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Liste des abréviations

CR
CTLA-4
D

ICI
LDH
MAPK

MEK

MRI
NRAS
PD
PD-1
PD-L1
PET
PR
SD
SPARC
SSM
TP53

Complete response

Cytotoxic T-lymphocyte associated protein, immune checkpoint
Death

Immune checkpoint inhibitor

Lactate dehydrogenase

Mitogen-activated protein kinase

Mitogen-activated protein kinase kinase, member of the MAPK signaling cascade
activated in BRAF mutant melanoma

Magnetic resonance imaging

Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog

Progressive disease

Programmed cell death protein-1, immune checkpoint
Programmed cell death protein-1 ligand, immune checkpoint
Positron emission tomography

Partial response

Stable disease

Secreted protein acidic and rich in cysteine

Superficial spreading melanoma

Tumor protein 53, a regulatory protein mutated in several cancers
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RESUME

Introduction

Le mélanome est un cancer cutané hautement létal avec des taux d'incidence et de mortalité
en augmentation. Les mutations d’oncogénes tels que BRAF favorisent son développement. La
réponse au traitement s'est améliorée depuis I'utilisation des inhibiteurs de points de controle
immunitaires (ICI) et des thérapies ciblées, mais le taux de survie a 5 ans pour le mélanome
métastatique reste faible. Secreted Protein Acidic and Rich in Cystein (SPARC) est une protéine
matricielle impliquée dans des mécanismes de remodelage tissulaire, de morphogenese et
d'angiogenese dans plusieurs cancers tels que le mélanome, mais ses effets sur la prolifération
et la propagation métastatique du cancer restent obscurs. Cette étude visait a évaluer la
corrélation entre les taux circulants de SPARC et la réponse au traitement chez les patients

atteints de mélanome avanceé.

Matériels et Méthodes

Cette étude prospective longitudinale était menée au CHU d’Angers de novembre 2022 a avril
2024 et incluait des patients adultes atteints de mélanome avancé (stade IIB-IV) recevant un
traitement systémique. Tous les 3 mois, des prélévements sanguins évaluaient les taux
sériques de SPARC et une évaluation de la maladie était réalisée a I'aide de scanners corps

entier ou de TEP-scanners et d'Imageries par Résonance Magnétique (IRM) encéphaliques.

Résultats

Les taux sériques de SPARC étaient significativement plus élevés chez les patients avec un
statut BRAF muté (p = 0,0154) et montraient une tendance a des valeurs plus élevées chez
les répondeurs (p = 0,059). Aucune corrélation n'a été retrouvée entre les taux de SPARC et

I'age, le sexe, le stade de la maladie, les concentrations initiales de LDH ou le type de



traitement. Les concentrations de SPARC étaient plus variables chez les patients mutés BRAF

et diminuaient régulierement chez les patients non mutés.

Discussion

Une expression dérégulée de SPARC peut contribuer a la résistance aux inhibiteurs de
BRAF/MEK, les tumeurs BRAF mutées exprimant fortement SPARC montrant une sensibilité
accrue aux thérapies systémiques. Les limites de I'étude incluent une petite taille et une
hétérogénéité d'échantillons de patients. Des études avec des échantillons plus importants
sont nécessaires pour mieux comprendre les niveaux sériques de SPARC au fil du temps, en
particulier chez les patients atteints de mélanome muté BRAF. SPARC pourrait potentiellement
aider a prédire la résistance acquise aux inhibiteurs de BRAF/MEK, guidant des changements

de traitement plus précoces.

Conclusion

Cette étude exploratoire est la premiere a évaluer a cette échelle les concentrations de SPARC
chez des patients atteints de mélanome avancé. Elle a montré des taux sériques de SPARC
plus élevés chez les patients atteints de mélanome avancé muté BRAF et chez les répondeurs.
D’autres études sont nécessaires pour comprendre la cinétique de SPARC dans le mélanome

avancé, en particulier chez les patients mutés BRAF.



CONTEXTE DE L'ETUDE

Le mélanome est le 3e cancer cutané par ordre de fréquence et le plus léthal. Avec 17922
nouveaux cas en France en 2023, il représente 4% des nouveaux cancers chaque année et
1,2% de la mortalité annuelle par cancer, quel que soit le genre, avec une incidence et une

mortalité croissante sur les 40 dernieres années(1).

Le mélanome se développe suite a des altérations génétiques impliquant oncogénes ou genes
suppresseurs de tumeur(2). La mutation la plus souvent retrouvée est l'altération de

I'oncogene BRAF(3).

Le diagnostic et la stadification du mélanome reposent sur la biopsie-exérése initiale, le grade
de la tumeur étant déterminé par I'épaisseur de I'invasion dermique définie comme l'indice de
Breslow et la présence ou non d’une ulcération. La présence d’envahissement ganglionnaire
ou métastatique d’organes a distance définissent respectivement les stades III et IV(5).

