitaux Universitaires de
Strasbourg). Afin de réaliser des coupes fines, les blocs ont été mis a refroidir sur une plaque
froide afin de favoriser leur coupe. Puis, une coupe a 4um était réalisée a l'aide du
microtome (Microm HM340E). Ces coupes ont été ensuite déposées dans un bain marie

contenant de l'eau a 45°C sans albumine afin de déplisser la coupe. Enfin, elles étaient



37

récupérées a l'aide d’'une lame en verre, égouttées puis finalement stockées au réfrigérateur

(-4°C).

3.2. Immunomarquage avec les anticorps spécifiques

Cette technique est effectuée en utilisant un systeme automatisé BenchMark Ultra Ventana
XT (Ventana Medical system, Inc., Tucson, AZ, USA). Une premiére étape de déparaffinage
des lames par chauffage a 100°C est suivie par un temps de séchage afin de restaurer les
antigénes cibles. Aprés un prétraitement utilisant le tampon ULTRA Cell Conditioning 1
(05424569001, Roche), l'activité peroxydase est bloquée par le tampon CM inhibitor
(Ventana). Lincubation avec chaque anticorps primaire est suivie d’'une amplification de
signal avec le tampon ultraWash (Ventana) et d’une révélation colorée avec le kit de
détection ultraView Universal DAB (3,3’-Diaminobenzidine) (Ventana). Les anticorps
primaires suivants ont été utilisés : CD68 (clone KP1, M0814, Dako, dilution: 1/1000°), CD163
(clone 10D6, MS-1103-S, Neomarkers, dilution: 1/200°), HIF-1a (ab8366, Abcam, dilution:
1/1000°), p-mTOR (clone 49F9, Cell Signaling, dilution: 1/100°), pS6RP (clone54D2, Cell
Signaling, dilution: 1/100°) et HIF-2a (MA1-16519, Invitrogen, dilution 1/150°)

Apres coloration, les échantillons sont rincés a I'eau puis déshydratés en utilisant deux
rincages avec de I'éthanol suivis de deux rincages avec du xyléne. Ensuite, les lames sont
insérées dans les colleuses (Microm CTM6, Thermo ScientificTM), qui fixent le marquage sur
la lame. Le protocole résumé d’'immunomarquage pour chaque anticorps est indiqué en

Annexe 1.
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3.3. Lecture des lames

3.3.1. Logiciel

Pour quantifier la coloration des cellules en immunohistochimie, nous avons utilisé une
méthode semi-quantitative, via le logiciel QuPath (v0.4.3) (23). QuPath est un logiciel de
pathologie numérique qui permet d’analyser des lames entieres en haute résolution en

réduisant le biais d’évaluation inter- et intra-observateur.

3.3.2. Protocole de détection

La commande de détection de cellule de QuPath a été appliquée pour identifier les cellules
positives pour la coloration cellulaire, cytoplasmique et/ou nucléaire. Avant I'analyse de la
lame, il faut étalonner cette commande de détection afin qu’elle discrimine au mieux les
cellules positives. Il faut choisir I'étendue de chaque cellule, I'intensité de coloration pour le

DAB, le rapport surface noyau/cellule.

La surface de détection choisie était le noyau pour HIF1A et HIF2 (Figure 4), le cytoplasme

pour pS6RP, p-mTOR et pour CD68 et CD163 .

Nous avons décidé d’'un méme protocole de détection, reproductible pour chaque anticorps.
Pour chaque lame, nous avons évalué de fagon aléatoire trois zones de 1mm? chacune.
Lorsqu'il y avait moins de 3 mm? analysable, nous avons évalué toute la lame. Pour les

prélevements fragmentés, nous avons réalisé plus de zones afin d’atteindre 3 mm?2.

Pour les anticorps ciblant I'expression de CD68 et CD163, le marquage a été évalué sur

chaque lame a la fois dans les lobules tumoraux et les zones stromales adjacentes a ces
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plages en raison d’une plus fréquente présence des macrophages dans les zones stromales

selon certaines publications dans les EWS. (24, 25)

Pour les autres anticorps, nous avons analysé le marquage de fagon aléatoire dans les zones

tumorales.

Pour chacune des évaluations nous avons renseigné la surface de tissu analysée en mm?, le
nombre de cellules totales dans ces surfaces (tumorales ou stromales selon la zone), le
nombre de cellules positives dans la surface.

Toutes les lames ont été numérisées (format Tag Image File Format).

Pour les lames inexploitables apres numérisation, le pourcentage de cellules marquées a été

évalué visuellement au microscope par deux opérateurs différents.

Comme controle positif du test, nous avons utilisé des coupes provenant de ganglions, de
tumeur cérébrale et de cancer pulmonaire avec une expression positive connue
respectivement du CD68, CD163, pS6RP/p-mTOR et HIF1A/HIF2. En tant que contrdle négatif,
nous avons utilisé les mémes échantillons que pour les positifs mais incubés sans anticorps

primaire.
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4. Analyses statistiques

L'analyse statistique a été réalisée sur MacOS avec EasyMedStat (version 3.29).

Les données descriptives sont exprimées en moyenne et écart type (DS, déviation standard)
si I’histogramme révele une distribution d’allure symétrique, dans le cas contraire, la

médiane ainsi que les premier et troisieme quartile (Q1, Q3) sont indiqués.

La corrélation entre les variables quantitatives a été évaluée par le coefficient de Spearman.
La normalité de la distribution des données a été évaluée avec les tests de Shapiro-Wilk. La
corrélation a été jugée trés forte de 1 a 0,9, forte de 0,9 a 0,7, modérée de 0,7 a 0,5, faible de

0,52 0,3 et trés faible de 0,3 a 0. Le risque alpha a été fixé a 0,05.

LUindépendance entre les variables qualitatives comme le décés / la rechute / la présence
de métastases et les variables quantitatives ont été testées a l'aide d'un test de
Wilcoxon-Mann-Whitney (distribution non normale des données évaluée a l'aide du test de

Shapiro-Wilk). Le risque alpha a été fixé a 5 %.

Les données d’analyses pronostiques sont basées sur des analyses ROC (Receiver operator
characteristics). Celles-ci ont été réalisées pour chaque marqueur en cas de validation d’ une
corrélation significative avec I'événement déces ou rechute. Lindice de Youden a été utilisé
afin de trouver un seuil pour chagque marqueur. L'événement pris en compte était la rechute
avec déces dans le devenir ou progression. Nous avons utilisé la méthode de Kaplan-Meier
pour estimer les probabilités de survie et leurs intervalles de confiance ponctuels a 95 %. Les

valeurs P inférieures a 0,05 ont été considérées statistiquement significatives.
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La survie globale (OS) a été définie comme le temps écoulé entre le diagnostic biopsique et
le déces quelle qu'en soit la cause ou la date des derniéres nouvelles (donnée censurée). La
survie sans événement (EFS) a été définie comme le temps écoulé entre le diagnostic

biopsique et la rechute, la progression ou le déces.

Notre objectif principal était d’étudier dans une cohorte rétrospective de sarcomes d’Ewing
(EWS) lI'impact de marqueurs immunohistochimiques macrophagiques (CD68 et CD163) et
hypoxiques (ps6, HIF1A, HIF2, p-mTOR) sur la survie (globale et sans récidive) ainsi que sur
des parameétres cliniques, biologiques et radiologiques. Cette étude est basée sur I’hypothese
de travail qui est I'existence probable de signatures immunohistochimiques hypoxiques et/ou

macrophagiques impactant sur le pronostic et I'évolution des patients suivis pour EWS.
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RESULTATS

1. Diagramme de flux pour définir notre population d’étude

Figure 6 : Diagramme de flux de la population étudiée
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2. Données descriptives

2.1. Caractéristiques cliniques

La population était composée de 36 patients. L'age médian était de 16 ans (Q1-Q3: [13;21]).

