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PREFACE 
 

Les gènes de fusion (aussi appelés transcrits de fusion ou ARN chimériques) présentent un grand 

intérêt en clinique car ils constituent des cibles thérapeutiques potentielles idéales, justifié par la 

découverte d'un médicament, l’imatinib mésylate, capable d’inhiber l'oncoprotéine de fusion BCR-

ABL caractéristique de la leucémie myéloïde chronique, et d’induire une rémission totale à 5 ans 

chez plus de 90% des patients (1,2). De nombreux autres succès de thérapies ciblées appliquées 

dans le cadre de produits de fusion ont été reportés jusqu’à aujourd’hui, mais également 

l’utilisation de fusions comme outils diagnostiques dans des groupes de tumeurs extrêmement 

rares (3–9). Par conséquent, la découverte de nouveaux transcrits de fusion dans les cancers 

reçoit de plus en plus d’attention et est en augmentation, notamment grâce au développement du 

séquençage de l'ARN à haut débit (voir article de revue, Chapitre I, partie III-C, Dupain et al., 2017). 

Les cancers pédiatriques comprennent les cas de cancers diagnostiqués chez les enfants et les 

jeunes adultes. Soixante pourcent d’entre eux sont des tumeurs solides. Alors que la majorité des 

patients atteignent une rémission à long terme après traitement, 20% rechutent et décèdent de la 

maladie en raison d'un échec du traitement, faisant des cancers pédiatriques la première cause de 

décès par maladie chez les enfants. Les traitements actuels sont donc à leurs limites de toxicité et 

d'efficacité (10). De nouveaux traitements spécifiques sont nécessaires aussi bien pour améliorer 

la qualité de vie des patients en rémission que pour traiter les patients résistants. 

Les études de séquençage ont montré que les cancers pédiatriques possèdent moins de mutations 

que les cancers adultes, probablement en raison de l'absence d'effets génotoxiques exogènes, mais 

aussi de leur origine embryonnaire (11). En parallèle, il a été rapporté que les tumeurs associées 

aux gènes de fusion présentent généralement un taux de mutation plus faible que les tumeurs 

n’étant pas associées à des fusions (12). Nous avons émis l'hypothèse que les tumeurs 

pédiatriques seraient donc plus susceptibles d'exprimer des transcrits de fusion et que 

leur exploration, en particulier à la rechute où peu de données sont disponibles, pourrait 

contribuer à comprendre la particularité de ces néoplasies et fournir de nouvelles cibles 

thérapeutiques. 

En effet, la plupart des études ont été réalisées sur des patients au moment du diagnostic tandis 

que l'analyse des tumeurs à la rechute est plus rare mais nécessaire pour enrichir le répertoire 

des altérations, y compris les fusions, responsables de la progression tumorale (13).  

Pour cela, nous avons mené une étude rétrospective sur les données de séquençage de l'ARN de 

48 patients pédiatriques en rechute avec différentes tumeurs solides, inclus dans l'étude de 

screening moléculaire menée à Gustave Roussy MOSCATO-01 pour «Molecular Screening for 

Cancer Treatment Optimization» (NCT01566019)(14,15). 
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Le séquençage de l'ARN est un outil puissant, largement utilisé pour découvrir de nouveaux 

événements de fusion. Cependant, l’augmentation spectaculaire de la détection de gènes de fusion,  

inclue aussi bien des évènements initiateurs responsables de l’oncogénicité (appelés « drivers »), 

que des évènements passagers non-impliqués dans l’initiation et la progression tumorale. De plus, 

la détection d’événements non récurrents retrouvés individuellement chez les patients augmente 

également proportionnellement, bien que leur signification biologique soit actuellement peu 

définie (11). Pour répondre aux besoins cliniques et de recherche, il est donc nécessaire de 

disposer d'outils bioinformatiques à la fois spécifiques et sensibles pour la détection des fusions 

à partir du séquençage de l'ARN, mais également intégrant des prédicteurs du potentiel 

oncogénique des fusions. 

Le premier but de mes travaux a donc été d’établir une méthode robuste de détection de 

fusions in silico, et d’identifier de nouveaux transcrits de fusion oncogéniques dans les 

cancers pédiatriques en rechute (Article 1 Dupain et. al, en révision, Molecular Therapy). 

 

Parmi les fusions potentiellement oncogéniques détectées, la fusion LMO3-BORCS5 retrouvée 

chez un patient atteint de sarcome d'Ewing, aussi bien à la rechute qu’au diagnostic, a 

particulièrement retenu notre attention. Par conséquent, le deuxième objectif du projet a été de 

comprendre le rôle et la fonction de LMO3-BORCS5 dans le développement et/ou la 

résistance des tumeurs (Article 2 Dupain et. al, soumis).  

 

Dans ce manuscrit, j’exposerai les connaissances actuelles sur le sujet, les résultats obtenus seront 

intégrés sous forme d’articles suivis d’une conclusion qui ouvrira les perspectives. 
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I. Epidémiologie, classification et traitements actuels des cancers 
pédiatriques 

 

Les cas de cancers surviennent très rarement avant l'âge de 20 ans, et lorsque c’est le cas, ils 

soulèvent un éventail de problèmes médicaux, éthiques et sociétaux. Ces types distincts de 

néoplasmes nécessitent donc des types de traitement spécifiques (16). 

L'oncologie pédiatrique est une discipline médicale relativement récente, considérée comme une 

entité différente des tumeurs adultes dans les années 1960. L'existence de l'oncologie pédiatrique 

est donc fondée sur la compréhension des différences entre les tumeurs des enfants et des adultes. 

Au regard de son existence récente, des progrès spectaculaires et significatifs concernant le 

traitement des patients ont été réalisés sur un temps très court en oncologie pédiatrique et il est 

maintenant observé plus de 85% de rémission chez les enfants et adolescents atteints de cancer 

(17). Néanmoins, l’efficacité des traitements actuels ainsi que leurs fortes toxicités limitent les 

progrès et les taux de survie stagnent. Dans cette première partie, j’exposerai les différents types 

de cancers pédiatriques solides, qui correspondent aux différents diagnostics des patients inclus 

dans la cohorte étudiée dans mon projet de thèse. Ces cancers représentent des pathologies rares 

et peu connues, très différents de l’adulte sur de nombreux aspects qui seront évoqués dans cette 

partie. L’épidémiologie des cancers pédiatriques, les connaissances actuelles et les défis auxquels 

sont confrontés la recherche et la clinique au regard de ces pathologies seront également 

explicités ci-dessous. 

 

A. Généralités sur les tumeurs pédiatriques 

 

Les cancers dits « pédiatriques » regroupent les cas de cancers diagnostiqués chez les enfants 

entre 0 et 14 ans et chez les adolescents, entre 15 et 19 ans. Chaque année en France, 2500 

nouveaux cas environ sont diagnostiqués chez les enfants (1 750 cas) et les adolescents (800 cas). 

Bien que considérés comme maladies rares puisqu’ils représentent environ 1% des cancers totaux, 

le cancer est sur le point de dépasser les maladies infectieuses en étant l'une des causes les plus 

élevées au monde de mortalité liée à la maladie chez les enfants de plus de 1 an (18,19). Dans les 

pays économiquement développés, le cancer pédiatrique représente d’ailleurs la maladie la plus 

fréquente entraînant la mort chez les moins de 15 ans, malgré le fait que la plupart des tumeurs 

pédiatriques soient associées à des taux de survie élevés (17). Selon l’Agence Internationale pour 

la Recherche contre le Cancer (IACR) 3,317 décès dû à des cancers pédiatriques ont été reportés 

en Europe en 2012 et environ 80 000 cas dans le monde (20).  

De plus, une étude internationale également coordonnée par l’IACR a montré que leur incidence 

mondiale est en forte hausse avec une augmentation de la fréquence des cancers pédiatriques de 
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13% en 2001-2010, comparativement aux années 1980, atteignant un taux d'incidence annuel de 

140 par million enfants âgés de 0-14 ans dans le monde entier (16). L’augmentation de cette 

incidence au cours du temps est également visible au niveau européen, pour les deux sexes 

(Figure I A-1) (21).  

 

 

 

 

 

Une partie de cette augmentation pourrait être attribuable à une détection meilleure ou plus 

précoce de ces cancers et à l’amélioration de l’accès aux soins médicaux (22) et beaucoup de cas 

restent encore non comptabilisés et non déclarés en raison d'un manque de registres des cancers 

pédiatriques dans un grand nombre de pays (18).  

Sur l’ensemble des cancers pédiatriques diagnostiqués entre 0 et 19 ans dans le monde, les 

leucémies concernent le plus grand nombre de cas (26%), suivies des tumeurs cérébrales et du 

système nerveux central (18%) puis des lymphomes (14%). Néanmoins, il est important de noter 

que les types de cancers pédiatriques les plus souvent diagnostiqués varient selon les tranches 

d’âge. Ainsi, les leucémies constituent le cancer le plus fréquent chez les enfants de moins de 15 

ans, représentant près d'un tiers des cas de cancer infantile. Les tumeurs du système nerveux 

central arrivent en deuxième position (21% des cas) suivis des lymphomes (12%). Chez les 

enfants de moins de 5 ans, un tiers des cas concernent les tumeurs embryonnaires, telles que le 

neuroblastome, le rétinoblastome, le néphroblastome ou l'hépatoblastome. Chez les adolescents, 

les cancers les plus fréquents étaient les lymphomes (23%), suivis des tumeurs de type 

épithéliales et des mélanomes (21%), puis des leucémies (15,4%) (16). (Figure I A-2). 

 

 

Figure I A-1 : Evolution de l’incidence 

des cancers pédiatriques en Europe 

entre 1980 et 2012. Source: ECIS - 

European Cancer Information System. A 

partir de: https://ecis.jrc.ec.europa.eu. 
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Figure I A-2: Répartition de l’incidence des différents types cancers pédiatriques selon l’âge 

et dans le monde. Adapté d’après les résultats publiés par l’IARC (Internatonal Agency for 

Reasearch on Cancer), par Steliarova-Foucher et. al (16). SNC = Système nerveux central. 

 

En France et selon les registres nationaux recueillis par l’Institut National du Cancer (INCa) entre 

2007 et 2011, cette répartition diffère légèrement chez les adolescents. Ainsi, les lymphomes 

restent en tête des diagnostics les plus fréquents, suivis des tumeurs du système nerveux central 

en deuxième position devant les leucémies et les tumeurs de type épithéliales et mélanomes (19). 

De manière intéressante, la moitié des cancers de l’enfant survient avant l’âge de 5 ans (23). Des 

différences entre les deux sexes sont également observées : chez les garçons, la majorité des 

diagnostics concernent des lymphomes, des médulloblastomes et des sarcomes alors que chez les 

filles, les tumeurs des gonades et des cellules germinales ainsi que les tumeurs de type épithéliales 

(mélanomes, carcinomes thyroïdiens) sont plus fréquentes. (23). 

 

Les hémopathies malignes regroupent les leucémies et les lymphomes et constituent la grande 

majorité des cas de cancers pédiatriques (34%) et sont classées selon l’organisation mondiale de 

la santé en fonction du type cellulaire affecté. 

Les leucémies englobent les hémopathies malignes issues de progéniteurs des cellules 

hématopoïétiques de la moelle osseuse, de type lymphoïde ou myéloïde. Les lymphomes quant à 

eux concernent des hémopathies malignes prenant naissance dans les organes lymphoïdes 

secondaires à partir des cellules lymphocytaires.  

Les leucémies comprennent 80% de leucémies aiguës lymphoblastiques (LAL), 15% de leucémies 

https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-lymphoide-2756/
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aiguës myéloïdes (LAM) et moins de 5% de leucémies myéloïdes chroniques (LMC). Parmi les LAM 

se trouvent différents sous-types hétérogènes, mais les avancées technologiques de ces dernières 

décennies dans les techniques d'analyses moléculaires ont permis d’améliorer leur classification, 

avec l'exemple de la translocation t(8; 21) ou des mutations du gènes FLT3 présents dans certains 

groupes de patients. Les LMC sont caractérisées par la translocation t(9; 22), le chromosome de 

Philadelphie donnant lieu au gène et à la protéine de fusion BCR-ABL. La LMC comprend 

également un sous-type spécifique trouvé uniquement chez les jeunes enfants, la leucémie 

myélomonocitaire juvénile (LMMJ) qui est négative pour BCR-ABL. D'autres types de LMC sont 

également présents et identifiés et comprennent les leucémies myélomonocytaires, monocytaires 

et lymphocytaires chroniques. 

Les lymphomes représentent environ 10% des cas de cancers pédiatriques et sont de deux types : 

non-hodgkinien (62% des lymphomes de l’enfant) et Hodgkinien (38% des cas). Les lymphomes 

non-hodgkiniens (LNH) regroupent le lymphome de Burkitt (environ 40% des LNH soit 2 à 3% de 

tous les cancers infantiles), le lymphome lymphoblastique et le lymphome à grandes cellules 

(représentant ensemble 30% des LNH infantiles totaux) (24). 

Bien que les leucémies et les lymphomes représentent la majorité des cancers pédiatriques, mon 

travail de thèse s’est porté uniquement sur l’analyse des tumeurs pédiatriques « solides ».  Ainsi, 

je ne les mentionnerai pas dans les parties suivantes, en revanche je décrirai de manière plus 

complète les tumeurs de type « solide » que je détaillerai dans le paragraphe C. 

 

B. Particularités des cancers pédiatriques par rapport aux cancers adultes : 
causes, caractéristiques histologiques et traitements des tumeurs pédiatriques 

 

L'incidence des cancers est plus élevée à l'âge adulte que chez les enfants et les adolescents, avec 

en tête les carcinomes, notamment les carcinomes du poumon, colorectaux, du sein et de la 

prostate. En revanche, les cancers pédiatriques ne concernent qu’environ un enfant sur 300 et les 

tumeurs prédominantes sont les leucémies et lymphomes, les tumeurs cérébrales et les sarcomes, 

alors que les carcinomes sont relativement rares (seulement 6% environ des diagnostics de 

cancers pédiatriques (25).  

 

Il est communément considéré que les cancers à l'âge adulte résultent d'un processus multi-

étapes impliquant une succession d’évènements mutationnels (Figure I B-1), souvent provoqués 

par l’exposition à des agents toxiques tels que le tabagisme, l'alcool, les infections virales et 

d'autres facteurs environnementaux. En revanche, les cancers pédiatriques ne peuvent pas être 

justifiés par l’exposition chronique à de tels facteurs favorisant l’accumulation de mutations au 

cours du temps et par conséquent le développement de tumeurs. Ils sont alors plus susceptibles 

de résulter d'événements génétiques moins nombreux mais aux conséquences plus dramatiques, 
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liés à un syndrome génétique héréditaire ou non (25). Ainsi, l’étude des cancers pédiatriques est 

particulièrement importante puisque l'identification d’altérations génétiques à l’origine du 

développement tumoral peut fournir des indications sur les mécanismes tumorigènes et sur la 

biologie des cancers, comme ce fut par exemple le cas pour le rétinoblastome entre autres (26,27).  