A un stade localisé, le traitement du mélanome repose sur la chirurgie, dont la taille de

I'excision sera déterminée par l'indice de Breslow du mélanome primitif.

Le traitement du mélanome métastatique a été révolutionné par I'apparition de traitements
inhibiteurs de checkpoint immunitaire (ICI) et de combinaisons de thérapies ciblées inhibant
la voie des MAP kinases, activées en cas d'altération de I'oncogéne BRAF. L'immunothérapie
est le traitement de premiere ligne du mélanome métastatique, indépendamment du statut
mutationnel BRAF. Les thérapies ciblées combinant anti-BRAF et anti-MEK représentent une

option de 1% ou 2¢™e ligne pour les mélanomes BRAF mutés(6).



L'immunothérapie semble offrir la possibilité de réponses plus durables, alors que les thérapies
ciblées, bien qu'efficaces rapidement sur le volume tumoral, semblent avoir une réponse plus

limitée dans le temps par I'apparition secondaire de résistances.

Les recommandations évoluent constamment avec un usage de traitements systémiques de
plus en plus précoce dans les situations de mélanome avancé ou épais selon Breslow. A I'heure
actuelle, un traitement adjuvant est proposé pour les stades IIB/IIC, correspondant a des
mélanomes primitifs épais selon Breslow, sans envahissement ganglionnaire pathologiquement
détectable(6). Des essais cliniques récents plaident pour des stratégies d'immunothérapie

néoadjuvante dans les mélanomes de stade III.

Sur le plan biologique, seules les valeurs de LDH initiales ont démontré un intérét pronostique
chez les patients atteints de mélanome stade IV. Il n'existe a I'heure actuelle aucun marqueur

sanguin fiable pour le diagnostic ou le suivi du mélanome avancé.

SPARC est une glycoprotéine de la matrice extra-cellulaire. Elle est sécrétée par divers types
cellulaires, dont les cellules tumorales mais également des cellules endothéliales. Plusieurs
fonctions lui sont attribuées, parfois paradoxales, a la fois pro- et anti-tumorales(9).

Elle permet le remodelage de la matrice extra-cellulaire en activant les fibroblastes associés
au cancer, par exemple dans le cancer de I'endometre. Elle intervient dans la transition
épithélio-mésenchymateuse, phénoméne a l'origine de la plasticité cellulaire tumorale
permettant une adaptation permanente de la cellule cancéreuse a son environnement, dans
un but de prolifération et d’invasion. Sa forte expression tissulaire a été corrélée a un mauvais

pronostic dans I'adénocarcinome pancréatique.



Concernant le mélanome, SPARC a été décrit comme facteur de perméabilité vasculaire,
favorisant ainsi I'extravasation cellulaire et donc le processus métastatique. Elle est donc le
plus souvent considérée comme favorisant le développement du mélanome et son caractére
invasif. Son expression a été retrouvée de facon importante dans des tissus de mélanome alors
qu'elle est nulle dans les naevi, tumeurs mélanocytaires bénignes. Cependant, ses fonctions
précises restent méconnues. Son potentiel intérét diagnostique ou pronostique n’est ainsi pas

démontré.

Cette étude a donc pour objectif d'étudier les concentrations circulantes de SPARC chez des
patients atteints de mélanome avancé, et d'étudier son éventuelle corrélation avec la réponse

au traitement.



INTRODUCTION

Cutaneous melanoma is the third most frequent and the most lethal skin cancer. Incidence
and mortality of cutaneous melanoma have significantly increased for the last 40 years(1).

Melanoma arises from genetic alterations of several oncogene or tumor suppressing gene such
as BRAF, NRAS, cKIT or TP53(2). Oncogene BRAF is mutated in about 45% of patients and
promotes oncogenesis through the activation of MAPK pathway, leading to increased cell

proliferation(3).

Treatments for metastatic melanoma have rapidly evolved in the last 15 years due to the
development of immune checkpoint inhibitors (ICI) and targeted therapies(4). ICI, including
PD-1, PD-L1 and CTLA-4 inhibitors, aim to restore immune system action against tumor cells.
Targeted therapies such as BRAF and MEK inhibitors specifically inhibit oncogene-driven cell
proliferation dependent on these pathways. More recently, European guidelines have
recommended usage of theses therapies at earlier stages. Indeed, immune checkpoint
inhibitors and targeted therapies are now recommended for use at IIB, IIC, III or resected IV
stage as adjuvant therapies(5). Following these therapeutic advances, prognosis for metastatic
melanoma has improved with a 55% increase in 1-year overall survival after the introduction
of immunotherapy and targeted therapies(6). However, 5-year survival of metastatic
melanoma patients remain low with an estimated 35% survival rate(7).

Until now, there is no reliable diagnostic or prognostic blood marker in advanced melanoma,

with the exception of LDH serum levels for prognosis in stage IV melanoma patients(8).