L'échantillon comportait 23 hommes (63,9%). Le sex ratio (H:F) est donc de 1,76. Un patient
présentait un antécédent de Leucémie Aigué Lymphoide B avec remaniement MLL, ayant

nécessité une allogreffe.

Le transcrit EWS-FLI1 était majoritaire, exprimé chez 28 patients (66,7%), les autres patients

présentaient un transcrit EWS-ERG.

La localisation principale était osseuse chez 30 patients (83,3%), dont 20 patients qui
présentaient une tumeur du squelette axial (66,7%). Six patients présentaient un primitif
extra-osseux. Quinze patients étaient métastatiques au diagnostic (41,7%), avec
principalement des métastases pulmonaires (huit cas). Les autres patients avaient des

métastases ostéo-médullaires ou ganglionnaires.

Le taux médian de LDH (norme <246 UI/L) au diagnostic était élevé a 335Ul/L [238;484]. Par
comparaison chez les patients décédés, le taux de LDH médian s’élevait a 382UI/L contre

320U/L chez les patients vivants (p=0,297).

Trente-quatre des patients (94%) ont bénéficié d’'une chimiothérapie néo adjuvante par
VDC/IE ou VIDE selon les protocoles (EURO EWING 99, EURO EWING 12 ou COMBINAIR3).

Trente et un patients (86%) ont eu une prise en charge chirurgicale de la tumeur primitive.
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L'exérése était RO pour 22 patients (73,3%). Parmi les patients opérés, 19 patients (sur 24
pour lesquels I'anatomopathologie était disponible) étaient bons répondeurs histologiques
aprés chimiothérapie préopératoire (79%). Le pourcentage médian de cellules nécrosées

était de 99 % [95,100].

Ces patients ont recu par la suite majoritairement une radiochimiothérapie (16/31). Six
patients ont recu une intensification thérapeutique avec support en cellules souches

hématopoiétiques (CSH) avec ensuite une radiothérapie (3/6).

Sur les cing patients n‘ayant pas pu bénéficier d’'une exérése chirurgicale, un patient a été

opéré apres radiochimiothérapie avec une exérése RO.

Trois patients dans la cohorte ont eu une chimiothérapie d’entretien.

Quinze patients ont rechuté avec un délai médian de 1,8 ans [1,4;2,9]. Parmi ces quinze

patients en rechute, 14 étaient métastatiques au moment du diagnostic.

Huit patients (22,2%) sont décédés. Le délai médian avant le décés était de 2,9 ans [2,1; 3,7].
Lage médian au déces était de 22,4 ans [19,1;25,3]. Six patients décédés avaient des

localisations secondaires ostéomédullaires.

Concernant le reste de la population, au terme de I'étude: vingt-cing patients étaient en

rémission (69,5%) et 3 avaient progressé (8,3%).

Les données démographiques et cliniques sont résumées dans la Figure 7.
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Fisure 7 : Données démographiques et cliniques de la population
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2.2. Données de survie

Les courbes de Kaplan Meier des figures 7 et 8 représentent respectivement la survie globale

de la cohorte (0OS) et la survie sans événement (EFS).

La durée médiane du suivi était de 8 ans (1-17). A 5 ans, I'OS était de 78,2 % (IC 395 % :

59,5-89,0). A 10 ans, I'OS était de 73,6 % (ICa 95 % : 53,5-86,1).
L'EFS a 2 ans était de 77,3 % (IC 95 % : 59,6-88,0) et a 5 ans était de 57,8 % (IC95 % :

39,1-72,7).
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Figure 8 : Courbe de survie globale (OS)
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Figure 9 : Courbe de survie sans événement (EFS)

3. Caractéristiques de I'imagerie

Vingt-quatre patients disposaient d’une imagerie par IRM utilisables pour |'étude au
diagnostic. Les autres patients n’avaient pas eu d’IRM ou n’avaient pas les séquences de
choix. Pour rappel, les volumes tumoraux et de nécrose ont été calculés a l'aide d’un logiciel

d’imagerie sur les IRM pré-thérapeuthiques de chaque patient (Figure 10).
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C

Figure 10 : Exemple de coupe axiale d’'une tumeur en T1 injecté (A) d’une lésion atypique de
sarcome d’Ewing avec primitif du tissu mou abdominal avec contour du volume global (B) et

du volume de nécrose (C)
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3.1. Données descriptives

Le volume tumoral médian au diagnostic était de 85cm3 [26,3; 119,3]. Trois patients avaient
un volume tumoral supérieur a 200cm3. Le volume de nécrose médian était de 7,5cm3 [1,8;

39]. Le pourcentage médian de nécrose était de 20% [9%;26%].
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Figure 11 : Boxplots représentant la répartition dans la cohorte du volume tumoral et du
volume de nécrose sur I'IRM au diagnostic.

3.2. Test statistiques de corrélation entre volume tumoral, volume de

nécrose, pourcentage de nécrose et le décés/la rechute.

3.2.1. Corrélation avec le déces

Il n’y avait pas de différence significative entre les patients vivants et décédés en termes de

volume tumoral, de volume de nécrose et de pourcentage de nécrose au diagnostic.

La Figure 12 représente 'ensemble de ces données et leur potentielle significativité.
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Figure 12 : Tableau résumant la comparaison entre les groupes vivants/décédés pour le

volume tumoral, le volume de nécrose et le pourcentage de nécrose sur I'IRM

pré-thérapeutique et son impact statistique. Les données fournies sont la médiane, I'Ecart
Interquartile (EIQ) et le degré de significativité (p).

Le volume tumoral médian sur I'IRM était de 59cm3 chez les patients décédés et de 85 cm3
chez les patients vivants (p=0,522). La volume de nécrose médian était de 22 cm3 chez les
patients décédés et de 7cm3 chez les patients vivants (p=0,722). Le pourcentage de nécrose
médian était de 27% chez les patients décédés et de 20% chez les patients vivants (p=0,135).
Au total, ces données radiologiques ne montraient pas de différence significative en lien avec

le déces.

3.2.2. Corrélation avec la rechute

Varialis "'h’""l"’::;r'j'd""" Plfi:j::a -l
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Figure 13 : Tableau de comparaison des groupes en fonction de la rechute pour chaque
variable radiologique. Les données fournies sont la médiane, |'Ecart Interguartile (EIQ) et le

degré de significativité (p).

Les patients ayant rechuté n’avaient pas de différence significative de volume tumoral, de

volume de nécrose et de pourcentage de nécrose au diagnostic.
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3.3. Corrélation entre données radiologiques et autres données

cliniques

3.3.1. Corrélation entre données radiologiques
Une forte corrélation positive a été identifiée dans les observations suivantes :

- Entre le volume tumoral et le volume de nécrose (p=0,8; r*=0,628 ; p < 0,001).

- Entre le volume de nécrose et le pourcentage de nécrose (p =0,8;r>=0,588; p <

0,001).

Il y avait une corrélation légérement positive entre le pourcentage de nécrose et la taille
initiale de la tumeur (p = 0,42 ; r* = 0,138 ; p = 0,041) ce qui indique que lorsque la taille
initiale de la tumeur augmentait, le pourcentage de nécrose avait tendance a augmenter

également, bien que cette relation ne soit pas tres forte.
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Figure 14 : Corrélation entre les marqueurs radiologiques. Données fournies: coefficient de
corrélation Rho=p de Spearman, degré de significativité (p).
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3.3.2. Corrélation avec le profil métastatique

Il n’y avait pas de différence significative entre les patients métastatiques et localisés en
termes de volume tumoral, de volume de nécrose et de pourcentage de nécrose au
diagnostic. On note tout de méme que les volumes tumoraux et de nécrose semblaient plus

importants chez les patients métastatiques.