 

 

Figure I B-1 : Mutations somatiques acquises au cours des divisions cellulaires mitotiques, 

de l'œuf fécondé jusqu’à une cellule unique cancéreuse et les processus qui y contribuent. 

Adapté d’après Stratton et. al (7). 

Mutation « passenger » = mutation n’ayant aucun effet sur la cellule cancéreuse. 

Mutation « driver » = mutation à l’origine de l’expansion clonale tumorale.  

 

Au vu de ces observations, il apparaît donc logique que les cancers pédiatriques soient considérés 

comme une entité à part entière et différente des cancers de l’adulte, ayant des caractéristiques 

moléculaires et histologiques propres. De ce fait et comme il a été mentionné dans les sous-parties 

précédentes, la classification des cancers de l’enfant est basée non pas sur le site anatomique de 

la tumeur primaire comme chez l’adulte, mais sur le type histologique. Certains types 

histologiques sont notamment retrouvés exclusivement chez les enfants et adolescents, en 

particulier les types embryonnaires détaillés dans la partie I.B.2. L’identification de sous-groupes 

histologiques ayant un impact direct sur le pronostic représente l’un des plus gros défis en 

oncologie pédiatrique (22,28–30). 

Enfin, au regard des traitements, les schémas appliqués chez l’adulte sont souvent transposés chez 

les patients pédiatriques à tort, considérant ainsi les patients pédiatriques comme « adultes 
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miniatures ». Les différents organes et tissus de ces patients contrairement aux adultes sont 

encore en phase de croissance et d’évolution ce qui limite considérablement le choix des 

traitements anticancéreux, pouvant avoir des effets à court et long termes importants et dans 

certains cas irréversibles. L’aspect de prise en considération des impacts sur le futur des patients 

est une caractéristique impactant les décisions thérapeutiques en oncologie pédiatrique et 

constitue l’une des raisons principales à l’impossibilité de transposer des traitements adultes 

directement chez l’enfant. D’un autre côté, l’état de croissance présent dans les organismes de ces 

patients présente l’avantage d’avoir des processus de régénération  nettement plus rapides et 

ainsi les enfants et adolescents traités tolèrent beaucoup mieux les chimiothérapies intensives 

(17). L’application de chimiothérapies à hautes doses a d’ailleurs contribuée en majeure partie à 

l’amélioration considérable des taux de survie en oncologie pédiatrique depuis les années 1980 

(24). 

 
 
 

 

1. Etiologie des cancers de l’enfant et de l’adolescent 
 

Contrairement aux cancers chez l'adulte, seule une faible proportion de cancers de l'enfant ont 

des causes génétiques ou environnementales connues et dans 80-90% des cas ils surviennent de 

manière sporadique. L’hétérogénéité de ces tumeurs aux niveaux biologiques et cliniques ainsi 

que leur très faible incidence rend l’identification de causes spécifiques aux cancers pédiatriques 

très délicate (22). Cependant, quelques facteurs de risque ont été identifiés et regroupent : 

 les facteurs génétiques et maladies d’immunodéficience 

 les facteurs environnementaux 

 
 

a) Prédispositions génétiques et immunodéficiences 
 

Environ 8 à 10% des cancers pédiatriques sont associés à des mutations germinales conduisant à 

une prédisposition cancéreuse (31). Différents troubles génétiques peuvent être associés à un 

risque accru de développement de cancers pédiatriques et peuvent être de différents types (32): 

 Des syndromes génétiques 

 Des prédispositions génétiques autosomales dominantes 

 Des troubles à transmission autosomale récessive 

 Des insuffisances médullaires 

 Des immunodéficiences 
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Les différentes prédispositions génétiques ou syndromes identifiés, ainsi que les gènes et les 

cancers associés connus sont répertoriés dans le tableau I B-1 a. 1. Environ 75 syndromes 

héréditaires de prédisposition associés aux cancers pédiatriques ont été décrits, la plupart d'entre 

eux étant considérés comme rares et avec une transmission autosomique dominante. La 

connaissance des facteurs génétiques de prédisposition est importante non seulement pour 

l'enfant mais également pour les membres de la famille apparentés. L’étude de ces altérations 

contribue également à mieux isoler et comprendre les voies de signalisation responsables de 

l'initiation et/ou de la progression tumorale (17,24). 

Tableau I B-1 a. 1: Syndromes et prédispositions génétiques à l’origine de certains cancers 

pédiatriques.  Adapté d’après https://emedicine.medscape.com/article/989841-overview/ et 

Dupain et. al (9). NBCCS = Nevoid Basal Cell Carcinoma Syndrome; HIV = Human 

Immunodeficiency Virus;  EBV = Epstein Barr Virus;  LAM = Leucémie Aigüe Myéloïde ;  LAL = 

Leucémie Aigüe Lymphoïde. 

 

 

b) Facteurs environnementaux 
 

 

L'implication de facteurs environnementaux dans l'étiologie des cancers de l’enfant est encore 

discutée, cependant elle reste mineure comparativement aux cas adultes. En effet des facteurs tels 

que le surpoids, l'alcool, la sédentarité et le tabac par exemple ne sont pas transposables aux cas 

https://emedicine.medscape.com/article/989841-overview


 

26 
 

de cancers pédiatriques. Certains facteurs environnementaux sont tout de même associés à 

certains types de tumeurs comme les rayonnements ionisants ou certains produits chimiques 

mais de manière générale et jusqu'à présent, les causes de la plupart des cancers pédiatriques 

demeurent principalement inconnues (9,24,32).  

L'effet des facteurs environnementaux externes est également corrélé à la durée de l'exposition 

et n'explique pas le développement de tumeurs chez les nourrissons et les enfants de moins de 5 

ans. Les principaux facteurs associés qui ont été décrits jusqu’ici sont (17,22,24):  

 L’exposition aux radiations : l’utilisation de la radiothérapie pour traiter une première 

tumeur a été associée à un risque plus élevé de développer des cancers secondaires 

(tumeurs osseuses, thyroïdiennes et cérébrales). Les données recueillies provenant des 

conséquences des expositions à la bombe atomique à Hiroshima et Nagasaki constituent 

sans doute les évidences les plus solides. Un lien a également été établi entre les examens 

radiologiques du troisième trimestre de grossesse et certaines leucémies.  

 L’exposition à certains produits chimiques : une forte relation a été suggérée entre 

l'exposition des parents et le cancer de l'enfant associé. Les agents responsables du 

développement de tumeurs comprennent les pesticides (tumeurs du SNC), les solvants 

(tumeurs du SNC, leucémies, neuroblastome, hépatoblastome), les métaux 

(hépatoblastome), les produits dérivés du pétrole (tumeur de Wilms, leucémies, 

hépatoblastome), le plomb (tumeur de Wilms), le bore (tumeur de Wilms) et également 

certaines chimiothérapies (leucémies). La dioxine a également été associée au cancer de 

la thyroïde, à la leucémie myéloïde aiguë (LAM) et au lymphome de Hodgkin et enfin le 

trichloroéthane a été impliqué dans un cas de leucémie. 

 L’infection par des virus:  

o Hépatite C associée au carcinome hépatocellulaire 

o Virus d’Epstein Barr associé au lymphome de Burkitt en Afrique, au lymphome de 

Hodgkin et au carcinome nasopharyngé 

o Papillomavirus humain (HPV pour « Human Papilloma Virus ») de type 16 associé 

aux cancers du col de l’utérus, de la vulve, du vagin, de l’anus, à des cas de 

papillomatose et aux carcinomes oro- et naso-pharyngés. 

 La consommation de tabac, une obésité et d’autres facteurs associés à la mère. 

 

Le faible nombre de patients atteints de cancers pédiatriques et donc inclus dans des cohortes 

d’étude a rendu l’évaluation de l’implication des facteurs environnementaux difficiles. Cependant, 

l'analyse des facteurs héréditaires est de plus en plus fructueuse, compte tenu de l'explosion des 

avancées technologiques de séquençage du génome et de la disponibilité des bases de données 

génétiques. 
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2. Caractéristiques histologiques et moléculaires des tumeurs pédiatriques 
 

Les cancers pédiatriques diffèrent fondamentalement des cancers de l'adulte, non seulement au 

niveau de leur étiologie mais également au niveau biologique (histologique et moléculaire), même 

au sein d'une même pathologie. 

L’une des premières différences frappantes évoquée précédemment, est la faible occurrence de 

carcinomes comparés aux adultes, avec une majorité de leucémies, reflétant une caractéristique 

spécifique de la maladie. Les principales tumeurs cérébrales et autres tumeurs solides qui 

surviennent chez les enfants comme le médulloblastome, le neuroblastome, le 

rhabdomyosarcome, le sarcome d'Ewing, l'ostéosarcome ou la tumeur de Wilms, sont 

extrêmement rares chez les adultes (Figure I B-2) (33). 

Figure I B-2 1: Fréquence des différents cancers diagnostiqués chez les enfants et les 

adultes. LAM = leucémie aigüe myéloïde ; LAL = leucémie aigüe lymphoblastique. Adapté d’après 

Downing et. al (33). 

 

Il a été décrit que de nombreux cancers pédiatriques se développeraient à partir des tissus en 

développement qui subissent une expansion importante au cours de la formation et de la 

maturation précoces des organes, constituant une autre caractéristique propre aux cancers 

pédiatriques (partie I.C.2.) (33,34).  

Ainsi les tumeurs solides, excepté les tumeurs cérébrales et du système nerveux central, peuvent 

survenir à partir des trois lignées germinales: mésoderme, endoderme ou ectoderme (Figure I-

B-2 2) ayant pour conséquence une difficulté à identifier les cellules d’origine des tumeurs 

pédiatriques et une diversité histologique remarquable (35). Par exemple, les cellules tumorales 
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du rétinoblastome s'organisent en sphères contenant des vésicules synaptiques, forment des 

jonctions synaptiques et sécrètent des neurotransmetteurs alors que les cellules tumorales de 

rhabdomyosarcome ont une morphologie organisée en myofibrille avec présence abondante de 

glycogène, rappelant les propriétés du muscle squelettique (35). 

 

Figure I B-2 2: Origines développementales diverses des tumeurs pédiatriques solides. En 

dehors des tumeurs cérébrales, les tumeurs solides peuvent émerger à partir des trois feuillets 

embryonnaires, comme c’est le cas pour les différents exemples cités ci-dessus. D’après Chen et. 

al, (35). GIST = Tumeurs stromales gastro-intestinales, dérivé de l’anglais «Gastro Intestinal 

Stromal Tumors ». 

 

 

En plus de leur diversité, les différents types histologiques sont généralement spécifiques à une 

certaine tranche d’âge, comme il a été évoqué dans la partie I.A (Figure 1). La Figure I B-2 3 

illustre ces différences de manière plus détaillée, avec des tranches d’âge beaucoup plus définies 

et ne se restreignant pas à deux groupes (enfant versus adolescents). Ainsi ces tranches se 

découpent de la manière suivante : 

– tumeurs embryonnaires, caractéristiques de la petite enfance 0 – 5 ans.  

– les sarcomes sont généralement propres aux adolescents, qu’ils proviennent des os ou 

des tissus mous. 

– les carcinomes très rares en pédiatrie, représentent 2% des cancers chez les enfants et 

12% chez les adolescents. 
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Figure I B-2 3: Distribution proportionnelle mondiale des différents types de cancers en 

fonction des tranches d’âge et selon la classification ICC-3. Source : Steliarova-Foucher et. al 

(16). SNC = système nerveux central ; SNS= système nerveux sympathique. 

 

Les cancers de l’enfant et de l’adolescent sont également caractérisés par un comportement 

biologique particulier. Comme décrit précédemment, ces tumeurs sont généralement hautement 

agressives, avec un indice de prolifération cellulaire élevé (temps de doublement se comptant en 

heures et jours plutôt qu’en semaines et en mois comme il est généralement le cas chez l’adulte) 

et accompagnées d’une dissémination métastatique précoce. De plus, le stade de tumeur in situ 

n'est pas reconnaissable dans les tumeurs pédiatriques contrairement aux adultes et par 

conséquent, de manière globale les tumeurs pédiatriques sont considérées comme une pathologie 

aiguë menaçant particulièrement le pronostic vital des patients (17). 

 

Au niveau moléculaire, les cancers pédiatriques sont caractérisés par un nombre moindre de 

mutations par rapport aux tumeurs adultes, comme l'ont souligné plusieurs études (71,72). En 

comparant le nombre de mutations non synonymes par tumeur, il apparaît que les tumeurs avec 

des défauts des systèmes de réparation de l’ADN (cas des tumeurs colorectales) et les cancers 

induits par des mutagènes (cancer du poumon et mélanome) sont les tumeurs adultes ayant le 

plus grand nombre de mutations. En revanche, les tumeurs ayant le plus petit nombre de 
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mutations restent les leucémies et les cancers pédiatriques avec une moyenne de 9,6 

mutations/tumeur (variant de 0,02 mutation par mégabase pour l’'hépatoblastome à 0,49 dans le 

lymphome de Burkitt ; Figure I B-2 4).  

 

 

Figure I B-2 4 : Taux de mutations non-synonymes par mégabase (Mb) dans les cancers 

pédiatriques et adultes. Fréquence des mutations somatiques situées dans des zones codantes, 

parmi 24 types de cancers pédiatriques (n = 879 tumeurs primaires) et 11 adultes (n = 3 281 

tumeurs). Les échantillons hypermutés et hautement mutés sont séparés par des lignes grises en 

pointillé et représentés par des losanges noirs. La médiane des charges mutationnelles de 

mutation médiane sont indiquées par des lignes continues (noir = types de cancer ; violet = 

cancers pédiatriques ; vert = cancers adultes). Source : Gröbner et. al, (36). 

 

 

De plus, plusieurs études ont montré que le profil de mutations au sein d’une même pathologie 

était différent selon leur apparition chez les enfants ou les adultes. Quelques exemples peuvent 
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être cités comme les cas de leucémie aigüe myéloïde et les gliomes de haut grade qui ont des 

profils différents chez les enfants et les adultes (72, 73). En effet, chez les enfants, certains gliomes 

apparaissent au niveau du tronc cérébral sous forme de gliomes infiltrants du tronc cérébral 

(DIPGs pour « Diffuse Instrinsic Pontine Gliomas » en anglais). Les DIPGs présentent des 

mutations uniques dans des gènes codant pour 2 des 16 isoformes de l’histone H3 (37). Ces 

mutations ne sont détectées que dans les DIPGs et, à une fréquence plus faible, dans les 

glioblastomes pédiatriques survenant en dehors du tronc cérébral, mais ne sont détectées dans 

aucun autre type tumoral, que ce soit chez les enfants et adolescents ou chez les adultes (33). 