Secreted protein acidic and rich in cysteine (SPARC) is a matricellular protein involved in tissue
remodeling, morphogenesis and angiogenesis mechanisms in several cancers such as

cutaneous melanoma or lung cancer(9,10). SPARC influences tumor micro-environment in



different ways, which can result in paradoxical effects on cancer proliferation and metastatic
spreading(11). Notably, data have suggested that SPARC overexpression could be a marker of
aggressiveness or local invasion in melanoma(12). Higher SPARC serum levels were also

suggested as a marker for melanoma detection at early stage(13).

This study aimed to assess the correlation between circulating SPARC and the response to

treatment in patients with advanced melanoma.



METHODES

1. Study design

This was a longitudinal and monocentric study taking place in the dermatology department of
Angers University Hospital from November 2022 to April 2024. This study received approval of
the local ethic committee. Blood samples were collected in a biobank authorized by the French

« Comité de Protection des Personnes ».

2. Patient eligibility

Inclusion criteria were patients older than 18 years, suffering from advanced melanoma (stage
[IB-IV melanomas) and receiving a systemic treatment (immunotherapy, targeted therapy,
chemotherapy or else, at discretion of their referral physician). Patients were excluded if they
could not receive any cancer therapy, could not maintain follow-up at our center or were
declared incompetent. All patients gave their written informed consent. Patient characteristics

and follow-up data were collected from electronic files.

3. Disease evaluation

Disease evaluation was performed with total-body scan or PET-scan along with encephalic MRI,
at the beginning of the treatment and every 3 months thereafter. Response to treatment was
categorized as complete response (CR), partial response (PR), stable disease (SD), progressive
disease (PD) or death (D) and was assessed blindly from SPARC serum measurements.

For analysis, we categorized patients in a « responder » and « non-responder » binary status.

Responder group includes patients with « complete response » (CR), « partial response » (PR)



or « stable disease » (SD), non-responder group consisted with « disease progression » (DP)

or « death » (D) outcome.

4. SPARC serum measurements

Blood samples were collected at the beginning of the treatment and every 3 months in each
patient included. SPARC serum levels were analyzed with Quantikine® human SPARC ELISA

kit from R&D systems®, according to the manufacturer protocol.

5. Statistical analysis
Statistical analysis was performed using the R software (version 4.0.5). Type 1 error rate for

all statistical analysis was set at 0.05.
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RESULTATS

1. Baseline characteristics

All baseline characteristics and demographics are listed in Table 1. 45 patients were included,
29 of them (64.4%) were male, 16 female (35.6%) with a median age of 65 years old at
inclusion. Primitive melanoma was most frequently located on the inferior limbs (37.8%) or
the trunk (26.7%). Half of the primitive melanomas were of the Superficial Spreading
Melanoma (SSM) subtype (44.4%), and noticeably 11 (24.4%) were of an undetermined
subtype. 66.6% of primitive melanomas were staged at least pT3. 65.9% of the patients
included were at stage IV of the disease. Among them, median metastatic site number was 2,
with the most frequent being lungs and liver. Median delay between primitive melanoma
diagnosis and stage III or IV progression was 8 months, with 91.4% patients at stage III or
IV at diagnosis (29 and 62% respectively). 38% patients were BRAF-mutant. Baseline LDH
levels were at a mean of 222 ranging from 142 to 1365. 3 patients (6.67%) were receiving a

treatment with metformin. The median follow-up was 9 months.
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1.1. Table 1 : Descriptive table of the population

VARIABLES

N=45

Sex
Male
Female
Age
Primitive melanoma site
Head and neck
Trunk
Upper limbs
Lower limbs
Unknown
Autre
Histological subtype
SSM
Acrolentiginous
Nodular
Desmosplastic
Lentigo maligna
Mucosal
Unknown
Stage of the disease
1B
I1C
ITIA
I11B
I1IC
v
T stage
Tis
Tla
T2a
T2b
T3a
T3b
T4a

29 (64.4%)
16 (35.6%)
65.0

10 (22.2%)
12 (26.7%)
2 (4.44%)
17 (37.8%)
3 (6.67%)
1(2.22%)

20 (44.4%)
5 (11.1%)
6 (13.3%)
1 (2.22%)
1 (2.22%)
1 (2.22%)
11 (24.4%)

2 (4.55%)
1(2.27%)
4 (9.09%)
4 (9.09%)
5 (11.1%)
29 (65.9%)

1 (2.22%)
1 (2.22%)
7 (15.6%)
1 (2.22%)
5 (11.1%)
6 (13.3%)
5 (11.1%)
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T4b
Tx
Number of metastatic sites
Tumor genotype
BRAF-mutant
BRAF wild type
Initial LDH
Diagnostic delay from diagnosis to stage
Metformin treatment
No
Yes
Inclusion treatment type
Adjuvant
Metastatic setting
Treatment group
Nivolumab + Ipilimumab
Nivolumab or Pembrolizumab only
BRAF + MEK inhibitors
Dacarbazine
Others
Reason for discontinuation of inclusion
Complete response
Progression
Side effects
Death
No discontinuation of initial treatment
Initial SPARC
Disease imaging assessment
Complete response
Partial response
Progression

14 (31,1%)
5 (11.1%)
2.00

24 (53.3%)
21 (46.6%)
222
8.00

42 (93.3%)
3 (6.67%)

14 (31.1%)
31 (68.8%)

16 (35.53%)
20 (44.4%)
6 (13.3%)
2 (4.44%)
1 (2.22%)

1(2.22%)
13 (28.8%)
7 (15.52%)
3 (6.6%)
21 (46.6%)
28.9

14 (34.1%)
2 (4.88%)
25 (61.0%)

*NA = number of missing data.
Qualitative data are described using counts and frequencies.