, Présence de
. Absence de métastase )
Variable métastase(s) p-Value
N=21
N =15
44.0 (EIQ77.5 98.0 (EIQ 55.75
Volume tumoral (cm3) (ElQ ) (ElQ ) 0.101
N=14 N =10
6.5 (ElIQ 35.5 16.5 (EIQ 34.75
Volume de nécrose (cm3) (EIQ ) (ElQ ) 0.747
N =14 N =10
0.21 (EIQ 0,13 0.165 (EIQ 0,18
% Nécrose (ElQ ) (ElQ ) 0.54
N=14 N =10

Figure 15 : Comparaison des groupes en fonction du statut métastatique au diagnostic pour
chaque variable radiologique. Les données fournies sont la_médiane, I'Ecart Interquartile

(EIQ) et le degré de significativité (p).

3.3.3. Corrélation avec la localisation du primitif

R Primitif
. Primitif osseux
Variable extra-osseux p-Value
(N total)
(N total)
80 (EIQ 72,8 241,5 (EIQ 173,8
Volume tumoral (cm3) (ElQ ) (ElQ ) 0,151
N=20 N=4
6.5 (EIQ 26.25 84.0 (EIQ 106.25
Volume de nécrose (cm3) (ElQ ) (ElQ ) 0,13
N=20 N=4
0,2 (EIQ 0,16 0,27 (EIQ 0,38
% Nécrose (EIQ ) (EIQ ) 0,45
N=20 N=4

Figure 16 : Tableau de comparaison pour les marqueurs radiologigues en fonction de la
localisation du primitif au diagnostic (Nombre total de patients dans chaque groupe =N).

Expression en pourcentage de cellules positives avec médiane, EIQ et p.

On observe une augmentation du volume tumoral et de la nécrose chez les patients

présentant un primitif extra-osseux, bien que ce lien ne soit pas statistiquement significatif.
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3.3.4. Corrélation avec I'age

Patient >18ans (N
Variable Patient <18ans (N total) total) p-Value
85.0 (E1Q 71.0) 102.0 (EIQ 90.0)
Volume tumoral (cm3) N=17 N=7 0,634
6.0 (E1Q 23.0) 37.0 (E1Q 33.0)
Volume de nécrose (cm3) N =17 N=7 0,192
0,17 (E1Q0,14) 0,37 (E1Q 0,19)
% Nécrose N=14 N =10 0,056

Figure 17 : Tableau de comparaison_des groupes en fonction du statut pédiatrigue ou adulte

au diagnostic pour chaque variable radiologique. Les données fournies sont la médiane,
I'Ecart Interquartile (EIQ) et le degré de significativité (p).

Le pourcentage de nécrose médian était de 37% chez les patients adultes et de 17% chez les
enfants (p=0,056), ce qui signifie qu’il y avait une tendance non significative a un taux de

nécrose plus élevé chez les adultes.

3.3.5. Corrélation avec le taux de LDH
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Figure 18 : Corrélation entre les marqueurs radiologiques et le taux de LDH au diagnostic.
Données fournies: coefficient de corrélation Rho=p de Spearman, degré de significativité (p)

Une faible corrélation négative a été trouvée entre le taux de LDH (U/L) et le volume
tumoral, le volume de nécrose ainsi que le pourcentage de nécrose. Cela suggére que
lorsque l'une de ces variables radiologiques augmente, les LDH tendent a diminuer, mais

cela reste non significatif.
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4. A propos des résultats immunohistochimiques

L'analyse via QuPath s'est révélée réalisable pour la quasi-totalité des échantillons,

démontrant ainsi une grande adaptabilité de cette méthode a notre ensemble de données.

4.1. Caractéristiques des marqueurs d’hypoxie (pS6RP, p-mTOR, HIF1A

et HIF2) en immunohistochimie

Nous avons quantifié le pourcentage de cellules qui ont été marquées sur chaque lame (pour
rappel, une lame par patient pour chaque anticorps) pour les anticorps appartenant a la

cascade de I'hypoxie : p-mTOR, pS6RP, HIF1A, HIF2.
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4.1.1. Exemples de coloration sur le logiciel QuPath

Sarcomes d'Ewing

Marquage positif

Absence/ faible marquage

PSERP

p-mTOR

HIF-1a

'
- ey 5
"

: ,ﬁ

e iy

HIF2

Figure 19 : Exemples de résultats en coloration immunohistochimigue avec les différent
-mTOR, pS6RP, HIF-1a, HIF-2). Barre d’échelle = 50 um (en bas a

marqueurs de I’hypoxie

gauche de I'image)

S



56

4.1.2. Données globales d’'immunohistochimie des marqueurs de I’hypoxie.

';";;1‘;:‘; NTOTAL | N négatifs Min Max a1 | a3 Med Moy (DS)

p-mTOR 36 10/36 0% 100% 0% | 57% | 10% |29% (35,4%)
PSERP 35 11/35 0% 99% 0% | 76% | 11% |34%(38,9%)
HIF1A 35 24/35 0% 40% 0% | 2% 0% 6% (13%)
HIF2 36 5/36 0% 61% 1% | 19% 6%  |13% (17,3%)
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Figure 20 : Boxplots et tableau représentants la répartition dans la cohorte du pourcentage
de cellules tumorales positives pour chaque marqueur : p-mTOR, pS6RP, HIF1A et HIF2.

Chaque indicateur d'hypoxie est lié a un nombre total de patients (N TOTAL) pour lesquels les lames ont pu étre utilisées. La
colonne "N négatifs" indique combien de patients présentaient 100% de cellules négatives pour chaque anticorps. Les
données sont exprimées en pourcentage de cellules positives. Les statistiques fournies comprennent la médiane, les
quartiles (Q1, Q3), ainsi que les valeurs minimales et maximales.
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Concernant p-mTOR, les valeurs varient de 0% (minimum) a 100% (maximum),
indiquant une grande variation dans les données. Le premier quartile montre qu’au
moins 25% des échantillons ont une expression nulle de p-mTOR.

Lobservation des données pour pS6RP montre également une grande dispersion des
données.

Concernant HIF1A, les valeurs sont généralement tres faibles, avec une moyenne de
6% et une médiane de 0%. La dispersion est faible, la majorité des valeurs sont
proches de zéro, avec un maximum de 40% de cellules positives.

Concernant HIF2: La moyenne (13%) est légeérement supérieure a la médiane (6%), ce
qui indique une légere asymétrie vers les valeurs plus élevées. Les valeurs varient de
0% (minimum) a 61% (maximum), montrant une certaine variation des données.

En résumé, ces statistiques révelent la répartition des pourcentages de cellules

positives pour chaque anticorps, avec des tendances spécifiques.
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4.1.3. Test statistique de corrélation entre les marqueurs d’hypoxie et le

déces/la rechute.

- Corrélation entre marqueur d’hypoxie et déces

L'ensemble des résultats décrits dans ce paragraphe sont résumés dans le tableau de

la Figure 21.
o Patients vivants Patients décédés
Marqueur d'hypoxie étudié p-Value
(N total) (N total)
0.23 (EIQ0.71 0.01 (EIQ0.022
p-mTOR (ElQ ) (ElQ ) 0.05
N =28 N=8
0.055 (EIQ 0.23 0.065 (EIQ0.11
HIF2 (EIQ ) (ElQ ) 0.62
N =28 N=8
0.0 (EIQ 0.0 0.015 (EIQ 0.15
HIF1 (EIQ0.0) (EIQ ) 0.056
N =27 N=8
0.14 (EIQ 0.84 0.01 (EIQ0.19
pS6RP (E1Q0.84) (E1Q0.19) 0.187
N =28 N=7

Figure 21 : Tableau de comparaison entre les groupes vivants/décédés pour les margueurs
tient ns ch r =N). L nnées fourni nt |

et le degré de significativité (p). Elles sont exprimées en

"hypoxie (Nombre total
médiane, I'Ecart Interquartile (El

proportion de cellules positives/lame.

o Impact de p-mTOR sur le déceés et la survie globale

Le pourcentage médian de cellules p-mTOR était significativement plus élevé chez les

patients vivants, respectivement de 23% contre 1% chez les patients décédés (p=

0,05).
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Figure 22 : Boxplot représentant le pourcentage de cellules positives pour p-mTOR
chez les patients vivants a gauche (N=28) et chez les patients décédés a droite (N=8).