Ces différences dans les profils et les charges mutationnels pourraient s'expliquer en partie par 

les étiologies différentes des tumeurs pédiatriques et adultes mais aussi par le fait que les cancers 

pédiatriques proviennent de progéniteurs cellulaires. En effet, ces cellules n’ont pas encore eu le 

temps, contrairement à chez l’adulte, de se renouveler et d’accumuler des erreurs et par 

conséquent présentent un faible nombre de mutations (11). 

Gröbner et. al ont montré que TP53 était le gène le plus fréquemment muté (4% des cas), 

cependant ce taux reste dix fois moins important que dans les cancers adultes. De manière 

intéressante, l'ensemble des gènes les plus fréquemment mutés concernent les gènes liés au 

contrôle des modifications épigénétiques (25% des cas) suivi des régulateurs transcriptionnels et 

des gènes associés aux kinases MAP (« Mitogen-Activated Protein ») (12-15%) (36). En effet, 

l’épigénétique joue un rôle majeur dans l’initiation et la progression des tumeurs pédiatriques et 

est devenue un domaine majeur de recherche dans les tumeurs solides pédiatriques, en raison de 

nombreux exemples comme le changement épigénétique observé dans les rétinoblastomes après 

inactivation de RB1, ou encore l’identification de mutations récurrentes dans des régulateurs 

épigénétiques tels que ASXL1/2, BCOR, ATRX, etc. (35,38). 

Enfin, au niveau moléculaire, les cancers pédiatriques sont également caractérisés par la 

récurrence d’altérations (mutations et altérations du nombre de copies) de gènes impliqués dans 

le développement du tissu d’origine, rejoignant la particularité histologique de certaines tumeurs 

à se développer à partir de tissus embryonnaires (39–41).  
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En conclusion de cette sous partie I.C.2, nous pouvons résumer les principales différences 

histologiques et moléculaires des cancers pédiatriques par rapport aux tumeurs adultes selon les 

points suivants : 
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 Types tumoraux différents de l'adulte, très peu de carcinomes parmi les cancers 

pédiatriques 

 Grande diversité histologique  

 Origine embryonnaire 

 Types de cancers spécifiques à certaines tranches d'âge 

 Tumeurs particulièrement agressives à fort indice de prolifération 
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 Peu de mutations 

 Différents profils mutationnels au sein d'une même pathologie entre les cancers 

pédiatriques et adultes 

 Rôle majeur de l'épigénétique dans l'initiation et la progression des cancers 

pédiatriques 

 Récurrence d'altérations génétiques des gènes liés au développement dans les 

tumeurs pédiatriques 

 

 
 

3. Traitement des enfants en oncologie et limites des thérapies classiques 
actuelles 
 

a) Types de thérapies et effets secondaires 
 

Malgré le manque de nouveaux médicaments pour le traitement des cancers de l'enfant au cours 

des 20 dernières années, les taux de survie n’ont cessé de s'améliorer pour atteindre, dans les pays 

développés, environ 80% (22,33). Le tableau I B-3 a. 1 détaille les taux de survie des différents 

types de cancers pédiatriques. Ce succès repose sur l'utilisation de chimiothérapies multimodales 

et à hautes doses combinées à de la radiothérapie. En effet, de par leur caractère hautement 

agressif, ces tumeurs sont généralement particulièrement chimio- et radiosensibles et ont donc 

une bonne réponse aux thérapies (22,33). 

Bien que les taux de guérison des cancers pédiatriques soient parmi les plus impressionnants par 

rapport à ceux des tumeurs adultes, le cancer reste la première cause de mortalité par maladie 

chez les enfants de plus de 1 an dans les pays développés. 
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Tableau I B-3 a. 1 : Taux de survie observés chez les patients atteints de cancer entre 0-19 

ans, entre 1975-1979 comparativement aux taux observés entre 2003-2009, selon les 

différents types de cancers. LAL=leucémie aigüe lymphoblastique ; LAM=leucémie aigüe 

myéloïde. * certains cas ont été suivis jusqu’en 2010. D’après la société américaine du cancer, 2014 

(22).  

 

Les traitements classiques principaux utilisés en oncologie pédiatriques consistent en (17): 

 La chirurgie : elle occupe une place encore très importante dans la prise en charge des 

tumeurs pédiatriques et pour certaines tumeurs elle représente un traitement curatif. La chirurgie 

ne permet qu’un contrôle local de la tumeur. Lorsque la résection tumorale radicale n'est pas 

possible, cela signifie généralement un risque plus élevé de récidive locale ou de rechute. 

 Diverses chimiothérapies à hautes doses : La chimiothérapie est la thérapie systémique la 

plus efficace contre les cancers pédiatriques. Contrairement aux cellules saines, les cellules 

cancéreuses ont la faculté de se développer continuellement sans réponse aux signaux d’inhibition 

de la croissance cellulaire. La chimiothérapie se base sur l’utilisation de molécules ciblant les 

cellules avec un fort index de prolifération, par un effet cytostatique et cytotoxique. Dans les 

protocoles de traitement en oncologie pédiatrique, différentes molécules sont généralement 

utilisées en combinaison (au moins deux médicaments anticancéreux), permettant de réduire les 

risques de résistances. Une chimiothérapie adjuvante est destinée à augmenter ou stimuler les 

effets positifs d'une autre forme de traitement, comme la chirurgie ou la radiothérapie. Une 

chimiothérapie néo-adjuvante est un prétraitement administré afin de réduire la taille d’une 

tumeur cancéreuse avant une intervention chirurgicale (et donc limiter l'exérèse) ou une 



 

34 
 

radiothérapie (augmenter l'efficacité). 

 La radiothérapie : La radiothérapie représente un autre type de thérapie locale. La 

radiothérapie englobe l'utilisation de rayonnements à haute énergie provenant des rayons X, des 

rayons gamma, des neutrons, des protons et d'autres sources afin de tuer les cellules cancéreuses. 

Ces radiations provoquent des dommages à l'ADN dans les cellules cancéreuses exposées. Les 

lésions deviennent, à doses élevées, trop nombreuses pour être réparées par les cellules avant le 

cycle de réplication suivant, et conduisent donc à l'arrêt des divisions cellulaires et à l'apoptose 

des cellules tumorales. En oncologie pédiatrique, les indications pour la radiothérapie ont été 

considérablement réduites au cours des années en raison du risque important de complications à 

long-terme. Les facteurs limitants à l’utilisation de la radiothérapie chez les enfants comprennent : 

la radiosensibilité tumorale, la radiorésistance des organes environnants, la taille du champ de 

rayonnement et la dose cumulée utilisée, l'âge de l'enfant, la combinaison avec la chimiothérapie 

(certains agents sont utilisés comme « radio-sensibilisateurs »). 

 

Dans la plupart des cas, ces différents traitements se font en association (exemple : 

radiochimiothérapie simultanée préopératoire). Les limites majeures de l’utilisation de ces 

thérapies classiques restent leur toxicité, avec des risques de complication et des effets 

indésirables associés (Tableau I B-3 a. 2). L’apparition des différents effets secondaires dépend 

de la localisation tumorale, des doses reçues, des traitements associés et de l’état de santé globale 

du patient.  

Cependant ces effets secondaires sont dits à « court-terme » et sont à distinguer cliniquement des 

effets à « long-terme », qui eux ont tendance à être irréversibles et apparaissent plusieurs mois à 

plusieurs années après le traitement. Ces effets sont variés mais peuvent être cités : 

- Des altérations de la croissance et du développement 

- Des altérations de la fonction de certains organes 

- Diverses maladies chroniques (42) 

- L’apparition de cancers secondaires, avec environ 8% de risques de développer un cancer 

secondaire dans les vingt années après le diagnostic initial  (24,43,44) 

- Des accidents vasculaires-cérébraux 

- Des risques accrus d’obésité 

- Des troubles liés à la reproduction : infertilité, anomalies congénitales, ménopause 

précoce etc. 

- Des troubles psychologiques : troubles du comportement, détresse psychologique, etc. 
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Tableau I B-3 a. 2 : Différents types de traitements classiques utilisés en oncologie 

pédiatrique et effets secondaires indésirables à court-terme.  

 

Différents facteurs de risques sont associés à ces différentes conditions et dépendent des 

traitements reçus, de l’âge au diagnostic ou encore de l’état de santé général du patient (45). Les 

effets secondaires à court et long-terme limitent l’utilisation de doses trop importantes et peuvent 

irrémédiablement affecter la qualité de vie à long terme des patients et représentent donc un 

aspect extrêmement important dans la prise de décision thérapeutique, plus que dans les cas 

adultes. Cependant, étant donné que l’incidence des cancers pédiatriques est en augmentation ces 

dernières années et que le taux de survie global s’améliore, il y aura à l’avenir de plus en plus 

d’adultes ayant été traités pour un cancer dans leur enfance. La mise au point de nouvelles 

thérapies afin de limiter les toxicités et la qualité de vie des patients à l’âge adulte représente donc 

l’un des défis futurs les plus importants en oncologie pédiatrique (24,46–48). 
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b) Utilisation des thérapies ciblées en oncologie pédiatrique 
 

 

Le but dans le futur, en oncologie pédiatrique et aussi adulte, est donc d’introduire de nouvelles 

thérapies moléculaires ciblées qui permettent i) une amélioration de la survie globale des 

patients, ii) une réduction de la morbidité et de la mortalité liées à la maladie et/ou aux 

traitements classiques et iii) une réduction des effets secondaire à long-terme des thérapies 

anticancéreuses.  Les thérapies ciblées ont pour but la destruction des cellules cancéreuses de 

manière plus sélective, en épargnant les cellules et les tissus sains, provoquant par conséquent 

moins d'effets secondaires chez l'hôte par rapport à la chimiothérapie cytotoxique traditionnelle 

(49).  

Les thérapies ciblées font partie d’une « médecine de précision », un terme faisant référence à une 

médecine qui repose sur des traitements développés sur les bases d'une meilleure connaissance 

des mécanismes biologiques conduisant à l'apparition et au développement des tumeurs (50). En 

effet, leur mécanisme passe par une modulation des cibles moléculaires impliquées dans la 

cancérogenèse et la croissance tumorale. 

Ces thérapies peuvent être divisées en deux groupes : les inhibiteurs intracellulaires (petites 

molécules chimiques) et les inhibiteurs extracellulaires (biomédicaments) décrits dans la Figure 

I B-3 b. 1. Il n’existe actuellement pas de consensus sur la définition des thérapies ciblées. 

Certaines classes d’agents anticancéreux partageant des caractéristiques communes avec les 

thérapies ciblées, ne sont pas officiellement classées comme telles (50). Il s’agit de: 

• L’hormonothérapie : qui a pour but de bloquer l’action pro-oncogénique des stéroïdes dans les 

cancers hormonaux-dépendants.  À ce titre, elles peuvent être rapprochées de la classe des 

inhibiteurs de mécanismes oncogéniques. 

• L’immunothérapie. 

 

En 2015 en France et pour le traitement du cancer, 41 thérapies ciblées disposaient d’une AMM 

(Autorisation de Mise sur le Marché) et 2 d’une ATU (Autorisation Temporaire d’Utilisation) de 

cohorte. Parmi ces 43 thérapies, 34 appartiennent à la classe des inhibiteurs intracellulaires et 9 

à celle des inhibiteurs extracellulaires (50). Néanmoins, la majorité de ces médicaments sont 

recommandés uniquement pour le traitement des cancers chez l’adulte. De plus, les médicaments 

qui possèdent une autorisation pour le traitement de cancers pédiatriques ont tous en premier 

lieu été développés chez l’adulte (51). 

Ces thérapies ciblées représentent donc le futur de l’oncologie pédiatrique, où il est nécessaire 

d’éviter les toxicités sur le long-terme et d’augmenter l’efficacité des traitements pour permettre 

aux taux de rémission, actuellement à un plateau, d’augmenter. Le besoin d’identification de 

nouvelles cibles thérapeutiques, passant par une meilleure connaissance des mécanismes 
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biologiques d’oncogénicité est en pleine expansion. Cet aspect est rendu en partie possible au 

cours de la dernière décennie, grâce à : 

- L’émergence et l’application clinique des techniques de séquençage à haut débit, générant 

des bases de données moléculaires de patients à grande échelle.  

- L’étude des tumeurs pédiatriques à la rechute afin de déchiffrer les mécanismes 

responsables des résistances observées chez certains patients et pouvoir mettre en 

évidence des cibles thérapeutiques pouvant être neutralisées avant l’apparition de 

rechute. 

 

 

Figure I B-3 b. 1 : Classification des thérapies dites « ciblées » et leur utilisation en 

médecine de précision. Source: « Les thérapies ciblées dans le traitement du cancer en 2015 - 

État des lieux et enjeux », Institut National du Cancer (INCa) http://www.e-cancer.fr/. 

 

 

Pour résumer, les cancers de l’enfant sont en plusieurs points différents des cancers de l’adulte 

(Figure I B-3 b. 2). Les cancers pédiatriques possèdent donc une classification, une prise en 

charge thérapeutique et une recherche fondamentale et pré-clinique spécifiques et distinctes de 

chez l’adulte.  
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Ces pathologies nécessitent une attention particulière afin de proposer de nouvelles alternatives 

thérapeutiques et mieux comprendre l’étiologie de ces cancers mais peuvent également, comme 

cela a été le cas pour d’autres maladies rares (26), être à l’origine d’importantes découvertes des 

mécanismes d’oncogenèse encore méconnus. 

 

 

Figure I B-3 b. 2: Caractéristiques cliniques, histologiques, moléculaires et thérapeutiques 

spécifiques aux cancers pédiatriques. 

 

 

C. Classification des différents types de tumeurs solides 
 

Les cancers chez les enfants et les adolescents sont classés par type histologique selon 12 groupes 

principaux établis par la classification internationale des cancers infantiles (ICCC) (52). Certains 

des cancers qui se développent chez les enfants sont rarement vus chez les personnes plus âgées, 

notamment les cancers de type « embryonnaires » qui surviennent à partir de cellules 

embryonnaires et proviennent de tissus et d’organes en développement (e.g. neuroblastome, 

medulloblastome, rhabdomyosarcome ou encore rétinoblastome). Certains cancers pédiatriques, 

en particulier ceux qui sont les plus fréquents chez les adolescents, sont à l’inverse plus 

semblables à ceux rencontrés chez l’adulte (e.g. leucémie myéloïde aiguë, lymphome de Hodgkin, 

carcinome de la thyroïde et mélanome). 