Quantitative data are described using the median and interquartile range [1st quartile; 3rd quartile].
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2. Treatment

Most of the patients (80%) were treated by immunotherapy at inclusion, including bitherapy
with NIVOLUMAB and IPILIMUMAB. Among them, 14 patients (31.1% of total) were in the
adjuvant setting. Six (13.3%) were receiving targeted therapies at inclusion (either

ENCORAFENIB-BINIMETINIB or DABRAFENIB-TRAMETINIB).

3. SPARC serum levels correlate with BRAF mutation status

In the univariate analysis, SPARC levels were significantly associated with BRAF-mutated
status (p = 0,019) (see Table 2.1). This was confirmed in the multivariate analysis with a mean
SPARC serum concentration higher by 18,946 points 95%CI [-33,267, -4,631] in BRAF-mutant

melanoma patients (p = 0,0154) (see Table 2.2).

4. Responders to treatment tend to have higher SPARC
concentrations

Univariate and multivariate analysis were at limit of significance, showing a tendency for higher
SPARC serum levels in the responder group by 10 points, respectively with p-values of 0,052

and 0,059.

There was no correlation between SPARC concentrations and age, gender, disease stage, LDH
levels at diagnosis or treatment used. SPARC serum levels were lower in the D group compared
to other response types, and the difference was only statistically significant when comparing
the SD to D groups, and therefore was not included in the multivariate analysis (See Tables

2.1 and 2.2).
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4.1. SPARC serum levels trajectories

4.1.1. Table 2.1 : Univariate analysis

Variables Coefficient IC[95%] p-val
Age 0.297 -0.283,0.896 0.305
Sex

1 (ref) - - -

2 10.859 -5.132,27.414 0.194
Stage of the disease

(ref) - - -

[1C 1.746 -65.569, 69.459  0.963

ITIA -7.819 -55.045, 40.634  0.773

I1IB 3.888 -45.618, 50.402  0.885

I1IC 3.140 41.315, 49.104 0.902

IV -0.872 -42.167,41.692  0.970
Genotype

BRAF mutant (ref) - - -

BRAF wild-type -17.194 -30.825, -3.700  0.019
Initial LDH 0.013 -0.006, 0.032 0.178
Treatment type

Adjuvant (ref) = = =

Immunotherapy 6.119 -0.421, 21.986 0.462

Targeted therapy 17.907 -5.371, 41.170 0.159

Other -5.781 -33.620, 22.197  0.701
Disease assessment

Death (ref) - - -

Complete response 19.885 -34.046, 72.775 0.472

Partial response 38.619 -15.287,92.045 0.168

Stable disease 88.006 29.346, 148.398 0.005

Progression 22.378 -31.030, 75.347  0.419
Response to treatment

Non-responder (ref) - - -

Responder 11.302 -0.324, 22.713 0.052
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4.1.2. Table 2.2 : Multivariate analysis

Variables Coefficient CI[95%] p-val
Genotype

BRAF mutant (ref) - - -

BRAF wild-type -18.946 -33.267, -4.631 0.0154

Treatment response

Non-responders (ref)
Responders 10.730 -0.667, 21.680 0.059

5. SPARC serum levels were more variable among BRAF-
mutant melanoma patients through examination

SPARC concentrations were reported for each patient through time in Figures 1.1 and 1.2.
BRAF-mutant melanoma patients had more variable SPARC levels compared to BRAF wild-type
patients. We could also observe a steady decrease in SPARC levels among wild-type patients.
We used the same strategy to observe SPARC serum levels through time among categorized
patients into responder or non-responder groups. Individual trajectories and mean curves show
a mean decrease of SPARC levels through time among non-responders.

These data were confirmed in the exploratory analysis in Figure 2 with violin plots reflecting

the dispersion of values for responders and non-responders.
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5.1. Figure 1 : SPARC evolution through time

Figure 1.1 : SPARC evolution through time according to tumoral genotype
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Figure 1.1 : SPARC serum levels as individual trajectories and mean concentrations through time

according to tumoral genotype

5.1.1. Figure 1.2 : SPARC evolution through time according to treatment response
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Figure 1.2 : SPARC serum levels as individual trajectories and mean concentrations through time

according to treatment response
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5.2. Figure 2 : SPARC dispersion according to treatment response
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Figure 2 : Violin-plots illustrating SPARC serum levels dispersion through time according to treatment

response

6. Baseline SPARC levels could help predict response to
treatment among BRAF-mutant patients

Baseline SPARC concentrations were compared between responders and non-responders

among BRAF mutated patients (see Figure 3). SPARC serum levels were significantly higher in

the responder group than in the non-responder group.
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6.1.