Il est significativement plus élevé chez les patients vivants.

Comme nous avons trouvé une différence significative entre les patients vivants et décédés
pour I'expression de p-mTOR, nous avons réalisé pour ce margqueur une analyse de survie
dans notre cohorte.

Les patients qui présentaient un pourcentage de cellules marquées positives pour p-mTOR
supérieur a 17% étaient considérés comme positifs (N=16). Les patients présentant un
pourcentage de cellules positives inférieures au seuil étaient considérés négatifs (N=20)

(Figure 23).
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Figure 23 : Courbe ROC pour évaluer la capacité a prédire le décés en fonction du
pourcentage de cellules p-mTOR positives tumorales.
L'aire sous la courbe était de 0,730 (IC95 % : [0,571 ; 0,889]).

Nous avons trouvé un cut-off pour p-mTOR afin de discriminer les patients positifs et négatifs pour ce marqueur. Ce seuil a
été fixé a 17% avec une sensibilité de 100% et une spécificité de 54% selon Youden

Lanalyse de survie globale (Figure 24) ne montrait aucune différence significative entre les
patients avec une expression négative de p-mTOR et ceux avec une expression positive de

p-mTOR (supérieure au seuil ROC calculé) (p =0,11).
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Figure 24 : Survie globale (OS) des patients en fonction de I'expression positive (supérieure
au seuil ROC calculé) ou non de p-mTOR

A 5 ans, le taux de survie sans déces était de 69,3 % (IC a 95 % : 44,0-84,9) pour les patients
considérés négatifs pour p-mTOR, et de 93,8 % (ICa 95 % : 63,2-99,1) pour ceux positifs pour

p-mTOR.

A 10 ans, le taux de survie sans décés était de 63,0 % (IC a 95 % : 37,4-80,5) pour les patients
négatifs pour p-mTOR, et de 93,8 % (IC a 95 % : 63,2-99,1) pour ceux a expression positive de

p-mTOR.
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e Impact de pS6RP sur le déces

La figure 21 révele que, pour pS6RP, composante de la cascade en aval de mTor, on
observe également une tendance a des niveaux plus élevés (38%) chez les patients
survivants par rapport a ceux décédés (15,5%), bien que cette différence ne soit pas

statistiquement significative (p=0,187).

e Impact de HIF1A sur le déces

Le taux médian de cellules exprimant HIF1 était de 1,5% parmi les patients décédés
(N=8), comparé a un taux médian de 0% parmi les patients encore en vie (N=27). |l est
important de noter que bien que cette différence ne soit pas négligeable, elle n'a pas

atteint une signification statistique (p =0,056).

e Impact de HIF2 sur le déces

Aucune différence n’a été montrée entre les patients vivants et décédés pour HIF2

dans cette cohorte, comme l'indique la Figure 21.
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- Impact des marqueurs d’hypoxie au diagnostic sur la rechute

Aucune différence significative n'a été observée en ce qui concerne le pourcentage de

cellules marquées par les anticorps p-mTOR, HIF2, HIF1 et pS6RP entre les patients

présentant une rechute ou non (Figure 25).

. Absence de rechute Présence de rechute
Variable p-Value
(N total) (N total)
0.19 (EIQ 0.59 0.02 (EIQ 0.3
p-mTOR (ElQ ) (E1Q0.3) 0.592
N=21 N=15
0.04 (EIQO0.16 0.07 (EIQ0.18
HIF2 (ElQ ) (EIQ ) 0.735
N=21 N =15
0.0 (E1Q0.0 0.0 (E1Q0.08
HIF1 (E1Q0.0) (EIQ ) 0.236
N=21 N=14
0.11 (ElQ0.84 0.15 (EIQ 0.55
pS6RP (ElQ ) (ElQ ) 0.798
N=21 N=14

Figure 25 : Tableau de comparaison entre les groupes rechute et absence de rechute pour
les marqueurs d’hypoxie (Nombre total de patients dans chague groupe =N). Expression en

proportion de cellules positives par lame avec médiane, EIQ et p.
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4.1.4. Relation entre les données radiologiques, données cliniques,

biologiques et immunohistochimiques.

- Corrélation avec données radiologiques

On note une corrélation significative négative entre le pourcentage de nécrose et
I'expression de pS6RP ce qui signifie que lorsque le pourcentage de nécrose augmente,

I'expression de pS6RP tend a diminuer (p =-0,54 ; r* =0,297 ; p = 0,007).

Une tendance vers une association positive entre HIF1A et le pourcentage de nécrose est
également indiquée (p = 0,06), ce qui signifie que lorsque le pourcentage de nécrose

augmente, I'expression de HIF1A augmente également.
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Figure 26 : Tableau de corrélation entre les marqueurs radiologigues et hypoxigues au
diagnostic. Données fournies: coefficient de corrélation Rho=p de Spearman, degré de

significativité (p)




Aucune significativité n'a été notée concernant la proportion de cellules marquées
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Corrélation avec le profil métastatique

par les anticorps p-mTOR, HIF2, HIF1 et pS6RP en fonction de la présence de

métastases au diagnostic et ceux dont le cancer était localisé (Figure 27).

Absence de métastase

Présence de

Variable métastase(s) p-Value
(N total)
(N total)
0.03 (ElIQ 0.44 0.27 (EIQ 0.62
p-mTOR (ElQ ) (ElQ ) 0.455
N=21 N =15
0.05 (ElIQ0.14 0.06 (EIQ0.19
HIF2 (ElQ ) (ElQ ) 0.76
N=21 N =15
0.0 (EIQ0.01 0.0 (EIQ 0.015
HIF1 (ElQ ) (ElQ ) 0.902
N=21 N=14
0.21 (EIQ 0.82 0.03 (EIQ 0.47
pS6RP (1Q0.82) (E1Q0.47) 0.383
N=21 N=14

Figure 27 : Tableau de comparaison pour les marqueurs d’hypoxie en fonction de la

présence ou non de métastases au diagnostic (Nombre total de patients dans chaque groupe

=N). Expression en proportion de cellules positives par lame avec médiane, EIQ et p.
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- Corrélation avec la localisation du primitif

. Primitif osseux Primitif extra-osseux
Variable p-Value
(N total) (N total)
0.025 (EIQ 0.28 0.83 (EIQ 0.39
p-mTOR (EIQ ) (eiQ ) 0,01
N =30 N=6
0.045 (EIQ 0.098 0.29 (EIQ0.21
HIF2 (EIQ.0.098) (1a0.21) 0,18
N =30 N=6
0.0 (EIQ 0.05 0.0 (EIQ 0.0
HIFL (E1Q 0.05) (E1Q 0.0) 0,3
N =29 N=6
0.1 (ElIQ 0.69 0.35 (EIQ0.77
pS6RP (E1Q 0.69) (E1Q0.77) 0,705
N =29 N=6

Figure 28 : Tableau de comparaison pour les marqueurs d’hypoxie en fonction de la
localisation du primitif au diagnostic (Nombre total de patients dans chague groupe =N).

Expression en proportion de cellules positives avec médiane, EIQ et p.