Afin de faciliter la description des tumeurs de type « solide », celles-ci seront classées en 4 groupes 

histologiques: les tumeurs cérébrales et du système nerveux central (SNC), les tumeurs d’origine 

embryonnaire, les sarcomes de l’os et des tissus mous et les autres types de tumeurs (22).  
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1. Tumeurs cérébrales et du système nerveux central (SNC) 

 

Les tumeurs cérébrales et du système nerveux central représentent la deuxième catégorie de 

cancers pédiatriques majoritairement diagnostiqués et la première catégorie de cancers 

pédiatriques solides. L'introduction de l'imagerie à résonnance magnétique (IRM) et l'utilisation 

accrue de biopsies assistées par ordinateur ont notamment contribuées à une forte augmentation 

de l'incidence globale au milieu des années 1980.  Avec environ 21% des cas chez les enfants et 

11% chez les adolescents, cette catégorie très hétérogène regroupe une grande variété de 

diagnostics différents (Tableau I C-1 1), classés selon : les types cellulaires et tissulaires affectés, 

la localisation (Figure I C-1 1) et le grade, allant de I (faible) à IV (élevé) (22). Les astrocytomes, 

les médulloblastomes et les ependymomes constituent les entités les plus fréquentes avec environ 

35%, 10-20% et 10% des cas respectivement.  

 

 

Tableau I C-1 1 : Classification des tumeurs du système nerveux central retrouvées chez les 

enfants et les adolescents et leurs grades (de I à IV). Adapté de Frühwald et. al (53), d’après la 

classification de l’Organisation Mondiale de la Santé.  
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La morbidité est l'une des plus élevées dans ce groupe, principalement en raison de la localisation 

des tumeurs qui rend la chirurgie et les traitements difficiles (22). 

 

 

Le traitement appliqué dépend du type de cancer, du grade, de l'emplacement de la tumeur, de sa 

taille et d'autres facteurs pronostiques. Quand elle est possible, une intervention chirurgicale est 

effectuée pour retirer la tumeur tout en évitant d'endommager les tissus sains et celle-ci est 

généralement complétée par une chimiothérapie et / ou une radiothérapie (24). 

La plupart des tumeurs du SNC sont des tumeurs gliales classées selon leur emplacement 

(supratentoriel, cérébelleux ou du tronc cérébral). Les astrocytomes supratentoriels représentent 

de 30 à 40% des cas, tandis que le reste des tumeurs gliales englobent les astrocytomes 

cérébelleux et les gliomes du tronc cérébral (15% chacun). La mise en évidence de sous-groupes 

dans les différentes catégories de cette classification a permis d'apporter de forts outils 

pronostiques comme c’est le cas pour les gliomes exophytiques qui ont un excellent pronostique 

tandis que les tumeurs infiltrantes diffuses sont de mauvais pronostic (22). 

 

2. Tumeurs d’origine embryonnaire  
 

Les tumeurs dites embryonnaires regroupent des tumeurs se développant à partir des cellules 

fœtales embryonnaires. Ces tumeurs sont généralement diagnostiquées chez les enfants avant 

l’âge de 5 ans et sont donc exclusivement spécifiques aux cancers pédiatriques (22). Les différents 

types de tumeurs embryonnaires incluent: le neuroblastome, les tumeurs de Wilms, le 

rétinoblastome et d’autres types de tumeurs telles que les tumeurs embryonnaires avec rosettes 

multicouche (abrégées « ETMRs », selon l’anglais « embryonal tumors with multilayered 

Figure I C-1 1 : Localisation des 

principaux types de tumeurs du 

système nerveux central 

retrouvées chez les enfants et les 

adolescents. Source :  

https://brain-surgery.com/brain-

tumors-in-children-be-aware/ 
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rosettes »), les médulloépithéliomes et les tumeurs tératoïdes/rhabdoïdes atypiques (abrégées 

« ATRT », selon l'anglais « atypical teratoid rhabdoid tumor »). Le médulloblastome fait également 

partie des tumeurs ayant une origine embryonnaire, néanmoins il est également classé dans la 

catégorie des tumeurs du système nerveux central et explicité dans le paragraphe précédent. 

 

a) Neuroblastome 
 
Le neuroblastome est une tumeur embryonnaire du système nerveux sympathique (SNS), 

représentant la tumeur extra-crânienne solide la plus courante chez les enfants (entre 7 et 10% 

des cancers pédiatriques) et responsable de 15% de tous les décès de cancers pédiatriques. En 

France, 130 à 150 nouveaux cas sont observés par an, avec 90% des cas diagnostiqués avant l'âge 

de 5 ans (54). 

Dérivant de la lignée sympathique surrénalienne de la crête neurale, le site primitif peut se 

localiser aussi bien dans l’abdomen, au niveau du sympathique rétro-péritonéal ou de la surrénale 

(70 % des cas), que dans toute autre localisation anatomique normale du système sympathique 

(cou, thorax ou pelvis). La propagation de la maladie se faisant vers les ganglions, la moelle 

osseuse et le squelette, la recherche d’une atteinte à distance du site initial est capitale au moment 

du diagnostic (55). Les neuroblastomes sont classés en différents stades allant de 1 à 4 et 4s. Les 

stades 1, 2 et 3 correspondent aux formes localisées alors que le stade 4 correspond aux formes 

métastatiques. Les pronostics associés à des différents groupes sont variables et dépendent de 

plusieurs paramètres (28): 

- l’âge du patient au diagnostic : Moroz et. al ont montré qu’au-delà de 18 mois le risque de rechute 

était plus élevé (56) 

- la ploïdie cellulaire 

- la présence d’une amplification du gène MYCN, associée à un mauvais pronostic (57) 

- la présence de délétions des chromosomes 1p et/ou 11q, associées à un mauvais pronostic (58) 

- la présence de mutations activatrices du gène ALK, signe de mauvais pronostic (59). 

Sur la base de ces pronostics, les patients sont catégorisés en 3 groupes de risque prédictif de 

rechute : faible, intermédiaire et à haut risque, chaque groupe ayant des significations 

thérapeutiques et pronostiques propres. La probabilité de prolongation de la survie sans maladie 

pour les patients de chaque groupe est de 95% à 100% pour le groupe à faible risque, de 85% à 

90% pour le groupe intermédiaire et de moins de 30% pour le groupe à haut risque (28,59). 

Selon le stade et les facteurs pronostiques, les enfants atteints de neuroblastome sont le plus 

souvent traités par chirurgie et/ou chimiothérapies multimodales; les patients présentant une 

maladie à haut risque peuvent recevoir une chimiothérapie et une radiothérapie à haute dose 

suivie d'une greffe de cellules souches (22). 
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b) Tumeur de Wilms ou nephroblastome 
 

Aussi appelé néphroblastome, la tumeur de Wilms est une tumeur rénale embryonnaire qui 

survient habituellement chez les enfants de moins de 5 ans. C'est la tumeur rénale pédiatrique la 

plus fréquente (92% des tumeurs rénales dans ce groupe et 5-6% des cancers infantiles totaux). 

Les tumeurs de Wilms peuvent également être diagnostiquées chez les adolescents et les adultes 

de manière beaucoup plus rare (moins de 1% des tumeurs rénales), faisant de cette entité une 

particularité d’oncologie pédiatrique (60).  

Environ 10% des cas sont associés à des malformations congénitales, telles que des anomalies du 

tractus urogénital. La tumeur de Wilms est également fortement associée à de nombreux 

syndromes génétiques (voir section I. C. 1.). Au cours de la vie fœtale, le futur rein se développe 

via l'interaction de deux structures fœtales : le bourgeon urétéral (structure épithéliale qui 

formera les tubules rénaux) et le blastème métanéphrogène (tissu mésenchymateux donnant le 

néphron). Dans 1% des cas, le blastème peut persister à la naissance et alors dériver vers une 

transformation tumorale en tumeur de Wilms (60).  

Comme dans le cas du neuroblastome, les tumeurs diagnostiquées dans la petite enfance sont de 

meilleur pronostic. Les autres facteurs pronostiques associés à la survie à long terme 

comprennent un stade peu avancé et une histologie favorable (22,24). Dans la majorité des cas, le 

traitement consiste en une combinaison de chirurgie et de chimiothérapie, avec en plus une 

radiothérapie pour les patients à haut risque. Le néphroblastome ou tumeur de Wilms constitue 

l’un des plus grands succès en oncologie pédiatrique, avec un taux de survie proche de 90% en 

absence de métastases et de 75% en présence de celles-ci (60).  

 

c) Retinoblastome 
 
 
Avec une incidence globale d'environ 2%, le rétinoblastome est une tumeur solide de la rétine 

relativement rare, qui se développe à partir des progéniteurs rétiniens de l'œil en développement. 

Ce type de tumeur survient habituellement chez les enfants de moins de 5 ans et représente 6% 

des cancers dans ce groupe. Les rétinoblastomes peuvent être unilatéraux (un seuil œil touché) 

ou bilatéraux (les deux yeux sont affectés) et 6% sont familiaux contre 94% sont sporadiques.  

Tous les cas de rétinoblastomes bilatéraux sont dus à des mutations germinales du gène 

suppresseur de tumeur RB1 contre 15% des rétinoblastomes unilatéraux sporadiques. En 1971, 

Knudson a proposé l'hypothèse de deux « hits », suggérant que deux mutations chromosomiques 

du gène RB1 étaient nécessaires pour le développement du rétinoblastome (61). Dans le cas des 

rétinoblastomes héréditaires, la mutation initiale du gène RB1 est de type germinal tandis que la 
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deuxième mutation allélique est somatique et apparaît dans les cellules rétiniennes au cours du 

développement. Par conséquent, les cas héréditaires sont prédisposés au développement de 

tumeurs monoculaires (62). 

La survie des patients atteints de rétinoblastome s’est considérablement améliorée avec un taux 

de survie à cinq ans de plus de 90%, cependant le taux de mortalité reste élevé pour cette 

pathologie (50%) (62) . Le type de traitement appliqué dépend en grande partie de l'étendue de 

la maladie et de l’état de propagation aux tissus adjacents, tout en prenant en compte la balance 

efficacité de traitement/préservation de la vue. Les petites tumeurs peuvent parfois être traitées 

par cryothérapie, photocoagulation au laser ou thermothérapie. Les patients présentant une 

maladie unilatérale plus avancée, sans invasion des tissus voisins, sont souvent traités par 

chirurgie (énucléation), qui peut être le seul traitement nécessaire. Les enfants atteints de 

rétinoblastome bilatéral et certains cas de rétinoblastome unilatéral peuvent être traités par 

chimiothérapie pour arriver à une taille tumorale réduite où le traitement local est efficace. Les 

patients atteints d'une maladie plus avancée sont traités par chimiothérapie et parfois par 

chirurgie et/ou irradiation (22,63).  

 

d) Tumeurs embryonnaires rares du système nerveux central 
 
 
Ce groupe de tumeur appartient également aux tumeurs du SNC (section C.1. Tableau 2), mais il 

est important de les mentionner dans cette partie étant donnée leur origine embryonnaire claire, 

caractère spécifique aux cancers pédiatriques. On y retrouve les tumeurs embryonnaires à 

rosettes pluristratifiées (ETMR) et les tumeurs tératoïdes rhabdoïdes atypiques (ATRT). Au 

niveau histologique, ces tumeurs sont caractérisées par la présence de rosettes, c’est-à-dire une 

structure multicouche constituée de cellules tumorales autour d'un lumen.  

 L'ETMR appartient au groupe des tumeurs neuroectodermiques primitives du système 

nerveux central (PNET) et survient typiquement chez les nourrissons et les jeunes enfants (en 

particulier chez les moins de 2 ans), dans la partie supratentorielle du cerveau dans 66% des cas. 

Ces tumeurs sont particulièrement agressives et associées à un mauvais pronostic mais 

extrêmement rares avec seulement une centaine de cas reportés dans la littérature, bien que la 

prévalence soit probablement sous-estimée étant donnée la difficulté à les diagnostiquer (29,64–

66).  

Le traitement des ETMRs consiste en une résection chirurgicale suivie parfois d’un traitement 

adjuvant avec chimiothérapie et/ou radiothérapie maximale, dont le rôle n’a pas clairement été 

établi (64). 

Les tumeurs atypiques tératoïdes/rhabdoïdes (ATRT) sont des tumeurs embryonnaires 

du système nerveux central hautement malignes affectant majoritairement les enfants de moins 
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de 3 ans. Elles constituent environ 1 à 2% des tumeurs pédiatriques du système nerveux central. 

Tout comme les ETMR, l'incidence précise reste méconnue, certainement dû à la reconnaissance 

récente de ces tumeurs comme entité pathologique distincte et non plus comme tumeur neuro-

ectodermique primitive comme ce fut le cas pendant des décennies, et l'absence d'études 

prospectives chez les patients atteints de ce type de tumeur (67). Sur le plan histologique, la 

présence d’une combinaison de cellules rhabdoïdes et d'éléments neuro-ectodermiques, 

épithéliaux et mésenchymateux ainsi qu’une perte d’expression de SMARCB1/INI et 

SMARCA4/BRG1 permet d’aider à poser le diagnostic d’ATRT (67–70).  

Jusqu'à présent, il n'y a pas de consensus concernant la prise en charge optimale de cette tumeur. 

La localisation généralement critique empêche la résection complète chirurgicale de ce type de 

tumeur et le jeune âge des patients restreint l'intégration optimale de la radiothérapie dans la 

prise en charge de cette tumeur agressive (67). 

 
 

3. Sarcomes de l’os et des tissus mous 
 

Les sarcomes sont des tumeurs supposées d’origine mésenchymateuse, constitués de deux 

groupes distincts que sont : i) les tumeurs osseuses et ii) les sarcomes des tissus mous. Comme 

leur nom l'indique, les tumeurs osseuses sont retrouvées à différentes localisations le long des os, 

mais peuvent également se développer à partir du cartilage. Les sarcomes des tissus mous se 

développent à partir des tissus conjonctifs du corps, des muscles, des articulations, de tissus 

adipeux, des nerfs, des tissus cutanés profonds et des vaisseaux sanguins (22). 

Les sarcomes se produisent également plus fréquemment chez les jeunes adultes et les 

adolescents et représentent près de 21% de la totalité des cancers pédiatriques solides contre 

moins de 1% de tous les cancers solides adultes. La grande majorité des sarcomes diagnostiqués 

(tous âges confondus) sont des sarcomes des tissus mous (87,3% versus 12,7% pour les tumeurs 

osseuses, Figure I C-3 1). 
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Figure Figure I C-3 1 : Répartition de l’incidence des cas de sarcomes, en fonction des deux 

familles principales (A) et selon les groupes histologiques de la classification ICC-3 (B). 

Adapté d’après : Burningham et. al, 2012 

 

En pédiatrie, l'ostéosarcome et le sarcome d'Ewing sont les deux types de tumeurs osseuses les 

plus courantes chez les enfants et les adolescents tandis que le type le plus fréquent de sarcome 

des tissus mous est le rhabdomyosarcome (71).  