Figure 3 : Baseline SPARC levels

6.1.1. Figure 3.1 : SPARC dispersion according to tumoral genotype
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Figure 3.1 : Baseline SPARC dispersion according to tumoral genotype

6.1.2. Figure 3.2 : Baseline SPARC according to baseline LDH
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Figure 3.2 : Baseline SPARC serum levels according to baseline LDH, no correlation found
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DISCUSSION ET CONCLUSION

This study showed that SPARC serum levels were significantly higher in patients with BRAF-
mutant melanomas. Studies have shown that SPARC expression dysregulation could be
involved in the resistance to BRAF/MEK inhibitors. It was shown that highly expressive SPARC
BRAF-mutant tumors were highly sensitive to systemic therapies(15). Moreover, upregulating
SPARC expression via the inhibition of HDAC10 (histone deacetylase that regulates SPARC
expression in melanoma) could restore the response of melanoma cells to BRAF inhibitors(16).
Therefore, higher SPARC serum levels could correlate with a better answer to BRAF inhibitors,
as we witnessed in this study. However the link between BRAF activation and SPARC is yet to

be understood.

There was no difference in SPARC levels depending on the type of treatment. Guidelines
currently recommend using immunotherapy as first line of treatment, regardless of BRAF
status. Targeted therapies are a valuable option for BRAF-mutant melanoma, and its indication
as first or second line of treatment is left to discretion of the clinician depending on the
aggressiveness of the disease and its initial tumor burden(17,18). As such, our immunotherapy
group included both wild-type and BRAF-mutant melanomas. It is thus unclear whether
immunotherapy has an effect on SPARC concentrations in BRAF-mutant patients only as there
were not enough patients to have subgroup analysis. Evaluation of SPARC levels in melanoma
treated with targeted therapies could help better understand the link between BRAF-mutant
melanoma, response to treatment, and the role of SPARC, but the number of patients was too

low in our study.

Furthermore, this study showed that SPARC concentrations tend to be higher in responder

patients compared to non-responders. Our study was not designed to assess SPARC levels
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among responder and non-responders depending on BRAF mutation status and thus, no
analysis on SPARC concentrations and response to treatment among BRAF-mutant melanoma

was performed.

It is relevant to note that high baseline LDH, a renowned prognosis factor in metastatic
melanoma, do not seem to correlate with high baseline SPARC. To our knowledge, no study

has yet assessed LDH and SPARC concentrations among advanced melanoma patients.

The ambivalent and sometimes paradoxical effects of SPARC in the oncology field and
especially in melanoma make it difficult to analyze the results of this study. Indeed, SPARC
could have opposite roles depending on the stage of the disease or the treatment administered.
It has been reported that higher endogenous SPARC concentrations in melanoma cells have
been sometimes associated with inhibition of tumor growth and induction of apoptosis(19,20),
and sometimes with the invasive phenotype of tumor cells(21). SPARC has also been reported
in the epithelial-to-mesenchymal transition in melanoma cells, and could explain its role in

tumor aggressiveness(22).

Moreover, it is not possible to know if SPARC detected in the serum of patients was secreted
by melanoma cells or other cell types. Indeed, SPARC is also secreted by endothelial cells for
example(23), SPARC expression is not specific of tumoral cells or its environment. It is
therefore crucial to exclude potential confounders for future studies. This could also explain
high variability in its concentrations. However, it seems likely that SPARC could reflect
melanoma growth independently from circulating SPARC(24).

One study previously showed that metformin in association with binimetinib could have an

antitumor effect on melanoma cells by suppressing the expression of SPARC(25). This was the
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reason we assessed the use of metformin among our patients to prevent a potential

confounder, however metformin intake was too low in our population to show any implication.

There are some limitations in this study. One could argue that our sample size was too small
to meet our primary endpoint, and therefore we lacked power to show statistical significance
in the correlation between SPARC serum levels and response to treatment. This lack of power

could also result from a too heterogenous sample of patients.

Since this study is the first at this scale to assess SPARC behavior in advanced melanoma
patients at the whole-body level, we made the choice to include advanced melanoma patients
regardless of BRAF mutation status or type of treatment, and at different stages of the disease,
with an adjuvant or curative approach. Its aim was to better reflect the population of melanoma
patients treated with systemic therapies nowadays, and help orient further studies on SPARC

role in advanced melanoma.