Le pourcentage médian de cellules mTOR positives était de 2,5% chez les patients qui
avaient un primitif osseux et de 83% chez les patients pour lesquels qui avaient un
primitif extra osseux (p=0,011). Cela signifie que les patients atteints de primitif
osseux avaient un pourcentage de cellules positives pour mTOR beaucoup plus bas

que ceux atteints de primitif extra osseux dans notre cohorte.
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- Corrélation avec l'age

Enfants (<18ans) Adultes (>18ans)
Variable (N total) (N total) p-Value
0.16 (EIQ 0.67) 0.02 (EIQ 0.41)
-mTOR
p-m N =23 N =13 0,474
HiF2 0.03 (E1Q 0.12) 0.1 (E1Q0.36)
N =23 N =13 0,047
0.0 (EIQO. . .
HIF1A (EIQ 0.04) 0.0 (EIQ 0.01)
N=22 N=13 0,96
0.15 (EIQ 0.83) 0.025 (EIQ 0.28)
RP
psé N =23 N =12 0,125

Figure 29 : Tableau de comparaison_des groupes en fonction du statut pédiatrigue ou adulte
au diagnostic pour chagque marqueur d’hypoxie. Les données fournies sont la médiane,

I'Ecart Interquartile (EIQ) et le degré de significativité (p).

Le pourcentage médian de cellules positives pour HIF2 était de 10% chez les patients adultes,
tandis qu'il était de 3% chez les enfants, ce qui était significativement inférieur sur le plan

statistique, avec une valeur de p égale a 0,047.

- Corrélation avec le taux de LDH
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Figure 30 : Tableau de corrélation entre les marqueurs hypoxiques et taux de LDH (U/L)au

diagnostic. Données fournies: coefficient de corrélation Rho=p de Spearman, degré de

significativité (p)

Une corrélation négative statistiquement significative a été observée entre le taux LDH au
moment du diagnostic (U/L) et le pourcentage de pS6RP. Cela signifie que lorsque le taux de
LDH au moment du diagnostic augmente, le pourcentage de pS6RP tend a diminuer (p =

-0,46 ; r>=0,046 ; p = 0,025).
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- Corrélation avec les autres marqueurs d’hypoxie

e Corrélation entre p-mTOR et pS6RP

Une corrélation a été mise en évidence entre le pourcentage de p-mTOR et le pourcentage
de pS6RP (p=0,59;r>=0,384; p <0,001). Dans ce cas, la corrélation (p) était modérée, avec
un r? (r carré) qui signifie que 38,4 % de la variation dans le pourcentage de pS6RP peut étre
expliquée par le pourcentage de p-mTOR. Ici, p < 0,001, ce qui signifie que la corrélation est

hautement significative.

En résumé, cela révéle qu'il existe une corrélation significative et positive de niveau modéré
entre le pourcentage de p-mTOR et le pourcentage de pS6RP, indiquant que ces deux

variables ont tendance a varier conjointement dans |'analyse statistique.

e Corrélation entre p-mTOR et HIF2

Une corrélation de faible niveau a été identifiée entre le pourcentage de mTOR et le
pourcentage de HIF2 (p=0,39; r>=0,099 ; p = 0,019). Il y a une relation positive entre ces
deux variables (p = 0,39) ce qui signifie que lorsque le pourcentage de mTOR augmente, le

pourcentage de HIF2 a tendance a augmenter également, et inversement.
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5. Biomarqueurs hypoxiques et macrophagiques étudiés
par immunohistochimie et leurs corrélations cliniques.

5.1. Caractéristiques de l'infiltration macrophagique avec les marquages

immunohistochimiques

Pour rappel nous avons étudié ici un marquage cytoplasmique de CD68 et CD163 a la fois

dans les zones tumorales et les zones stromales.
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Sarcomes d'Ewing

Marquage positif

Absence/ faible marquage

CD68

CcD163

Figure 31 : Exemples de coloration immunohistochimigue avec CD68 et CD163

Barre d'échelle = 50 um




71

L'infiltration de macrophages était principalement présente dans le tissu stromal, avec un
rapport de cellules marquées stromales/tumorales moyen de 12,8 pour CD163 et de 11,6

pour CD68.

Nous avons pu analyser les données d'infiltration macrophagique chez 24 patients pour le

marquage au CD68 et chez 26 patients pour le CD163.

Le nombre de cellules totales, incluant les cellules stromales et tumorales, marquées avec

CD68 était en moyenne 2,8 fois plus élevé que le nombre de cellules marquées avec CD163.
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CD163/ tumoral 26 2 0 6 0,6 2,6 1,9 1,9 (1,7)
CD163/stroma 24 0 2 56 8 21,3 13 19,1 (16,8)
CD68/tumoral 24 0 0,8 41,6 1,3 4,6 2,9 5,4 (8,8)
CD68/stroma 24 0 6 77 13 38 25,5 30(21,4)

Figure 32 : Boxplots et tableau représentant la répartition dans la cohorte de patients du

pourcentage de cellules positives dans le stroma et dans le tissu tumoral pour les margueurs
CD68 et CD163.

Chaque marqueur macrophagique est associé au nombre total de patients (N TOTAL) pour lesquels les données ont pu étre
utilisées. La colonne "N négatifs" indique combien de patients présentaient 100% de cellules négatives pour chaque
anticorps. Les données sont exprimées en pourcentage de cellules positives. Les statistiques fournies comprennent la
médiane, les quartiles (Q1, Q3), les valeurs minimales et maximales ainsi que la moyenne avec sa dispersion (Déviation

Standard ou DS).
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5.2. Corrélations statistiques entre les pourcentages de macrophages

M1 et M2 et les événements cliniques : déces, récidive

5.2.1. Corrélation avec le déces

. L Patients vivants Patients décédés
Marqueurs macrophagiques étudiés N =28 N=8 p-Value

0.019 (E1Q0.026) | 0.014 (E1Q 0.011)

cellules CD163 + tumorales 0.803
N=22 N=4
0.13 (E1Q0.14) 0.14 (EIQ0.17)
cellules CD163 + stromales 0.485
N =20 N=4
0.028 (EIQ 0.033 0.026 (EIQ 0.048
cellules CD68 + tumorales (ElQ ) (ElQ ) 0.907
N =20 N=4
0.21 (E1Q0.23) 0.38 (EIQ 0.17)
cellules CD68+ stromales N =20 N=4 0.229

Figure 33 : Analyse comparative des margueurs macrophagiques entre les groupes cliniques
de patients vivants a long terme et les patients décédés. Les données sont exprimées en

proportion de cellules positives/lame.

Dans le tissu tumoral, les pourcentages médians de CD163 et de CD68 étaient similaires
entre les patients décédés et les patients vivants, avec des valeurs de p non significatives

(CD163 :p =0,803, CD68 : p =0,907).

En ce qui concerne le stroma, les pourcentages médians de CD163 et de CD68 étaient
également comparables entre les patients décédés et les patients vivants, et les différences

observées n'étaient pas statistiquement significatives (CD163 : p = 0,485, CD68 : p = 0,229).

5.2.2. Corrélation avec la rechute

Il n'y avait aucune différence significative dans les pourcentages de cellules marquées avec
CD68 (a la fois dans le stroma et la tumeur), ni avec CD163 (a la fois dans le stroma et Ia

tumeur) entre les patients ayant ou non une rechute dans leur évolution.
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Présence de
Absence de rechute

Variable rechute p-Value
(N total)
(N total)
0.022 (EIQ 0.033 0.017 (EIQ0.013
cellules CD163 + tumorales (EIQ ) (EIQ ) 0.712
N=16 N=10
0.12 (E1Q0.25) 0.15 (EIQ 0.092)
cellules CD163 + stromales 0.558
N=14 N=10
0.028 (EIQ 0.036) 0.026 (EIQ 0.027)
cellules CD68 + tumorales 0.906
N=14 N =10
0,24 (EIQ 0,239 0,25 (EIQ 0,235
cellules CD68+ stromales (ElQ ) (ElQ ) 0.757
N=14 N =10

Figure 34 : Analyse comparative des marqueurs macrophagiques entre les groupes cliniques
de patients ayant présenté une rechute et ceux indemnes de rechute.

5.3. Corrélation avec les autres données cliniques, radiologiques,

d’hypoxie et macrophagiques.