Bien que relativement rares, les sarcomes sont des pathologies avec de forts taux de mortalité, en 

particulier les sarcomes des tissus mous. La raison principale se trouve dans le manque de 

symptômes distincts aux stades précoces, conduisant à un diagnostic retardé, à un stade avancé 

de la maladie avec présence de métastases dans une grande partie des cas. La recherche de 

nouvelles options thérapeutiques pour les patients pédiatriques avec ces diagnostics est donc une 

priorité. De plus, les sarcomes sont constitués de différentes pathologies hétérogènes, avec plus 

de 50 sous-types histologiques distincts et demeurent des maladies très rares ce qui peut les 

rendre très difficiles à étudier (71). En effet, la classification internationale des cancers de l’enfant, 

établie par l’agence internationale pour la recherche contre le cancer (IARC pour « International 

Agency for Cancer Research ») subdivise les deux grands groupes (les tumeurs osseuses et les 

sarcomes des tissus mous) selon les différents types histologiques des pathologies retrouvées 

(Tableau I C-3 1). 
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Le groupe des sarcomes d’Ewing et autres sarcomes osseux comprend les tumeurs apparentées 

histogénétiquement, dont les tumeurs primitives neuroectodermiques périphériques (pPNET). 

Les autres tumeurs osseuses sont composées des tumeurs du cartilage (chondrosarcomes) et 

d'autres tumeurs osseuses malignes spécifiées (comprenant diverses tumeurs, dont certaines 

sont extrêmement rares chez les enfants) et les tumeurs osseuses non-spécifiées. Le groupe des 

sarcomes des tissus mous est subdivisé en 5 sous-groupes. Le sarcome de Kaposi, lié à l’infection 

par le virus de l’herpès humain 8 (HHV8), se développe particulièrement chez les individus co-

infectés par le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) et se distingue des autres tumeurs 

vasculaires en raison de sa grande incidence dans de nombreux pays africains, touchés par 

l'épidémie du syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA). 

Tableau I C-3 1 : Classification 

internationale des tumeurs 

osseuses et des sarcomes des 

tissus pédiatriques. D’après la 

Classification Internationale des 

Cancers de l’Enfant, troisième 

édition (ICCC-3) (10). 
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Dans cette sous partie, je détaillerai les trois types de tumeurs les plus fréquemment 

diagnostiqués chez les enfants et les adolescents dans le groupe des sarcomes : l’ostéosarcome, le 

sarcome d’Ewing et le rhabdomyosarcome.  

 

a) Ostéosarcome 
 

L'ostéosarcome est une tumeur squelettique primaire de haut-grade caractérisée par la présence 

de cellules fusiformes malignes d'origine mésenchymateuse et de dépôts de matrice ostéoïde 

immature (72). Ces tumeurs sont relativement rares (moins de 1% des cancers totaux), mais avec 

un pic de l'incidence chez les adolescents. Ainsi les ostéosarcomes sont le type de tumeurs 

osseuses le plus fréquent en pédiatrie, représentant environ 3,4% des cas de cancers dans cette 

population et 56% des tumeurs osseuses malignes (72). 

Les ostéosarcomes se développent habituellement dans les zones à croissance osseuse rapide, de 

ce fait ils sont localisées dans la partie métaphysaire des os longs, les sites les plus communs étant 

le fémur distal (30%), le tibia proximal (15%) et l'humérus proximal (10%) (73) (Figure I C-3 a. 

1). Les patients présentent généralement une douleur localisée et un gonflement de la zone 

affectée. L’exposition aux radiations, comme la radiothérapie qui aurait été donnée pour traiter 

un premier cancer par exemple, et les agents alkylants ont été identifiés comme facteurs 

favorisant l’apparition d’ostéosarcome, tout comme certains syndromes de prédisposition 

génétique (ex : rétinoblastome familial et syndrome de Li-Fraumeni) (24). 

Au moment du diagnostic, 20% des patients présentent des métastases dont 75% dans les 

poumons. Aujourd'hui, la majorité des patients est traitée avec la combinaison d’une 

chimiothérapie néo-adjuvante, suivie par une résection chirurgicale et d’une chimiothérapie 

adjuvante postopératoire. Indépendamment du régime de chimiothérapie, la résection 

chirurgicale de la tumeur et des métastases détectables reste une étape essentielle pour améliorer 

la survie du patient et consiste en une chirurgie d'amputation ou de conservation/sauvetage de 

membre (72). De ce fait, le taux de survie à 5 ans de l'ostéosarcome est passé de 45% en 1975-79, 

à 71% en 2003-2009 grâce aux stratégies de chimiothérapie multimodale modernes. Néanmoins 

la survie globale demeure relativement stable depuis plus de deux décennies et il est très probable 

que les améliorations futures proviendront de l’addition de thérapies ciblées et  du traitement 

conventionnel (22,74). 
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Dans cette catégorie de tumeurs, il est important de mentionner leur aspect génomique 

particulier, caractérisé par un nombre élevé de variants structuraux mais peu de variants 

nucléotidiques uniques (SNV pour « Single Nucleotide Variation »). D’autres caractéristiques 

génomiques propres des ostéosarcomes sont nécessaires d’être mentionnées (75–77): 

- Le nombre de mutations faux-sens est d’environ 25 par génome, un nombre plus élevé que la 

majorité des cancers pédiatriques mais qui reste en dessous des scores observés chez les 

cancers adultes 

- Des altérations du gène TP53 sont présentes dans la majorité des ostéosarcomes, sous forme 

de mutations, délétions et réarrangements génomiques 

- Quelques cas arborent une amplification du gène MDM2, un inhibiteur de P53, et constitue 

ainsi un autre moyen indirect d’inactivation de ce gène suppresseur de tumeur. 

- Le gène RB1 est communément inactivé  

- D’autres gènes fréquemment altérés incluent ATRX, DLG2, PTEN et l’axe PI3K/mTOR en 

général 

  

Figure I C-3 a. 1 : Principaux 

sites de manifestation des 

ostéosarcomes chez les 

enfants et les adolescents.  
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b) Sarcome d’Ewing 
 

(1) Incidence, épidémiologie et diagnostic 
 
Le sarcome d’Ewing représente la deuxième tumeur osseuse la plus fréquente (34%) après 

l'ostéosarcome (78), avec un pic d’incidence dans la deuxième décennie de la vie. Environ 80% 

des patients diagnostiqués ont moins de 20 ans, avec une médiane d’âge située à 15 ans (79,80). 

Il a été observé de manière intéressante que les populations caucasiennes étaient plus souvent 

affectées que les populations asiatiques et africaines (79). De même, les hommes sont plus touchés 

par cette maladie que les femmes (59% versus 41%)(81).  Il a été établi qu'entre 1973 et 2004, 

un nombre de 2,93 cas/1000000 de sarcome d'Ewing ont été diagnostiqués, le classant ainsi 

parmi les cancers rares (82). 

Des études utilisant des techniques d’immunohistochimie, de cytogénétique, de la génétique 

moléculaire et de culture de tissus indiquent que le sarcome d'Ewing serait dérivé de cellules 

souches mésenchymateuses, même si des études réalisées in vivo ont remis en cause cette idée 

(81,83). D’autres nomenclatures anciennement utilisées telles que « tumeur neuro-ectodermique 

primitive périphérique », « tumeur d’Askin » (sarcome d'Ewing de la paroi thoracique) et 

« sarcome d’Ewing extra-osseux », souvent regroupées ensemble sous le terme de « tumeurs de la 

famille Ewing » se réfèrent à la même pathologie du sarcome d’Ewing (81). 

La plupart des sarcomes d'Ewing surviennent dans les os (85%) mais peuvent également provenir 

des tissus mous (15%). Les sites d’apparition les plus communs du sarcome d'Ewing sont les os 

pelviens, les os longs des membres inférieurs et les os de la paroi thoracique (Figure 8) (84). 

Environ un quart des patients ont des métastases détectables au moment du diagnostic, situées 

dans la majeure partie des cas dans les poumons et les os ou la moelle osseuse (10% chacun, 

Figure I C-3 b. 1-1) (82) 
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Figure I C-3 b. 1-1 : Différents sites de localisation des tumeurs primaires et des métastases 

du sarcome d’Ewing. La tumeur primitive survient dans 85% des cas dans les os, 

préférentiellement dans la cage thoracique, le bassin et les os longs de la partie inférieure, et dans 

15% des cas dans les tissus mous. Adapté de Bernstein et. al (84). 

 
 
Les symptômes sont habituellement caractérisés par une douleur osseuse extrême, la présence 

d'une masse le long de l'os, une fatigue, une perte de poids inexpliquée et une fièvre intermittente. 

Les tests et procédures suivants peuvent alors être utilisés pour établir le diagnostic (81): 

• Imagerie par résonance magnétique (IRM). 

• Scanner TDM (tomodensitométrie, afin de détecter mes métastases pulmonaires 

• Tomographie par émission de positons (TEP). 

• Scintigraphie osseuse, afin de détecter les métastases osseuses 

• Aspiration de la moelle osseuse et biopsie. 

• Rayons X 

• Numération sanguine complète. 

• Des études biochimiques, comme le dosage de la lactate déshydrogénase (LDH). 

 

(2) Caractéristiques moléculaires 
 

Le sarcome d’Ewing est caractérisé dans plus de  85% par la translocation t(11 ; 22) (q24 ; q12) à 

l’origine du gène de fusion EWS-FLI1 (85) (Figure 9). Le diagnostic moléculaire, utilisant soit 
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l'hybridation in situ fluorescente (FISH) pour détecter le gène de fusion, soit la PCR après réverse 

transcription(RT-PCR) font maintenant partie de l'examen pathologique de routine (82). La fusion 

entre la partie N-terminale de EWS (codant pour une protéine de liaison à l'ARN fortement 

exprimée) avec le domaine de liaison à l’ADN de FLI1, un membre de la famille des facteurs de 

transcription ETS (de l’anglais « Erythroblastalis Transforming-Virus-1 ») conduit à une protéine 

chimérique à activité transcriptionnelle aberrante et responsable de la prolifération cellulaire et 

de la tumorigénicité (85) (Figure I C-3 b. 2-1). Plus précisément, Kovar et. al (86) ont montré que 

la protéine de fusion EWS-FLI1 avait une double fonction dans le processus de transformation 

oncogénique :   

- Une inhibition des protéines P21 et P53 conduisant à une inhibition de l’apoptose dans les 

cellules tumorales.  

- Une activation de la voie de signalisation d’IGF1, contribuant à une augmentation de la 

prolifération cellulaire. 

 

Figure I C-3 b. 2-1 : La translocation réciproque entre les chromosomes 11 et 22 conduisant 

à la formation du gène de fusion EWS-FLI1 et, après transcription et traduction, à une 

protéine chimérique EWS-FLI1 comprenant la partie N-terminale de EWS responsable de 

la régulation transcriptionnelle et la partie C-terminale de FLI1 contenant le domaine de 

liaison à l’ADN. D’après Bernstein et. al (84) 

 

(3) Traitements et taux survie 
 

Le protocole de traitement utilisé comprend généralement une chimiothérapie multimodale néo-

adjuvante avec chirurgie et/ou radiothérapie afin de traiter la tumeur localement puis d’une 
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chimiothérapie adjuvante supplémentaire pour prévenir des rechutes (81). La radiothérapie peut 

parfois être administrée seule dans le cas de tumeurs situées dans des endroits difficilement 

accessibles ou trop grandes pour être réséquées par une intervention chirurgicale. Cependant, il 

a été montré que ces patients avaient un mauvais pronostic et que la thérapie échouait dans 26% 

des cas, un nombre supérieur au taux de rechute observé après chirurgie suivie ou non de 

radiothérapie (4-10%) (87). 

L'introduction de chimiothérapies multimodales en complément de la radiothérapie a 

considérablement amélioré le taux de survie, passant de 59% à 78% chez les enfants de moins de 

15 ans et de 20% à 60% chez les adolescents de 15 à 19 ans entre 1975 et 2010 (78,81). Des études 

internationales coopératives ont conduit à l’établissement d’un protocole de chimiothérapie 

utilisant une combinaison d’agents anti-cancéreux : vincristine, doxorubicine, cyclophosphamide, 

ifosfamide et étoposide, bien que les protocoles thérapeutiques diffèrent entre l’Europe et 

l’Amérique du Nord (82).  Cependant, les traitements conventionnels de cette maladie n'ont pas 

évolué depuis trois dernières décennies et induisent de nombreux effets indésirables à long terme.  

La plupart des études ont alors tenté de comprendre la pathogenèse des sarcomes d’Ewing ainsi 

que les voies de signalisation activées afin de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques.  La cible 

préférentielle étant l'oncogène de fusion EWS-FLI1, mais les techniques de thérapies ciblées 

bloquant son produit n'ont abouti à aucun résultat clinique significatif (78), par conséquent de 

nouvelles cibles sont nécessaires pour cette pathologie. 

 

Différents facteurs peuvent influencer le pronostic des patients atteints de sarcome d’Ewing. La 

localisation de la tumeur primaire au niveau des extrémités distales, une tumeur extra-osseuse, 

un diagnostic à un jeune âge et enfin l’absence de métastases constituent des facteurs de bon 

pronostic (81). La présence de métastase reste le prédicteur le plus puissant puisque le taux de 

survie à 5 ans des patients non-métastatiques au diagnostic est de 70% contre 20-30% en 

présence de métastases (79). 

 

c) Rhabdomyosarcomes 
 

Le rhabdomyosarcome (RMS) est un cancer se développant habituellement dans les muscles 

squelettiques. Ce cancer représente environ 3,5% des cancers infantiles (0-14 ans) et 2% des 

cancers de l’adolescent (15-19 ans), avec un pic de l’incidence chez les enfants de moins de 6 ans 

et au début de l'adolescence (22). Cette incidence est plus ou moins corrélée avec le type de 

rhabdomyosarcome (24). En effet, il existe deux sous-types majeurs: le rhabdomyosarcome 

embryonnaire (eRMS ; environ 75% des cas), plus fréquent chez les enfants de moins de 5 ans et 

chez les garçons, et le rhabdomyosarcome alvéolaire (aRMS ; environ 23% des cas), dont 

l'incidence ne varie pas selon l'âge (22). D’autres rhabdomyosarcomes de types mixtes, 
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pléiomorphiques ou anaplasiques et à cellules fusiformes représentent moins de 2% des cas de 

rhabdomyosarcomes pédiatriques (88).  

 

Les sites anatomiques majeurs de localisation des RMS sont les voies génito-urinaires (24%), la 

zone paraméningée (16%), les extrémités (19%), les orbites (9%), la tête et le cou (10%) et divers 

autres sites constitués de tissus mous (22%) (89). Le plus souvent, les patients souffrant de RMS 

présentent une masse à l’endroit de la tumeur, cependant les signes et les symptômes associés 

dépendant principalement du site de la tumeur primaire (89).  