This study and its exploratory design did not have enough power to evaluate statistically SPARC
serum variation at every disease radiological evaluation. Still, exploratory curves showing
SPARC serum levels through time depending on the response to treatment suggest greater
variability among responders. Greater dispersion was also observed among BRAF-mutant
patients, without statistical test performed due to low sample size. Further studies assessing
SPARC serum levels through time, especially among BRAF-mutant melanoma patients, could
be relevant to better understand the behavior of SPARC serum levels depending on the
outcome of the disease. We could hypothesize that SPARC could help predict acquired
resistance to BRAF/MEK inhibitors in BRAF mutant patients. This could guide the clinician in

switching the treatment earlier.
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Overall, our explorative study is the first to assess SPARC concentrations among melanoma
patients at this magnitude. It showed that SPARC serum levels are higher among patient with
BRAF-mutant advanced melanoma, and tend to be higher among responder patients. This
study calls for future research to better understand the kinetics of SPARC levels among patients

with advanced melanoma, especially BRAF-mutant.
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CONCLUSION, APPORTS DE L'ETUDE ET PERSPECTIVES

Il s'agit d’'une étude exploratoire sur le potentiel intérét du dosage de SPARC comme
biomarqueur pronostique et de suivi chez les patients atteints de mélanome avancé, quel que

soit le traitement recu et le statut mutationnel tumoral.

Elle a montré de maniere significative des concentrations de SPARC plus élevées chez les
patients atteints de mélanomes avancés BRAF-mutés. Elle a également montré des valeurs de
SPARC plus élevées chez les patients répondant aux traitements systémiques, bien que cette

corrélation ne soit pas statistiquement significative.

Bien qu'elle n'ait pas pu démontrer I'intérét du suivi de SPARC chez tous les patients atteints
de mélanome avancé, notre étude appelle a des explorations complémentaires, en particulier
chez les patients ayant un mélanome BRAF-muté qui représentent prés de la moitié des

patients atteints de mélanome avancé.

Des études futures pourraient permettre de mieux comprendre le role de SPARC dans I'histoire
naturelle du mélanome. Mieux comprendre les trajectoires sériques de cette protéine chez les
patients traités pour un mélanome avancé permettrait d'identifier son potentiel intérét comme

biomarqueur de réponse thérapeutique dans cette pathologie.
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FIGURES

1. Figure 1 : Evolution de SPARC dans le temps

Figure 1.1 : Evolution de SPARC dans le temps selon le génotype
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Figure 1.1 : Concentrations sériques de SPARC en fonction du temps, trajectoires individuelles et

concentrations moyennes en fonction du génotype tumoral

Figure 1.2 : Evolution de SPARC dans le temps selon la réponse
thérapeutique
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Figure 1.2 : Concentrations sériques de SPARC en fonction du temps, trajectoires individuelles et

concentrations moyennes en fonction de la réponse au traitement
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2. Figure 2 : Répartition de SPARC selon la réponse au
traitement
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Figure 2 : Violin-plots représentant la dispersion de la concentration sérique de SPARC en fonction de

la réponse au traitement
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3. Figure 3 : Analyses en sous-groupes

3.1. Dispersion de SPARC selon le génotypage tumoral
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Figure 3.1 : Violin-plots représentant la dispersion des concentrations initiales de SPARC en fonction

du génotype tumoral

3.2. Dispersion de SPARC selon le taux initial de LDH
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Figure 3.2 : Concentrations initiales de SPARC en function des valeurs initiales de LDH, absence de

corrélation retrouvée

30



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Evolution de SPARC dans I€ temMPS.......oiviiiiiiiiiiiiii e 17
Figure 1.1 : Evolution de SPARC dans le temps selon le génotype......ccuvveeeverevereeereeennnnnnn, 17
Figure 1.2 : Evolution de SPARC dans le temps selon la réponse thérapeutique................. 17
Figure 2 : Répartition de SPARC selon la réponse au traitement........cccevvvevvveeeeeieeeeeeennnn, 18
Figure 3 : ANalySES €N SOUS=GIOUDES .vvuuiiruirteirieerteestnesssestsssne e s estn s s ertsesneesrnennnns 19
Figure 3.1 : Dispersion de SPARC selon le génotypage tumoral..........ccuvvvveveevvveeeeeeeeennnnn, 19
Figure 3.2 : Dispersion de SPARC selon le taux initial de LDH ........ccooviiiiiiiiiiiiiiiin e, 19

31



TABLEAUX

1. Tableau 1 : Tableau descriptif de la population

VARIABLES N=45 NA*

Sexe 0
1 29 (64.4%)

2 16 (35.6%)

Age 65.0

Site du primitif
Autre 1(2.22%)

Inconnu 3(6.67%)
Membres inferieurs 17 (37.8%)
Membres supérieurs 2 (4.44%)
Téte et cou 10 (22.2%)
Tronc 12 (26.7%)

Type histologique 0
Acrolentigineux 5(11.1%)
Desmosplastique 1(2.22%)

Dubreuilh 1 (2.22%)
Inconnu 11 (24.4%)
Muqueux 1 (2.22%)
Nodulaire 6 (13.3%)
SSM 20 (44.4%)