5.3.1. Corrélation avec données radiologiques
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Figure 35 : Tableau de corrélation entre les margueurs radiologigues et macrophagiques au
diagnostic. Données fournies: coefficient de corrélation Rho=p de Spearman, degré de

significativité (p)

Il n’y avait pas de corrélation statistiquement significative entre le volume tumoral, le volume
de nécrose, le pourcentage de nécrose au diagnostic et le pourcentage de cellules marquées

CD68+ ou CD163+, dans le stroma ou les zones tumorales.
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5.3.2. Corrélation avec le profil métastatique

Chez les patients ayant des métastases au diagnostic : le pourcentage médian de cellules
marquées CD68+ dans la zone tumorale était plus faible, mesuré a 1,3%, par rapport aux
patients sans métastases, ou il était de 4,4%. Cette différence était statistiqguement

significative, avec une valeur de p égale a 0,01.

| Présence de
. Absence de métastase |
Variable métastase(s) p-Value
(N total)
(N total)
0.02 (EIQ 0.02 0.016 (EIQ 0.019
cellules CD163 + tumorales (ElQ ) (EIQ ) 0.603
N=15 N=11
0.13 (E1Q 0.42) 0.13 (EIQ 0.095)
cellules CD163 + stromales 0.663
N=13 N=11
0.044 (EIQ.0.06) 0.013 (EIQ 0.018)
cellules CD68 + tumorales 0.01
N=13 N=11
0.18 (E1Q.0.27) 0.33 (E1Q 0.23)
cellules CD68+ stromales 0.384
N=13 N=11

Figure 36 : Comparaison des groupes en fonction du statut métastatigue au diagnostic
pour chaque variable macrophagique
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5.3.3. Corrélation avec la localisation du primitif

Le pourcentage médian de cellules positives pour CD68 était de 34% chez les patients dont la
tumeur primitive était osseuse, tandis qu'il était de 8% chez les patients qui avaient un

primitif extra-osseux. Cette différence était statistiguement significative, avec une valeur de

p égale a 0,003.

Variable Primitif osseux Primitif extra-osseux Value
(N total) (N total) P

cellules CD163 + tumorales 0.019 (€1Q 0.022) 0.014 (E1Q 0.016) 0,76
N=20 N=6

cellules CD163 + stromales 0.12(EIQ0.097) 0.21(EIQ 0.36) 0,548
N=18 N=6

cellules CD68 + tumorales 0.022 (E1Q 0.021) 0.028 (E1Q0.034) 0,482
N=18 N=6

cellules CD68+ stromales 0.34 I(\IE_I?E;O'ZS) 0.08 ('EI_Cé0.0?,) 0,03

Figure 37 : Tableau de comparaison pour les marqueurs macrophagigues en fonction de la

localisation du primitif au diagnostic (Nombre total de patients dans chaque groupe =N).

Expression en proportion de cellules positives avec médiane, EIQ et p.

5.3.4. Corrélation avec I'age

Il n’y avait pas de différence statistiquement significative entre I'infiltration stromal ou
tumoral en macrophages CD68 ou CD163 et I'dge pédiatrique ou adulte au diagnostic.

Enfants (<18ans) Adultes (>18ans)
Variable (N total) (N total) p-Value
cellules CD163 + tumorales 0,02 (IEIZQIS'OZS) 0,008 (EI:% oo 0,314
cellules CD163 + stromales 0.13 '(\IE=I(1160.31) 0.12 |(\|E=I§ 0.1) 0244
cellules CD68 + tumorales 0026 |(\IE=I?60'048) 0:029 (,5':?30.021) 0,951
cellules CD68+ stromales 03 (558'38) o2 ,(\jEig 02 0.624

Figure 38 : Tableau de comparaison des groupes en fonction du statut pédiatrigue ou adulte

au diagnostic pour chaque marqueur d’hypoxie. Les données fournies sont la médiane,
I'Ecart Interquartile (EIQ) et le degré de significativité (p).




77

5.3.5. Corrélation avec le taux de LDH
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Figure 39 : Tableau de corrélation entre les margueurs macrophagiques et le taux de LDH
U/L)au diagnostic. Données fournies: coefficient de corrélation Rho=p de Spearman, degré

de significativité (p)

Une corrélation négative modérée a été observée entre le pourcentage de cellules CD68
positives a l'intérieur de la tumeur et le taux de LDH au moment du diagnostic (p=-0,67 ;
r2=0,032 ; p=0,006). En d'autres termes, lorsque le nombre de cellules CD68 positives est

élevé, le taux de LDH au diagnostic a tendance a étre plus bas.

5.3.6. Corrélation avec les marqueurs d’hypoxie

Nous n‘avons pas trouvé de corrélation significative entre les marqueurs d’hypoxie (ps6,
HIF1A, HIF2, p-mTOR) et le pourcentage de macrophages positifs pour CD68 ou CD163 aux

niveaux tumoral et stromal.
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Fisure 40 : Tableau de corrélation entre les marqueurs hypoxiques et macrophagiques au

diagnostic. Données fournies: coefficient de corrélation Rho=p de Spearman, degré de
significativité (p)
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5.3.7 Corrélation avec les autres marqueurs macrophagiques
Nous avons identifié une relation positive entre le pourcentage de cellules CD68 présentes a
I'intérieur de la tumeur et le pourcentage de cellules CD163 dans le stroma (p =0,41; r* =
0,016 ; p = 0,046). De plus, une association positive a été mise en évidence entre le
pourcentage de cellules CD163 dans la tumeur et le pourcentage de cellules CD163 dans le
stroma (p = 0,58 ; r = 0,265 ; p = 0,003). En d'autres termes, lorsque I'une de ces populations

cellulaires augmente, l'autre a tendance a augmenter également.

Ces données sont résumées dans la Figure 38.
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DISCUSSION

Les EWS sont des tumeurs agressives pour lesquelles il existe un besoin d'innovation
thérapeutique et de marqueurs pronostiques au diagnostic utilisables pour adapter le

traitement.

Les thérapies ciblées sont des pistes prometteuses mais nécessitent d’avoir des cibles
présentes sur tous les sarcomes d’Ewing ou au minimum dans les formes a fort risque de
rechute. En effet, viser I'oncogene de fusion EWS-FLI1 serait une cible idéale, mais cela
présente des défis importants. Cette protéine possede une structure moléculaire complexe,
ce qui rend difficile l'interaction avec de petites molécules. De plus, I'oncogene de fusion
EWS-FLI1 ne présente pas d'activité enzymatique connue, sa régulation implique des
mécanismes épigénétiques complexes, notamment au niveau des histones et des
publications récentes ont montré la modulation de son expression au moment de la récidive

et de la progression qui ne permettrait pas de la cibler correctement (2,5).

Ainsi, dans notre étude, nous avons examiné de maniere rétrospective |'expression de
marqueurs associés aux voies hypoxiques (HIF1A, HIF2, phospho-s6-RP, et phospho-mTor)
ainsi que des marqueurs du microenvironnement macrophagique (CD68 et CD163) dans des
échantillons biologiques de patients atteints de tumeurs EWS au moment du diagnostic. Ces
marqueurs peuvent devenir des cibles thérapeutiques au vu de l'arrivée de nouvelles
molécules ciblant les mTor et les HIFs mais également les macrophages (exemple, les

CAR-macrophages ou encore le Dinutuximab beta).
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En parallele, nous avons quantifié la nécrose tumorale a partir des images par résonance
magnétique (IRM) obtenues au diagnostic de ces patients qui peut étre le témoin
radiologique d’une partie de I"hypoxie intratumorale présente au diagnostic. Notre objectif
était de corréler ces données immunohistochimiques et radiologiques avec les données

cliniques de survie, notamment la survie globale et la survie sans récidive.

Nos résultats proviennent d'une cohorte de 36 patients, et leurs caractéristiques cliniques
étaient en grande partie similaires a ce qui est décrit dans la littérature en termes d'age de
survenue, de sexe, de localisation initiale de la tumeur et de présence de métastases, ainsi
que dans les approches thérapeutiques utilisées (2,26,27). Cependant, dans notre cohorte,
nous avons observé une légere surreprésentation des cas métastatiques au moment du
diagnostic, avec 15 patients sur 36, soit 41,7%, alors que la moyenne habituelle se situe entre

20 et 35%.