La majorité des cas de rhabdomyosarcomes alvéolaires est caractérisée, comme dans le cas des 

sarcomes d’Ewing, par la présence d’une translocation spécifique donnant lieu à un gène de fusion. 

Il s’agit des fusion de type PAX3/7-FKHR caractérisées par la translocation t(2;13)(q35;q14) ou, 

moins fréquemment, t(1;13)(p36;p14) donnant lieu respectivement aux fusions PAX3-FOXO1 

(55-70% des cas) et PAX7-FOXO1 (10-22% des cas) (90). La protéine de fusion qui en résulte 

présente une activité transcriptionnelle aberrante due à la proximité entre le domaine de liaison 

à l'ADN de PAX et le domaine d'activation de FKHR (52) (Figure I C-3 c. 1). La détection de ces 

fusions est de ce fait utilisée en routine pour le diagnostic du rhabdomyosarcome alvéolaire. 

Généralement, les patients atteints de rhabdomyosarcome reçoivent une chimiothérapie 

multimodale en plus d’une chirurgie, une radiothérapie ou une combinaison des deux. Bien que le 

taux de survie du rhabdomyosarcome se soit amélioré (de 49% en 1975-1979 à 64% en 2003-

09), il reste inférieur à celui observé pour de nombreux autres cancers pédiatriques et de 

nouvelles études sont nécessaires (22).  
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Figure I C-3 c. 1 : Structure des protéines de fusions dérivées des gènes de fusion PAX-

FOXO1, uniques au rhabdomyosarcome alvéolaire. Ces fusions résultent de translocations 

chrosomomiques rapprochant  les gènes PAX3 ou PAX7 situés sur les chromosomes 2 et 1 

respectivement, et le gène FOXO1 est situé sur le chromosome 13. La protéine chimère obtenue 

contient alors le domaine de liaison à l’ADN de PAX et le domaine de transactivation de FOXO1. 

DP = domaine « paired » ; OP = octapeptide ; HD = homéodomaine ; « Transactivation domain » = 

domaine de transactivation. Source : Mahajan et. al (91). 

 

 

4. Autres types tumoraux 
 

Les autres types tumoraux retrouvés chez les enfants et les adolescents de manière plus rare 

comprennent : 

 Les tumeurs rénales 

 Les tumeurs hépatiques 

 Les tumeurs des cellules germinales et des gonades 

 Les mélanomes 

 D’autres localisations tumorales diverses 

Ces derniers sont détaillés et classés dans le tableau I C-4 1. Dans ce groupe on retrouve 

notamment les tumeurs de type « carcinomes ». Ce terme définit les cancers se développant à 

partir d’un tissu épithélial et peuvent être de 3 types : épidermoïdes (peau, poumons, œsophage 

par exemple), glandulaires (sein, reins, thyroïde, etc.) ou indifférenciés (aucune structure 

tissulaire reconnaissable). Alors que leur incidence est très haute chez les adultes et constitue le 

type tumoral majoritaire, ceux-ci sont beaucoup plus rares chez les enfants, avec une incidence 

inférieure à 1 cas par million chez les moins de 20 ans, et représentant approximativement 6% 

des cancers pédiatriques (25). Chez les jeunes patients, les tumeurs montrant une différenciation 

épithéliale tendent particulièrement à défier les limites du terme «carcinome». A titre d’exemple, 
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les tumeurs de Wilms et les hépatoblastomes sont souvent en grande partie épithéliaux mais ne 

sont généralement pas considérés comme carcinomes.  

Parmi les tumeurs les plus fréquemment étudiées et retrouvées en oncologie pédiatrique de ce 

groupe peuvent être cités le carcinome des cellules rénales, le carcinome hépatocellulaire et les 

tumeurs malignes des cellules germinales gonadiques.  

 

 

Tableau I C-4 1: Autres types tumoraux retrouvés parmi les cancers pédiatriques et 

classification selon la Classification Internationale des Cancers de l’Enfant, troisième 

édition (« International Classification of Childhood Cancers » ICCC-3) (52). 

 

 

 

II. Apport de la génétique moléculaire dans la médecine de 
précision utilisée en cancérologie 

 

 

La découverte de nouvelles cibles ainsi que la meilleure compréhension des cancers pédiatriques 

et des cancers en général, sont aujourd’hui accélérées par l’arrivée des nouvelles techniques de 

séquençage à haut-débit. Ce type de séquençage est également appelé séquençage nouvelle 

génération, séquençage massif, séquençage deuxième génération ou séquençage NGS (de l’anglais 

« Next Generation Sequencing »). 
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Ces technologies ont été introduites sur le marché dans les années 2000 pour répondre à la 

limitation que présente la méthode standard Sanger. Celle-ci permettait de lire des zones 

comprenant jusqu’à 1000 paires de bases en une seule réaction rendant le séquençage d’un 

génome ou même d’un exome humain inenvisageable en un temps limité. Au lieu de séquencer un 

seul fragment d'ADN, cette nouvelle génération de séquençage permet de séquencer en parallèle 

des millions de fragments d’ADN différents en une seule réaction, la rendant significativement 

plus rapide, moins chère, plus précise et plus sensible que la méthode Sanger. L’arrivée de ces 

techniques au milieu des années 2000 a donc permis le séquençage du génome entier, de l'exome 

et du transcriptome, entraînant une baisse de 50 000 fois du coût du séquençage du génome 

humain tout en augmentant les capacités de séquençage (Figure II-1). Le développement du NGS 

permet aujourd’hui à la fois de mieux comprendre les complexités de certains génomes et d’être 

utilisé comme outil clinique (92,93). 

 

 

Figure II-1 : Evolution du coût du séquençage et des données générées depuis 2000. Les 

valeurs des axes des ordonnées des deux côtés du graphique sont logarithmiques. L’axe 

violet représente le coût et l’axe vert le nombre de données générées par semaine. Adapté d’après 

« An introduction to Next-Generation Sequencing Technology », Illumina (94). 

 

Depuis, un nombre croissant de mutations, transcriptomes et méthylomes est répertorié dans le 

monde, dans de nombreuses formes de cancer (95–97) et contribue à l'effort commun pour 

valider de nouvelles altérations oncogéniques, cibles médicamenteuses et biomarqueurs cliniques 

(98). Nos connaissances sur le génome cancéreux se sont considérablement améliorées et ces 

avancées ont permis de comprendre son extrême variabilité biologique, avec une hétérogénéité 

inter-diagnostique, interindividuelle et intra-tumorale (99,100). Il a entre autres été constaté que 

cette hétérogénéité pourrait expliquer les différences de réponses aux traitements observées 

entre les patients, qui ont chacun une biologie tumorale unique (101). Ces variations doivent alors 
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se refléter dans le choix des thérapies affiliées à chaque patient pour permettre une efficacité 

maximale avec des effets secondaires minimes, ce qui a été regroupé sous le terme de « médecine 

personnalisée » ou « de précision ».  La médecine de précision est basée sur la connaissance du 

répertoire des altérations génétiques oncogéniques et la disponibilité de molécules anti-

cancéreuses ciblant ces altérations ou les voies de signalisation associées (98). Ainsi, l’émergence 

de programmes de criblages massifs des altérations moléculaires chez les patients, d’essais 

cliniques de médecine de précision et de nouvelles thérapies ciblées est aujourd’hui en 

augmentation, avec pour but de traiter et classer les patients directement au regard de leurs 

altérations moléculaires (14,15,102,103). 

 

A. Anomalies génétiques recherchées en cancérologie et techniques 
d’analyses de génétique moléculaire à haut-débit 

 

1. Principe général du séquençage haut-débit 
 
Différentes techniques sont actuellement disponibles sur le marché pour le séquençage haut-

débit, dont les trois principales sont : 454 Life-sciences/Roche (104), llumina/Solexa (105,106) 

et Life Technologies (92). Elles reposent sur des principes différents et sont sujettes à des types 

d’erreurs spécifiques. Une description et comparaison des différentes plateformes de NGS est 

fournie par Goodwin et. al (92). Ces différentes technologies consistent cependant en quatre 

étapes communes :  

 

1 / Préparation des librairies d’ADN: 

Etant donné que le séquençage haut débit se fait uniquement sur des molécules d’ADN, chaque 

séquençage débute par l’extraction du matériel à séquencer et la préparation des librairies 

(matrices d’ADN qui seront lues) qui varie selon la source de ce matériel [ADN génomique (ADNg), 

ARN rétrotranscrit aussi appelé ADN complémentaire (ADNc) ou ADN immunoprécipité]. 

Quelle que soit la méthode utilisée, la préparation d’une librairie a pour but de casser l'ADN en 

fragments et d'y ajouter des adaptateurs aux extrémités. Ces adaptateurs vont servir d'amorces 

pour les réactions d'amplification et/ou de séquençage en aval (107). La librairie peut ensuite être 

séquencée directement (une seule molécule d’ADN séquencée) ou amplifiée avant séquençage 

(méthode utilisée dans mon étude) (108). 

Pour l’analyse d’exome et les séquençages de zones ciblées, une étape d’enrichissement est 

nécessaire, qui peut être effectué par hybridation à des séquences complémentaires (capture de 

séquence) ou par PCR (107).  

 

2/ Amplification des molécules par PCR : 
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La plupart des plates-formes de séquençage ne peuvent aujourd’hui pas séquencer une molécule 

unique d’ADN. Une amplification est donc nécessaire pour produire un signal suffisant pour 

détecter l’addition des nucléotides au cours du séquençage. Les stratégies d’amplification varient 

selon les plates-formes (92) et inclue généralement des amplifications en pontage (Figure 18). 

Grâce à la présence d’adaptateurs à la fois sur les fragments d’ADN et sur une matrice solide, 

l’étape d’amplification permet également de séparer et immobiliser les différentes populations de 

fragments d'ADN sur cette surface solide, paramètre nécessaire pour que les millions de micro-

réactions de séquençage puissent s’effectuer en parallèle sur chaque matrice spatialement 

distincte (Figure II A-1 1) (108). 

 

 

3/ Réaction de séquençage (par « ligation » ou par « synthèse ») : 

Les données de séquençage utilisées au cours de mon projet de thèse ont été générées par 

séquençage de synthèse de la technologie Illumina, à l’origine d’environ 90% des données de 

séquençages générées (94). Dans cette technique, l'ADN polymérase catalyse l'incorporation de 

désoxyribonucléotides triphosphates (dNTPs) marqués par 4 fluorochromes différents et un 

terminateur labile, dans un brin de matrice d'ADN fixé sur une surface solide après amplification. 

A chaque cycle séquentiel de synthèse d’ADN, les dNTPs sont incorporés, le terminateur 

empêchant l’ajout d’une nouvelle base. Le milieu réactionnel est ensuite lavé pour éliminer les 

nucléotides non incorporés et les fluorochromes liés aux dNTPs fixés sont excités. Les émissions 

lumineuses émises sont alors captées puis traduites en une séquence informatique. A la fin de 

Figure II A-1 1 : Stratégie 

d’amplification des matrices 

d’ADN par pontage sur surface 

solide (technique Illumina). 

L'ADN fragmenté est hybridé à une 

amorce immobilisée sur support 

solide grâce aux séquences des 

adaptateurs flanqués aux 

extrémités. L’extrémité libre non 

hybridée peut ensuite interagir 

avec d'autres amorces proches, 

formant une structure en pont. Une 

réaction de PCR est utilisée pour 

synthétiser le deuxième brin. 

Source : Goodwin et. al, (91).  
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chaque cycle, le fluorochrome et le terminateur sont clivés (Figure II A-1 2). Chaque séquence  

provenant d’un seul fragment d’ADN lu est appelée « lecture » ou « read ». 

Ce séquençage peut être de type simple (« single-end ») ou apparié (pour « paired-end »). En 

« single-end », une seule extrémité des matrices d'ADN est séquencée, tous les fragments d'ADN 

ayant une probabilité égale d’être lus dans le sens direct ou inverse. En « paired-end », les lectures 

directes et inverses sont appariées et les deux extrémités des fragments d'ADN linéaires sont lues 

(108). Les reads dans le sens direct ou inverse peuvent ou non se chevaucher. Une anomalie dans 

l’alignement attendu sur le génome de référence entre deux extrémités de reads appariés peut 

indiquer une variation structurale. La taille des reads obtenue varie globalement entre 30-400 pb 

pour la technique « single end » et entre 300-500 pb pour le séquençage « paired-end »(108). 

Le choix du séquençage simple ou apparié dépend de l'application clinique et du type d’anomalies 

génétiques recherchées. Le séquençage non-apparié fournit une large quantité de données, 

rapidement et économiquement. Peu de matériel génétique est nécessaire à ce séquençage, et 

l’analyse est simplifiée mais cependant moins précise. En plus de permettre une meilleure 

détection des réarrangements génomiques, le séquençage apparié permet un meilleur alignement 

sur les régions d'ADN contenant des séquences répétées et produit des lectures de séquences 

continues plus longues, utiles pour les séquençages de novo. Ce type de séquençage peut avoir des 

applications multiples puisqu’il ne nécessite ni méthylation de l’ARN ni digestion par des enzymes 

de restrictions. De plus, la petite taille des « reads » rend l’analyse des données plus précise et de 

meilleure qualité. 

Le séquençage par paire a été utilisé pour générer les données de séquençage analysées dans mon 

projet de thèse et sera discuté dans la sous-partie suivante. 

 

Deux notions sont également importantes en NGS et sont choisies en fonction de l’analyse 

réalisée : la couverture et la profondeur. La couverture représente le pourcentage du génome 

de référence couvert par au moins un read. La profondeur représente le nombre unique de reads 

incluant un nucléotide donné dans la séquence reconstituée (109). La plupart des utilisateurs 

déterminent le niveau de couverture nécessaire en fonction de l'application, de la taille du génome 

de référence, du niveau d'expression et de la littérature. Plus le matériel génétique à séquencer a 

une taille importante, plus il sera couteux de séquencer à une grande profondeur. En revanche, 

plus le matériel génétique à séquencer est restreint, plus il sera facile de procéder à un séquençage 

profond. Augmenter la profondeur permet d’augmenter les chances de détecter des altérations 

rares (109). 
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.  
Figure II A-1 2: Séquençage par synthèse: technologie Illumina par terminaison réversible. 

Adapté d’après Goodwin et. al, (92). 

 

 

 

4/ Analyse des données générées. 