Stade 0
I1B 2 (4.55%)

I1C 1 (2.27%)
ITIA 4 (9.09%)
I1IB 4 (9.09%)
I1IC 5(11.1%)
Iv 29 (65.9%)

Stade T 0
Tis 1 (2.22%)

Tla 1 (2.22%)
T2a 7 (15.6%)
T2b 1 (2.22%)
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T3a
T3b
T4a
T4b
Tx
Nombre de sites métastatiques
LDH initiales
Délai entre diagnostic et stade III ou IV en
Traitement par Metformine
Non
Oui
Type de traitement a I'inclusion
Adjuvant
Métastatique
Groupe Traitement
Nivolumab+Ipilimumab
Nivolumab ou Pembrolizumab seul
Inhibiteurs de BRAF + MEK
Dacarbazine
Autre
Motif d’arrét du traitement de I'inclusion
Absence d'arrét de traitement
Déces
Effet indésirable
Progression
Rémission compléte
SPARC initial
Imagerie
Progression
Réponse compléte
Réponse partielle

5 (11.1%)
6 (13.3%)
5 (11.1%)
14 (31,1%)
5 (11.1%)
2.00
222
8.00

42 (93.3%)
3 (6.67%)

14 (31.1%)
31 (68.8%)

16 (35.53%)
20 (44.4%)
6 (13.3%)
2 (4.44%)
1 (2.22%)

21 (46.6%)
3 (6.6%)
7 (15.52%)
13 (28.8%)
1 (2.22%)
28.9

25 (61.0%)
14 (34.1%)
2 (4.88%)

o = O O

*NA = nombre de données manquantes.

Les données qualitatives sont décrites a I'aide des effectifs et fréquences.

Les données quantitatives sont décrites via la médiane et I'écart interquartile [1er quartile ;

3eme quartile].
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2. Trajectoires du taux sérique de SPARC

2.1. Tableau 2.1 : Analyse univariée

Analyse univariée afin de déterminer les variables potentiellement associées a |'évolution de

SPARC au fil des mesures

Variables Coefficient CI[95%] p-val
Age 0.297 -0.283,0.896 0.305
Sexe

1 (ref) - - =

2 10.859 -5.132,27.414 0.194
Stade

(ref) - - -

IIC 1.746 -65.569, 69.459  0.963

ITIA -7.819 -55.045, 40.634  0.773

I1IB 3.888 -45.618, 50.402  0.885

ITIC 3.140 41.315, 49.104 0.902

v -0.872 -42.167,41.692 0.970
Génotype

BRAF muté (ref) - - -

BRAF non-muté -17.194 -30.825, -3.700  0.019
LDH initiales 0.013 -0.006, 0.032 0.178
Types de Traitement

Adjuvant (ref) - - -

Autres -5.781 -33.620, 22.197 0.701

Immunothérapies 6.119 -9.421, 21.986 0.462

Thérapies ciblées 17.907 -5.371,41.170 0.159
Imagerie

Déces (ref) - - -

Maladie stable 88.006 29.346, 148.398 0.005

Progression 22.378 -31.030, 75.347  0.419

Réponse compléte 19.885 -34.046, 72.775  0.472

Réponse partielle 38.619 -15.287,92.045 0.168
Réponse au traitement

Non-répondeur (ref) - - -

Répondeur 11.302 -0.324, 22.713 0.052
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2.2. Tableau 2.2 : Analyse multivariée

Intégrer les variables significatives de la premiére étape en multivarié.

Variables Coefficient CI[95%] p-val
Génotype

BRAF muté (ref) - - -

BRAF non-muté -18.946 -33.267, -4.631  0.0154

Réponse au traitement
Non-répondeur (ref) - - -
Répondeur 10.730 -0.667, 21.680  0.059

La variable de réponse au traitement est a la limite de la significativité. En terme
d'interprétation, nous pouvons dire ici que :
Le taux moyen de SPARC chez les patients « BRAF non muté » est en moyenne inférieur
de 19.0 unités par rapport aux patients « BRAF muté », toutes choses égales par
ailleurs.
Le taux moyen de SPARC chez les patients « Répondeur » est en moyenne supérieur
de 10.7 unités par rapport aux patients « Non-répondeur », toutes choses égales par

ailleurs.
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COMMUNIE Antoine

Evolution de la concentration sérique de SPARC chez les patients atteints de mélanome avancé

Introduction : Le mélanome est un cancer cutané hautement létal avec des taux d'incidence et de mortalité en
augmentation. Les mutations d’oncogénes tels que BRAF favorisent son développement. La réponse au traitement
s’est améliorée depuis I'utilisation des inhibiteurs de points de controle immunitaires (ICI) et des thérapies ciblées,
mais le taux de survie a 5 ans pour le mélanome métastatique reste faible. Secreted Protein Acidic and Rich in
Cystein (SPARC) est une protéine matricielle impliquée dans des mécanismes de remodelage tissulaire, de
morphogenése et d’angiogenése dans plusieurs cancers tels que le mélanome, mais ses effets sur la prolifération
et la propagation métastatique du cancer restent obscurs. Cette étude visait a évaluer la corrélation entre les taux
circulants de SPARC et la réponse au traitement chez les patients atteints de mélanome avancé.