Un seul patient de notre cohorte avait des antécédents de leucémie aigué lymphoblastique
(LAL) B du nourrisson qui avait nécessité une allogreffe, ce qui est connu pour étre associé au
risque de développer ultérieurement une néoplasie secondaire, y compris un sarcome

d’Ewing (28).
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De plus, il convient de noter que le transcrit EWS-FLI1 était le plus courant, mais nous avons
observé dans notre cohorte un taux plus élevé que dans la littérature du transcrit EWS-ERG
(33,3%) (2). L'évolution de notre cohorte était en accord avec les résultats rapportés dans la
littérature, montrant un taux de rechute d'environ 40%, principalement chez les patients
ayant des métastases au moment du diagnostic. En ce qui concerne la survie sans événement
(EFS), elle atteignait prés de 50% a 5 ans, tandis que la survie globale (OS) était de 75% a 5
ans, ce qui correspond également aux données antérieures de la recherche scientifique

(2,10).

Un taux élevé de LDH n'a pas été associé de maniere négative a la survie, contrairement aux
résultats de la méta-analyse réalisée par Li et al. (4). Il convient de noter que, a ce jour, il
n'existe pas de seuil clairement défini pour ce critére. Cependant, nous avons observé que
les patients métastatiques au moment du diagnostic, ceux en rechute, ainsi que ceux
décédés avaient en général des taux de LDH plus élevés, bien que cette différence ne soit pas

statistiquement significative.

En ce qui concerne la méthode de délimitation des tumeurs, il était généralement plus
difficile de contourer les tissus mous en raison du caractére non circonscrit et de l'infiltration
diffuse des EWS, comparativement aux tumeurs localisées au niveau osseux. Cependant,
grace a la présence de coupes fines lors de I'IRM, il a été possible d'obtenir une évaluation

relativement précise des volumes tumoraux et de la nécrose.
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Il a été démontré qu'un volume tumoral supérieur a 200 ml était un facteur de mauvais
pronostic au moment du diagnostic des EWS (26). Trois patients dans notre cohorte
répondaient a ce critére, parmi lesquels un a connu une rechute, mais aucun n'est décédé.
Une étude menée par Dunst et al. suggére que la présence de zones non perfusées
(probablement nécrotiques) sur les images par résonance magnétique (IRM) de 79 patients
atteints d'EWS au moment du diagnostic est associée a un risque accru de métastases, en
particulier osseuses ou multiples. Cette observation pourrait s'expliquer par le
comportement biologiquement plus agressif des cellules tumorales en situation d'hypoxie.
Dunst et al. ont aussi montré qu’il existait une corrélation significative entre la taille de la
tumeur et la présence de nécrose. Cependant, dans notre étude, nous disposions de
données exploitables pour seulement 24 patients, et nous n'avons pas pu mettre en
évidence de lien significatif entre la taille de la tumeur, la taille de la nécrose et le
pourcentage de nécrose en relation avec I'évolution de nos patients. Cette limitation

principale s'explique par la taille réduite de notre échantillon.

Les marqueurs d'hypoxie que nous avons étudiés comprenaient HIF1A, HIF2, pS6RP et
p-mTOR. La technique et I'automatisation de leur détection constituent une nouveauté,
offrant ainsi une approche plus systématisée qui peut étre appliquée dans tous les centres
pour des études, en suivant le principe de reproductibilité due a lI'automatisation de la
technique. Bien que l'importance de I'hypoxie dans le processus de progression des tumeurs
ait fait I'objet d'analyses approfondies dans de nombreux types de cancer différents, nos
connaissances actuelles et les caractéristiques spécifiques de I'hypoxie et de sa signalisation

dans les EWS n'ont pas encore été systématiquement explorées (5,29).
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Nos résultats montrent que le pourcentage médian de cellules p-mTOR était
significativement plus élevé chez les patients vivants, respectivement de 23% contre 1% chez
les patients décédés (p= 0,05). L'activation de p-mTOR peut avoir un effet inhibiteur sur la
voie de I'lGF1R impliqué dans la croissance tumorale et la réponse a I’hypoxie (30). Cela peut
avoir des implications dans la régulation de la croissance et de la survie cellulaires, ainsi que
dans la réponse aux traitements ciblant I'lGF1R. Les EWS ont été particulierement sensibles a

cette thérapeutique dans les études de phase | déja réalisées (29,31).

Aussi, une corrélation statistiquement positive a été mise en évidence entre un pourcentage
élevé de I'expression de p-mTOR et le pourcentage d’expression élevé de pS6RP dans cette
cohorte (p = 0,59 ; r* = 0,384 ; p < 0,001). En effet, mTor phosphoryle pS6RP, ce qui active la
traduction de genes spécifiques et favorise la croissance cellulaire en amont des deux
marqueurs HIFs. En conséquence, lorsque mTor est inhibé en réponse a I'hypoxie, la
phosphorylation de pS6RP diminue et inversement. Cette corrélation entre |'absence
probable d’hypoxie en cas de positivité de p-mTOR peut également se retrouver dans la
significativité statistique entre le pourcentage faible de nécrose tumorale et la présence
d’une expression positive de pS6RP. De plus, méme si nous n’‘avons de significativité
statistique, les survies globales et sans récidives semblent meilleures en cas d’expression
positive de p-mTOR dans notre cohorte. Ceci est probablement dii comme déja discuté au

nombre limité de patients de notre étude.
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Dans notre cohorte, 24/35 patients n'exprimaient pas HIF1A. Lorsqu’ il était exprimé, une
moyenne de 6% des cellules de la lame étaient positives. Nous avons trouvé une tendance
entre un pourcentage de cellules positives pour HIF1A plus important parmi les patients
décédés comparé aux patients encore en vie (p =0,056), ce qui corrobore avec I'étude de
Ceranski et al.

D'autre part, Stahl et ses collégues ont observé une association entre la présence de HIF1a et
une augmentation des cellules immunitaires de type macrophages M2 et neutrophiles, ainsi
gu'une réduction des lymphocytes T de pronostic favorable. Cependant, dans notre propre
étude, nous n'avons pas pu démontrer de maniére significative une corrélation entre
I'expression des macrophages et HIF1A, bien que les coefficients de corrélation positifs

suggerent une possible association entre HIF1A et I'abondance des macrophages.

Du point de vue de la thérapeutique, il est essentiel de prendre en compte ces
considérations, car il est possible de cibler I'activation de la voie mTOR et de la voie du
facteur induisible par I'hypoxie (HIF)-1a a I'aide de médicaments spécifiques : le rapamycine

pour mTOR et l'irinotécan pour HIF-10.(31,32)

Les marqueurs macrophagiques que nous avons étudiés comprenaient CD68 et CD163, qui
sont respectivement le marqueur de macrophages M1 (phénotype dit pro-inflammatoire) et

le marqueur de macrophage M2 (phénotype dit pro-tumoral) .
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Bien que les marqueurs CD68 et CD163 soient principalement associés aux macrophages, il
convient de noter que dans certaines conditions pathologiques ou contextes spécifiques,
d'autres types de cellules (monocytes, cellules dendritiques) peuvent également exprimer
ces marqueurs, bien que de maniere moins fréquente et a des niveaux généralement plus
faibles. Il est important de souligner que nous n'avons pas effectué un comptage exhaustif
des macrophages ni une analyse spatiale, car notre approche était principalement orientée

vers une évaluation préliminaire.

Il semble que la grande majorité des patients inclus dans I'étude exprimaient a la fois CD68
et CD163, a la fois dans le stroma et dans la tumeur elle-méme. La prédominance des
cellules positives pour CD68 indique que ces macrophages sont particulierement abondants
dans le microenvironnement, ce qui est cohérent avec l'idée que les macrophages sont

présents de maniére généralisée dans les tumeurs d'Ewing (EWS) (22).