Les données brutes lues subissent une série de processus bioinformatiques (regroupés sur le 

terme de « pipeline ») afin de délivrer un fichier final des altérations génétiques détectées. Ces 

processus comprennent le démultiplexage (tri de toutes les lectures par code barre/échantillon), 

l'analyse de la qualité des lectures, la comparaison des lectures à un génome de référence et 

l'identification/annotation des altérations (107). Lorsqu’un génome de référence n’est pas 

disponible, les données de séquençage sont assemblées de novo (Figure II A-1 3). L'alignement 

de séquence et l'assemblage des reads représentent un domaine actif de la recherche 

computationnelle avec de nouvelles méthodes constamment développées (108) 
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Figure II A-1 3 : Résumé 

des étapes de préparation 

de la librairie, 

séquençage et analyse 

des données. L’analyse des 

données peut être fait soit 

par assemblage du génome 

obtenu de novo ou soit par 

alignement sur un génome 

de référence connu. 

Source : Rizzo et. al, (107). 
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Les quatres étapes détaillées ci-dessus sont résumées dans la figure II A-1 4 où sont exposées les 

méthodes utilisées dans le cadre de la technologie Illumina. Sur cette figure est représenté un 

exemple de séquençage génomique (panel A) pour rechercher par exemple des mutations chez 

les patients (panel D). Dans mon projet de thèse, les mêmes étapes ont été réalisées utilisant la 

même technique Illumina, seules la préparation de la librairie (séquençage effectué sur l’ARNm 

après conversion en ADNc) et l’analyse des données (recherche de fusions et non de mutations) 

diffèrent de cette figure II A-1 4 : 

 

 

Figure II A-1 4 : Vue d'ensemble de la chimie du séquençage de nouvelle génération de type 

Illumina, exemple d’un séquençage génomique pour la recherche de mutations.  (A) 

préparation de la librairie, (B) amplification des matrices d’ADN, (C) séquençage, et (D) 

alignement et analyse des données. Source : « An introduction to Next-Generation Sequencing 

Technology », Illumina (94). 
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2. Types d’anomalies moléculaires génétiques recherchées par séquençage 
haut-débit 

 

Les plateformes de NGS regroupent une grande variété de méthodes, permettant aux chercheurs 

et aux cliniciens de poser quasiment pratiquement toutes les questions liées au génome, 

transcriptome ou à l’épigénome. Les méthodes de séquençage diffèrent principalement par la 

façon dont les échantillons d'ADN ou d'ARN sont obtenus (organisme, type de tissu, cellules 

normales ou pathologiques, conditions expérimentales, etc.) et par les options d'analyse des 

données (94,108). Bien que le nombre de méthodes NGS ne cesse de croître, les techniques les 

plus couramment utilisées et leurs applications en cancérologie sont présentées ici et résumées 

dans le tableau II A-2. 

  

 

 

- Le séquençage du génome entier (WGS pour « Whole-Genome Sequencing »), permet un 

séquençage complet du génome tumoral, incluant les régions intragéniques et les introns. Cette 

technique permet d’identifier un large type d’anomalies génomiques cancéreuses comprenant les 

SNVs (« single nucleotide variations » donc les mutations ponctuelles), les variations structurelles, 

des variations du nombre de copies et des pertes d’hétérozygotie. Généralement et afin de 

différencier les altérations somatiques des altérations germinales, le génome tumoral ainsi que le 

génome sain de l’individu correspondant, classiquement obtenu à partir des cellules sanguines, 

Tableau II A-2 : Résumé 
des différents types de 
séquençages possibles 
et des anomalies 
génétiques pouvant 
être détectées par ces 
technologies.  
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sont séquencés en parallèle. Les variations structurelles retrouvées en cancérologie comprennent 

les délétions, les duplications, les insertions, les inversions et les translocations (incluant les gènes 

de fusion). Elles peuvent être détectées grâce à l’utilisation du séquençage « paired-end », en 

pointant les paires anormalement alignées sur un génome de référence. Le séquençage du génome 

entier est généralement utilisé en recherche et offre le maximum de possibilités d’identifier de 

nouvelles anomalies génétiques liées à l’oncogenèse. Néanmoins, grâce à la baisse significative du 

coût du séquençage par la méthode NGS, le WGS sera dans le futur de plus en plus appliqué en 

routine en clinique (108).  

 

- Le séquençage de l’exome (WES pour « Whole-Exome Sequencing), rendu possible grâce 

à une étape de capture des exons avant séquençage (110) permet de séquençer les exons 

d’environ 20000 gènes connus. Le WES donne des informations sur les SNVs, les insertions, les 

délétions et les altérations du nombre de copies retrouvées dans les parties codantes du génome. 

Le WES est généralement plus fréquemment utilisé dans le cadre de travaux de recherche mais 

est de plus en plus appliqué en clinique pour la médecine de précision. 

 

- Le séquençage ciblé, permet de séquencer uniquement un petit panel de gènes connus 

(entre 10 et 500), généralement associés à des anomalies pouvant être ciblées par des thérapies 

disponibles. Il donne des informations sur les SNVs, les insertions, les délétions et les variations 

du nombre de copies. Malgré le fait que très peu d’informations soient obtenues avec ce type de 

séquençage, celui-ci est très utilisé en routine clinique de par son faible coût (94,108). 

 

- Le séquençage de l’ARN est utilisé afin de détecter des variants d’épissage, des transcrits 

de fusion et de quantifier l’expression de gènes. Selon si les ARN totaux, messagers, ou non-

codants sont extraits, différentes informations peuvent être obtenues. Le séquençage du 

transcriptome fournit un aperçu complet du profil transcriptionnel cellulaire à un moment 

biologique donné et améliore la puissance des méthodes de découverte de nouveaux transcrits. 

 
- Le séquençage de l’épigénome est l’une des dernières techniques de séquençage et permet 

de séquencer les zones génomiques méthylées ou associés à de la chromatine (94).  

 

L’identification des anomalies génétiques est réalisée par l’utilisation de logiciels 

bioinformatiques spécifiques et dépend du profil d’alignement des reads au génome, au 

transcriptome ou à l’épigénome de référence choisi (111). La figure II A-2 illustre les différents 

profils de répartition des reads obtenus pour les altérations du génome. Il est important de  

souligner que l’identification de translocations au niveau génomique ainsi que de transcrits de 
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fusions au niveau transcriptomique n’est possible que par la technique de séquençage apparié et 

sera explicitée ci-après. 

 

 

 

Figure II A-2 : Types d'altérations du génome tumoral pouvant être détectées par 

séquençage haut-débit. L’ADN contrôle « sain » du patient ainsi que l’ADN tumoral sont extraits 

et séquencés. La comparaison des deux profils permet d’établir les altérations génétiques 

tumorales présentes. Sur cette figure, les fragments d’ADN de la librairie sont représentés sous 

forme de barres dont les extrémités colorées (en orange ou bleu) correspondent aux extrémités 

séquencées (les « reads »). La partie grise de chaque barre représente la partie non séquencée du 

fragment. Les lectures sont alignées sur le génome de référence (principalement le chromosome 

1 dans cet exemple) et les couleurs des reads indiquent sur quel chromosome ils s'alignent (ici 

orange = chromosome 1 ; bleu = chromosome 5). 

Les mutations ponctuelles ici représentées par une mutation d’une adénosine à une cytosine, et 

les petites insertions et délétions (indels) indiquées par une flèche, sont identifiées par plusieurs 

reads indiquant une séquence non-référencée. Les changements dans la profondeur de 
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séquençage (par rapport au contrôle sain) sont utilisés pour identifier les changements de nombre 

de copies : les carrés gris représentent des lectures absentes (délétion homozygote ou 

hemizygote) ou gagnées (gain/amplification) dans l'échantillon tumoral. Les paires de reads 

s’alignant sur différents loci génomiques (dans ce cas sur les chromosomes 1 et 5) indiquent un 

réarrangement plus large (ici une translocation). Source : Meyerson et. al, (111). 

 

 

3. Cas des puces d’hybridation génomique comparative (CGH array) 
 
La technique des  puces d’hybridation génomique comparative (aCGH pour « array comparative 

genomic hybridization ») est conçue pour identifier les régions génomiques avec altérations du 

nombre de copies. Dans cette méthode, l'ADN provenant à la fois des génomes de référence (sain) 

et testé (tumoral) sont marqués différemment avec des fluorochromes et hybridés de manière 

compétitive à des cibles d'ADN disposées sur une puce (Figure II A-3). La puce hybridée est 

ensuite lue par excitation puis émission des fluorochromes et le ratio d'intensité de signal sur 

chaque cible d'ADN entre la condition saine et tumorale reflète l'état du nombre de copies des 

gènes à un segment du génome donné (Figure II A-3). De nombreuses avancées dans la 

technologie CGH ont été faites depuis son développement au milieu des années 1990 avec une 

meilleure couverture du génome, améliorant sa résolution.  

L’aCGH est généralement utilisé en clinique de par son faible coût, et permet de fournir une 

information sur les altérations du nombre de copies lorsque le WGS n’est pas disponible. Toutefois 

cette technique ne permet pas de détecter les échanges de matériel génétique équilibrés comme 

les translocations réciproques. 
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Figure II A-3: Schéma des étapes de l’utilisation des puces d’hybridation génomique 

comparative (aCGH). L’ADN tumoral et de référence sont marqués de manière différentielle avec 

de la cyanine-5 et de la cyanine-3 respectivement puis sont hybridés de manière compétitive à 

une puce d’ADN génomique. La puce est constituée de cibles d'ADN sélectionnées pour couvrir 

certaines régions chromosomiques ou le génome entier. On a alors plusieurs cas possibles, soit 

une hybridation équivalente des deux échantillons, soit une perte d’hybridation dans l’échantillon 

tumoral (plus d’ADN contrôle hybridé), soit une augmentation de l’hybridation dans l’échantillon 

tumoral (plus d’ADN tumoral hybridé). La puce est ensuite lue par un scanner afin de mesurer les 

signaux de fluorescence, puis le rapport des deux intensités de fluorescence est calculé 

bioinformatiquement. Pour chaque cible, ce rapport indique le nombre de copies relatives. La cible 

est ensuite retracée par rapport à sa position dans le génome humain pour générer un profil par 

chromosome. Source: Theisen, A. (2008), Nature Education. 

 

 

B. Conduite d’essais cliniques guidés par l’analyse du profil moléculaire 
tumoral de patients, obtenu par séquençage à haut débit  

 

1. Généralités sur les essais cliniques de médecine de précision en oncologie 
et exemples 

 
La médecine de précision est définie par l’Institut National de la Santé (NIH « National Institute of 

Health ») comme une approche prenant en compte la variabilité des gènes, des protéines, de 

l'environnement et du style de vie de chaque patient, utilisée pour la prévention, le diagnostic et 

le traitement de maladies (Figure II B-1). Elle combine la pharmacologie et l'étude des gènes, des 

protéines, des métabolites et de leurs fonctions pour développer des molécules plus efficaces et 

moins toxiques (112). Les étapes nécessaires pour l’application et l’évaluation des données 

génomiques en clinique incluent généralement : 1) le diagnostic, 2) l’analyse génomique, 3) la 
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décision médicale d’orientation de traitement au regard des altérations lorsque le patient 

présente des anomalies pouvant être ciblées, 4) l’administration de la thérapie correspondante, 

lorsqu’elle est disponible et 5) le suivi de la réponse du patient (Figure II B-1 1). 

 

Figure II B-1 1: Concept de médecine “de précision” ou “personnalisée” utilisée dans le 

traitement des cancers. Les étapes clés sont les suivantes : 1) le recrutement des patients et 

l'acquisition d’informations cliniques pertinentes, 2) la collecte d'échantillons et l’analyse 

génomique, 3) l’interprétation des résultats de l'analyse génomique basée sur les conséquences 

fonctionnelles et cliniques connues liées à une altération donnée et 4) l’apport de ces informations 

aux cliniciens et aux patients afin d’adapter la prise en charge. Généralement, les patients ayant 

peu de chances de bénéficier des traitements classiques et ont donc un pronostic relativement 

mauvais et/ou sont plus susceptibles de bénéficier d'un nouveau traitement en raison de la 

présence d'anomalies génétiques tumorales prédisant la sensibilité, l'absence de résistance ou la 

toxicité d'un traitement sont inclus dans les essais cliniques correspondants. Sources : 

présentation orale du Dr Marc Deloger dans le cadre de la formation intitulée « Genetic alterations 

in cancer and therapeutic strategies » en 2017, et Dancey et. al, (98). 
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Quelques exemples de thérapies ciblées les plus connues en cancérologie regroupent : 1) 

l’imatinib mesylate ciblant la protéine chimère BCR-ABL causée par le chromosome de 

Philadelphie retrouvé dans plus de 90% de leucémie myéloïdes chronique (2), 2) le cetuximab un 

anticorps monoclonal bloquant le récepteur de l’EGF dans le cas de patients mutés pour KRAS 

dans le cas de cancer colorectal (113) ou encore 3) le trastuzumab, un anticorps monoclonal 

inhibant le récepteur HER2 surexprimé à la surface des cellules de cancers du sein (114). 

 

Les données issues d'analyses rétrospectives et d’essais cliniques précoces ont démontré que la 

stratégie d'association d’agents ciblés avec des altérations génomiques donnait lieu à des résultats 

encourageants (115). De ce fait, l'intégration significative de la génomique dans les soins aux 

patients est de plus en plus accentuée et a donné lieu à l’arrivée d’essais de séquençage « clinique » 

aussi appelés essais cliniques basés sur l’analyse du génome. Ces études ont pour but d’évaluer la 

faisabilité d’un profilage moléculaire en routine ainsi que la capacité à analyser et interpréter 

chaque résultat individuel de séquençage pour permettre d’orienter le traitement du patient et 

son inclusion dans les essais cliniques correspondants (116).  

Contrairement à un essai clinique randomisé classique dans lequel une nouvelle stratégie 

thérapeutique est évaluée par rapport à la pratique standard actuelle, un essai clinique basé sur 

la génomique offre la possibilité de sélectionner de nombreuses options thérapeutiques sur la 

base du profilage moléculaire (98). 

Au cours des deux dernières années, sept études de séquençage « clinique » en oncologie 

pédiatrique ont été publiées et ont abouti à des taux similaires (30-60%) d’altérations pouvant 

potentiellement être ciblées (Tableau II B-1 1) (116).  

 

Tableau II B-1 1: Etudes de séquençage clinique publiées en oncologie pédiatrique. Source : 

Forrest et. al, (116). 
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Ces différentes études de séquençage cliniques permettent ensuite de pouvoir orienter les 

patients vers les essais cliniques de médecine de précision offrant les thérapies ciblées adaptées 

afin de valider l’apport clinique de ces études. 

 Un certain nombre d’essais cliniques de médecine de précision en pédiatrie ont été récemment 

terminés, sont en cours ou bien en développement et peuvent être groupées en 4 catégories 

(Figure II B-1 2) (116) : 

- Les essais cliniques de type “parapluie” (“umbrella”) chez des patients en maladie 

progressive avec un seul type de diagnostic : évaluent l’efficacité de plusieurs traitements avec 

différentes cibles dans un seul type de cancer. Ces essais sont préférables et envisagés lorsqu'une 

bonne compréhension des altérations pouvant être ciblées par thérapies dans un certain type 

tumoral est connue et lorsque la fréquence de ces altérations est élevée. 