Matériels et Méthodes : Cette étude prospective longitudinale était menée au CHU d’Angers de novembre 2022
a avril 2024 et incluait des patients adultes atteints de mélanome avancé (stade IIB-IV) recevant un traitement
systémique. Tous les 3 mois, des prélévements sanguins évaluaient les taux sériques de SPARC et une évaluation
de la maladie était réalisée a l'aide de scanners corps entier ou de TEP-scanners et d'IRMIRM encéphaliques.
Résultats : Les taux sériques de SPARC étaient significativement plus élevés chez les patients avec un statut BRAF
muté (p = 0,0154) et montraient une tendance a des valeurs plus élevées chez les répondeurs (p = 0,059). Aucune
corrélation n'a été retrouvée entre les taux de SPARC et I'age, le sexe, le stade de la maladie, les concentrations
initiales de LDH ou le type de traitement. Les concentrations de SPARC étaient plus variables chez les patients
mutés BRAF et diminuaient réguliérement chez les patients non mutés.

Discussion : Une expression dérégulée de SPARC peut contribuer a la résistance aux inhibiteurs de BRAF/MEK,
les tumeurs BRAF mutées exprimant fortement SPARC montrant une sensibilité accrue aux thérapies systémiques.
Les limites de I'étude incluent une petite taille et une hétérogénéité d’échantillons de patients. Des études avec
des échantillons plus importants sont nécessaires pour mieux comprendre les niveaux sériques de SPARC au fil du
temps, en particulier chez les patients atteints de mélanome muté BRAF. SPARC pourrait potentiellement aider a
prédire la résistance acquise aux inhibiteurs de BRAF/MEK, guidant des changements de traitement plus précoces.
Conclusion : Cette étude exploratoire est la premiére a évaluer a cette échelle les concentrations de SPARC chez
des patients atteints de mélanome avancé. Elle a montré des taux sériques de SPARC plus élevés chez les patients
atteints de mélanome avancé muté BRAF et chez les répondeurs. D'autres études sont nécessaires pour
comprendre la cinétique de SPARC dans le mélanome avancé, en particulier chez les patients mutés BRAF.

Mots-clés : mélanome avancé, SPARC, inhibiteurs BRAF, biomarqueur

The evolution of circulating SPARC in advanced melanoma patients

Introduction: Cutaneous melanoma is a highly lethal skin cancer with increasing incidence and mortality rates.
Genetic alterations in oncogenes such as BRAF drive melanoma progression. Immune checkpoint inhibitors (ICIs)
and targeted therapies have improved treatment outcomes, yet the 5-year survival rate for metastatic melanoma
remains low. Secreted protein acidic and rich in cysteine (SPARC) is a matricellular protein involved in tissue
remodeling, morphogenesis and angiogenesis mechanisms in several cancers such as cutaneous melanoma, yet
its effects on cancer proliferation and metastatic spreading are not fully understood. This study aimed to assess
the correlation between circulating SPARC levels and treatment response in advanced melanoma patients.
Materials and Methods: This prospective longitudinal study was conducted at Angers University Hospital from
November 2022 to April 2024 and involved adult patients with advanced melanoma (stage IIB-IV) receiving
systemic treatment. Every 3 months, blood samples were collected to assess SPARC serum levels and disease
evaluation was performed using total-body scans or PET-scans and encephalic MRI.

Results: SPARC serum levels were significantly higher in patients with BRAF-mutated status (p = 0.0154) and
showed a tendency for higher levels in responders (p = 0.059). No correlation was found between SPARC levels
and age, gender, disease stage, initial LDH levels, or treatment type. SPARC levels were more variable among
BRAF-mutant patients and decreased steadily in wild-type patients.

Discussion: Dysregulation of SPARC expression may contribute to resistance to BRAF/MEK inhibitors, with highly
expressive SPARC BRAF-mutant tumors showing increased sensitivity to systemic therapies. The study’s limitations
include a small sample size and heterogeneity of the patient sample. Future studies with larger sample sizes are
needed to better understand SPARC serum levels over time, particularly in BRAF-mutant melanoma patients.
SPARC could potentially help predict acquired resistance to BRAF/MEK inhibitors, guiding earlier treatment changes.
Conclusion: This exploratory study is the first to assess SPARC concentrations among melanoma patients at this
scale. It showed that SPARC serum levels are higher in patients with BRAF-mutant advanced melanoma and tend
to be higher in responders. Future research is needed to understand the kinetics of SPARC levels in advanced
melanoma, especially in BRAF-mutant patients.

Keywords : cutaneous advanced melanoma, SPARC, BRAF inhibitors, biomarker
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