Nos résultats montrent que les niveaux d'expression des marqueurs macrophagiques dans le
tissu tumoral et le stroma ne différaient pas de maniere significative entre les patients
décédés et les patients vivants, ainsi qu’entre les patients ayant fait une rechute et ceux qui
n'ont pas connu de rechute.

Cependant chez les patients atteints de métastases, le pourcentage médian de cellules
marquées CD68+ dans la zone tumorale était plus faible, mesuré a 1,3%, par rapport aux
patients sans métastases, ou il était de 4,4%. Cette différence était statistiqguement
significative, avec une valeur de p égale a 0,01 et peut expliquer I'importance de cette
immunité pro-inflammatoire ou anti-tumorale dans I'extension métastatique a distance des

EWS.
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Nous n’avons pas trouvé de corrélation significative entre un marquage CD163 positif et le
déces, la rechute ou la présence de métastases. Les macrophages associés aux tumeurs
(TAMss) dits pro-tumoraux le plus souvent CD163+ (CD68 négatifs) jouent un réle clé en
influencant l'inflammation, la formation de nouveaux vaisseaux sanguins et
|'ostéoclastogenése lors du développement des EWS. La présence accrue de TAMs est
déclenchée par la libération de VEGF par I'EWS, et cette augmentation est renforcée par les
cytokines et chimiokines produites par les TAMs elles-mémes, entrainant une inflammation
dans I'EWS. Les TAMs favorisent également la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins
dans la tumeur en stimulant la production de VEGF par les cellules tumorales, ce qui pourrait

avoir un impact sur l'apparition de métastases. (33)

Dans une étude, menée par Fujiwara et al, un total de 41 échantillons d’EWS ont été
analysés pour évaluer la signification pronostique de I'expression de CD68 dans les
macrophages. Les résultats indiquaient que des taux accrus de macrophages exprimant CD68
étaient associés a une survie globale moins favorable ce qui semble différent de notre

cohorte. (33)
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Dans une seconde étude réalisée par Handl et ses collaborateurs sur 23 patients atteints de
EWS, une corrélation a été observée entre les macrophages positifs pour CD163 et le
diagnostic de maladie localisée, ce que nous n‘avons pas mis en évidence dans notre petite

population de patients. (34)

Poor prognosis

Figure 8 Mode| for TAM-medibred modalaton of EWS microemyrianment

Figure 41 : Modéle de modulation du microenvironnement tumoral par les TAMs dans les
EWS.(Fujiwara & al., extrait de The American Journal of Pathology, 2011)
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L'interaction entre I'hypoxie, les cellules tumorales d'Ewing et les macrophages n’a pas
trouvé de corrélation statistiquement significative dans notre étude. Cependant, il y a de
fortes présomptions pour que I'hypoxie influence la réponse immunitaire en attirant les
macrophages vers la tumeur. La polarisation des macrophages vers des phénotypes
spécifiques peut entrainer des conséquences variées sur la progression de la tumeur, allant
de la promotion de la croissance tumorale a une réponse immunitaire antitumorale. Le petit
nombre de patients que nous avons inclus dans cette étude est probablement la principale

limite pour avoir des corrélations significatives.

Certains signaux immunitaires inhibiteurs présents dans le microenvironnement tumoral
pourraient notamment étre vecteurs de résistance aux nouvelles thérapies immunitaires,
notamment les CAR-T anti GD2 qui se développent et actuellement en essai dans les EWS.
GD2 est une molécule fortement présente dans le EWS et est détectée a différents stades de
la maladie, y compris lors de rechutes. Elle représente une cible potentielle pour les
thérapies immunitaires, telles que les lymphocytes T CAR-T, congus pour la cibler
spécifiquement. Cette recherche de marquage pourrait probablement compléter notre
criblage protéique a la recherche de marqueur immunitaire afin de proposer d’autres

approches thérapeutiques.
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Dans I'ensemble, notre étude est novatrice, avec des résultats potentiellement applicables
dans la pratique clinique sur les biopsies diagnostiques, sous réserve de confirmation dans
une cohorte plus large en nombre de patients. En effet, il convient de noter que notre
échantillon était de petite taille, avec seulement 36 cas, ce qui s'explique par la rareté de la
maladie. En ce qui concerne nos perspectives futures, un plus large nombre de patients
permettrait par exemple une analyse multivariée. |l serait intéressant d'examiner la
répartition spatiale des marqueurs dans les tissus et d’envisager une corrélation des
marqueurs étudiés avec I'étude d’autres marqueurs de l'immunité macrophagique et

cytotoxique qu’est par exemple le GD2.
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CONCLUSION

Nous avons collecté des données rétrospectives en analysant I'expression de marqueurs liés
aux voies hypoxiques (HIF1A, HIF2, phospho-s6-RP, et phospho-mTor) ainsi que des
marqueurs du microenvironnement macrophagique (CD68 et CD163) a partir de biopsies
prélevées lors du diagnostic de sarcome d'Ewing. Notre approche, qui explore l'interaction
étroite entre I'hypoxie et le microenvironnement tumoral, ouvre la voie a de potentielles

améliorations théranostiques dans le traitement des sarcomes d'Ewing.
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ANNEXES

Annexe 1 : Protocole résumé d'immunomarguage pour chague anticorgs
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RESUME

Introduction :

Le sarcome d’Ewing (EWS) est une tumeur rare et agressive des os et tissus mous. Le
contréle de la maladie lorsqu’elle est récurrente ou disséminée est médiocre avec les
thérapeutiques actuelles. De ce fait, il y a un besoin crucial de trouver de nouvelles
approches théranostiques. Pour cela, on s'intéresse a trouver une signature hypoxique et
macrophagique en lien avec la survie.

Matériel et méthode :

Sur la base de données de sarcome d’Ewing diagnostiqués en oncologie pédiatrique et adulte
de 2003 a 2022, 36 patients ont été référés aux Hopitaux Universitaires de Strasbourg pour
une prise en charge oncologique et chirurgicale. Ces patients ont des données cliniques, de
traitement, radiologiques et des données moléculaires diagnostiques. Ces données
permettront d’effectuer des corrélations avec la détection des marqueurs
immunohistochimiques suivants : CD163, CD68, HIF1, HIF2, pS6RP, pmTOR. L'hypothése est
d’identifier des signatures immunohistochimiques impactant sur le pronostic et I'évolution
des patients suivis pour sarcome d’Ewing.

Résultats :La durée médiane du suivi était de 8 ans (1-17). A 5 ans, I'OS était de 78,2 % (IC a
95 % : 59,5-89,0), 'EFS était de 57,8 % (IC 95 % : 39,1-72,7). Les données radiologiques ne
montraient pas de différence significative en lien avec le déceés ni la rechute. Le pourcentage
médian de cellules p-mTOR était significativement plus élevé chez les patients vivants,
respectivement de 23% contre 1% chez les patients décédés (p=0,05). Les survies globales et
sans récidives semblaient meilleures en cas d’expression positive de p-mTOR dans notre
cohorte. Il n’y avait aucune différence significative dans les pourcentages de cellules
marquées positivement pour les marqueurs d'hypoxie ou macrophagique et la présence ou
non d'une rechute dans I’ évolution des patients.

Conclusion :

Nous avons collecté des données rétrospectives en analysant |'expression de marqueurs liés
aux voies hypoxiques (HIF1A, HIF2, phospho-s6-RP, et phospho-mTor) ainsi que des
marqueurs du microenvironnement macrophagique (CD68 et CD163) a partir de biopsies
prélevées lors du diagnostic de sarcome d'Ewing. Notre approche, qui explore l'interaction
étroite entre I'hypoxie et le microenvironnement tumoral, ouvre la voie a de potentielles
améliorations théranostiques dans le traitement des sarcomes d'Ewing.
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