- Les essais cliniques de type “panier” (“basket”) chez des patients résistants ou en 

rechute avec différents diagnostics : testent un seul traitement dans un grand nombre de types 

tumoraux présentant toutes une ou plusieurs altérations ciblées par ce traitement. Ils permettent 

d’évaluer l’efficacité d’un même traitement dans différents types de cancers.  

- Les essais à agent unique de thérapie ciblée chez des patients à des stades 

avancés : lorsque les critères d'éligibilité comprennent un biomarqueur génomique, ces essais 

contribuent à notre compréhension de l’efficacité des agents ciblés dans les cancers pédiatriques. 

Ils sont généralement sponsorisés par des laboratoires pharmaceutiques et utilisent bien souvent 

des médicaments principalement développés chez l’adulte. 

- Essais cliniques de précision spécifiques d’un certain type de cancer chez des 

patients au diagnostic : comme pour les essais « parapluie », ces essais nécessitent une 

compréhension des altérations génétiques retrouvées dans un type tumoral donné. De plus, il est 

nécessaire dans ces essais d’avoir des preuves de la relation entre les altérations génétiques, le 

pronostic et/ou l’activité de thérapies ciblées au sein du type tumoral traité. 
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Figure II B-1 2: Types et exemples d’essais cliniques de précision en oncologie pédiatrique. 

Source: Forrest et. al, (116). NCI: National Cancer Institute ; COG:  Children’s Oncology Group ; 

MATCH: Molecular Analysis for Therapy Choice; AcSé-ESMART: Essai thérapeutique du 

programme lancé par l’Institut National du Cancer (INCa); ESMART: European Proof-of-Concept 

Therapeutic Stratification Trial of Molecular Anomalies in Relapsed or Refractory Tumors in 

Children; LAL: Leucémie aigüe lymphoblastique; NEPENTHE: Next Generation Personalized 

Neuroblastoma Therapy; TK: tyrosine kinase; LAL: leucémie aigüe lymphoblastique; BIOMEDE: 

Biological Medicine for Diffuse Intrinsic Pontine Glioma Eradication.  

 

 

2. Cas de l’essai moléculaire de précision MOSCATO-01 conduit à Gustave 
Roussy 

 
Les études de séquençage « clinique » ont avant tout démontré la faisabilité du séquençage sur un 

seul ou plusieurs sites et ouvrent la voie à d’autres essais cliniques ultérieurs conçus cette fois 

pour quantifier l'impact des thérapies ciblées en oncologie pédiatrique. A l’institut Gustave Roussy 

notamment, l’essai clinique prospectif monocentrique MOSCATO-01 (Molecular Screening for 

Cancer Treatment Optimization) incluant des patients pédiatriques a évalué le bénéfice clinique 
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de tester un large éventail de gènes chez des patients atteints de cancers «difficiles à traiter». 

Les patients étaient admissibles s'ils présentaient une tumeur locale à un stade avancé, non 

résécable ou métastatique et ayant progressé à la suite d’au moins une ligne de traitement de 

chimiothérapie et s'ils étaient considérés comme « incurables » par un conseil médical 

multidisciplinaire désigné. Les patients présentant une altération génomique les rendant éligibles 

à un traitement ciblé approuvé dans la pathologie associée ne pouvaient être inclus dans cet essai. 

Après consentement éclairé (numéro de l’essai clinique : NCT01566019), les acides nucléiques 

ont été extraits à partir des biopsies tumorales fraîchement congelées et analysés par hybridation 

génomique comparative (aCGH) et séquençage haut débit (WES, RNA-seq et séquençage ciblé). 

Après ces étapes, le rapport d'analyse génomique est discuté pour chaque patient au cours d'un 

conseil hebdomadaire multidisciplinaire, et une thérapie adaptée est attribuée en conséquence 

(Figure II B-2 1). La capacité d'action d’une drogue sur une cible a été définie par ce conseil et 

selon la disponibilité de médicaments pouvant atteindre directement ou indirectement cette cible. 

Les patients auxquels une thérapie ciblée a été proposée et l’ayant reçue ont constitué la 

population où l’efficacité de la méthode globale a été évaluée. Au total, 1035 adultes ont été inclus 

et cette étude a démontré que le séquençage des tumeurs améliorait les résultats chez 33% des 

patients atteints de cancers avancés (14). 

 

Figure II B-2 1: Processus de prise en charge des patients inclus dans l’essai clinique 

MOSCATO-01 mené à Gustave Roussy, de la biopsie tumorale en passant par l’analyse 

génomique jusqu’à l’attribution d’un traitement ciblé adapté. 

 

L'essai a été adapté en 2012 pour inclure des patients pédiatriques à partir de 6 mois. Pour le 

groupe des adultes, l'objectif principal était d'évaluer le bénéfice alors que pour la cohorte 

pédiatrique, l’étude avait un objectif plus descriptif et de preuve de concept, étant donné la faible 

taille de l'échantillon et l’hétérogénéité des diagnostics. Soixante-treize patients pédiatriques ont 
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été biopsiés dont 69 ayant eu au moins une analyse moléculaire. Des altérations potentiellement 

ciblables ont été identifiées chez 60,9% des patients et ont même conduit à un changement de 

diagnostic chez trois patients (15). 

 

Les données générées chez les patients pédiatriques inclus dans cet essai clinique ont servi 

de base à mon projet de thèse, me permettant de travailler sur les données RNA-seq 

(réalisées chez 48 patients) pour la détection de fusions.  

 

 

3. Limites de la médecine de précision en pédiatrie 
 

a) Limites liées aux cohortes pédiatriques et aux essais cliniques en 
cours  

 

En pédiatrie, en dépit de l’augmentation de la mise en place d’essais de thérapies ciblées basés sur 

l’analyse moléculaire de chaque patient indépendamment, la rareté des tumeurs et par 

conséquent, la difficulté à rassembler des cohortes d’études ayant assez de puissance statistique 

constitue l’une des difficultés principales empêchant l’avancée de la connaissance de ces 

pathologies et l’amélioration des taux de survie (26,98). Les patients atteints de ces cancers rares 

sont, comparativement à certaines tumeurs très répandues de l’adulte, désavantagés en raison du 

défi de la conduite d’essais cliniques dans ce cadre. Cependant, il est attendu que le nombre de 

patients atteints de cancers rares augmente, à mesure que l’identification de sous-ensembles 

moléculaires de cancers augmente. Ceci nécessite alors un changement dans la conduite des essais 

cliniques et de la recherche sur ces types de cancer (26). De plus et de manière plus globale, la 

fréquence des gènes mutés identifiés comme étant liés au cancer est souvent inférieure à 10%, 

ainsi la taille de l'échantillon requis pour les essais en génomique doit être suffisamment grande 

pour permettre d’évaluer l'effet d’un traitement ciblé. En outre, ces problèmes peuvent être 

surmontés par la mise en place d’études multicentriques collaboratives, au niveau international 

(98). 

 

D’autre part, la majorité des données génomique en cancérologie disponibles sont basées sur des 

tumeurs primaires plutôt que sur des cancers métastatiques ou avancés. Ces derniers peuvent 

pourtant fournir des informations précieuses étant donné qu’ils acquièrent généralement des 

mutations supplémentaires responsables de la progression tumorale, de résistances et/ou de 

l’agressivité (117). Ces tumeurs en pédiatrie sont considérées comme des maladies « ultra-

orphelines » exceptionnellement rares et nécessitent également la mise en place d’études 

collaboratives. A Gustave Roussy, l’ouverture récente de l’essai clinique  de précision MAPPYACTS 

(MoleculAr Profiling for Pediatric and Young Adult Cancer Treatment Stratification, 
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NCT02813135), multicentrique et international incluant uniquement des patients pédiatriques 

en rechute ou résistants contribue aux efforts mondiaux pour mieux comprendre les cancers de 

l’enfant et permettre d’augmenter les taux de guérison. 

 

 

b) Limites de l’utilisation des thérapies ciblées pour le traitement des 
cancers pédiatriques en Europe 

 

Jusqu'à présent, la recherche de cibles dans les tumeurs adultes a concentré la plupart des efforts 

pharmaceutiques. Les patients atteints de cancers pédiatriques bénéficient rarement de ces 

découvertes en raison du faible recoupement des anomalies génétiques survenant dans les 

tumeurs adultes. De plus, comme évoqué précédemment, les cancers pédiatriques comportent 

moins de mutations et par conséquent moins de cibles potentielles associées (118). En réalité et 

de manière générale, la majorité des altérations génomiques ont une fonction encore inconnue, 

les empêchant donc d’être ciblées (98). Le recueil de données génomiques ainsi que des études 

fonctionnelles des altérations retrouvées dans les cas de cancers pédiatriques (au diagnostic et à 

la rechute) sont donc nécessaires pour permettre d’augmenter le répertoire  d’anomalies pouvant 

être ciblées (118). 

En plus d’un manque de connaissance des altérations responsables des cancers pédiatriques, il y 

a actuellement relativement peu de thérapies ciblées disponibles pour les enfants (51,118). 

L'accès à de nouveaux médicaments reste une des limites majeures. En effet, pour des raisons 

éthiques il est généralement admis que les nouveaux médicaments doivent d'abord subir des 

essais chez l'adulte avant d'être administrés aux enfants. 

 
Un des inconvénients de la thérapie ciblée, est l’acquisition rapide de résistances (119). Les 

thérapies ciblées sont plus efficaces lorsqu’elles sont combinées à : 1) d’autres thérapies ciblées 

2) des molécules antinéoplasiques, 3) de la radiothérapie et/ou 4) de l'immunothérapie, mais la 

manière optimale de combiner ces traitements n'est pas toujours claire. D’autres tests sont 

nécessaires pour cibler une anomalie moléculaire (118). 

 

 

c) Evolution clonale et hétérogénéité intratumorale 
 

L’approche personnalisée est basée sur l’observation que le cancer est une maladie extrêmement 

hétérogène, avec des différences importantes inter-diagnostic, mais aussi interindividuelles pour 

un même diagnostic. A cela se rajoute l’hétérogénéité intra-tumorale  (117) ; en effet, une tumeur 

est composée de plusieurs sous-clones, divergents dans leur répertoire d’altérations moléculaires 

et conduisant à différentes proportions d’allèles mutées dans un même échantillon de tumeur 
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(Figure II B-3 c. 1). Les techniques actuelles de séquençage étant encore majoritairement 

incapables d’individualiser chaque sous-clone, de nombreuses informations moléculaires sont 

absentes des analyses actuelles. 

 

 

Figure II B-3 c. 1: Hétérogénéité inter- et intra-tumorale. Des variations génétiques et 

phénotypiques sont observées entre les tumeurs issues de différents tissus et cellules, ainsi 

qu'entre des individus ayant le même type de tumeur (hétérogénéité intertumorale). Au sein 

d'une tumeur, il existe une diversité sous-clonale (hétérogénéité intratumorale). Les sous-clones 

tumoraux peuvent présenter une hétérogénéité génétique et épigénétique. L'hétérogénéité 

génétique intercellulaire est exacerbée par l'instabilité génomique et peut favoriser l'émergence 

de sous-clones tumoraux. L'architecture sous-clonale des tumeurs peuvent varier avec le temps 

si elles sont soumises à certains facteurs comme par exemple un traitement. Source: Burrell et. al, 

(120). 

 

Cette évolution clonale de diverses populations au cours de la progression tumorale contribue à 

l’hétérogénéité et est responsable de l’échec des traitements chez certains patients décrits comme 

résistants. En effet, les sous-clones résistants à certaines molécules présents initialement dans la 

tumeur ou apparaissant au cours des thérapies ciblées représentent l’un des défis majeurs  pour 

le succès des thérapies personnalisées (Figure II B-3 c. 2) (101). Les nouvelles techniques de 

séquençage à l’échelle de cellules uniques sont actuellement en développement et permettront de 

mieux comprendre cette architecture clonale chez les patients atteints de pathologie cancéreuse 

(121). 
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Figure II B-3 c. 2: Accumulation de 

mutations « drivers » au cours de 

l’évolution et de l'histoire d'une tumeur. 

L'accumulation de mutations conduit à 

l’apparition de la tumeur primaire, puis à la 

croissance et aux métastases. Les sous-

clones avec de nouvelles mutations 

peuvent devenir dominants au sein des 

métastases ou des tumeurs résistantes ou 

en rechute, dû à des pressions sélectives 

exercées par des chimiothérapies 

cytotoxiques ou ciblées. Source : Dancey et. 

al, (98). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

d) Limites liées au NGS 
 

De manière paradoxale, l'une des principales limites du NGS constitue également son atout 

puisqu’elle réside dans la quantité de données produites : à l’échelle de mégabases (millions) à 

gigabases (milliards), dont l'interprétation est une tâche fastidieuse et dont le stockage reste un 

paramètre limitant (108). De plus, chaque étape de génération des données nécessite un suivi des 

données, un contrôle qualité et des approches analytiques complexes qui reposent sur du 

personnel spécialisé.  

Des limites liées aux techniques de séquençage haut-débit actuellement utilisées peuvent 

également être pointées comme : 1) la difficulté à détecter les variants structuraux de grande taille 

avec des lectures (« reads ») de seulement quelques centaines de paires de bases, 2) l’alignement 
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sur des génomes connus (toujours en raison de la petite taille des lectures) ou encore 3) la 

difficulté à séquencer les zones avec des séquences répétées (107).  

 

C. Conclusion de la partie II 
 
L'accumulation d’analyses de séquençage et de données issues des essais cliniques guidés par la 

génétique moléculaire, ainsi que les résultats des études biologiques associées et le 

développement continu de médicaments permettent d'approfondir les découvertes et d'élargir 

les possibilités de traitement ciblés pour les enfants atteints de cancer (116). Les défis principaux 

pour l’approche de médecine personnalisée/de précision en pédiatrie comprennent la sélection 

de cibles optimales, l'analyse des données de NGS, la compréhension des profils génétiques, la 

détermination de combinaisons appropriées de thérapies et la résolution des défis 

organisationnels, commerciaux, réglementaires et sociétaux (101).  

Cette médecine de précision est en constante évolution et dans le futur, de nouvelles approches 

seront attendues. Parmi elles, les biopsies tumorales liquides permettant d’identifier l'ADN 

provenant de cellules cancéreuses dans le sang seront optimisées grâce à la diminution des coûts 

de séquençage et du développement du séquençage de cellule unique. Ces biopsies, en plus d’être 

non-invasives, permettent un suivi fréquent de l’évolution tumorale pendant et après traitement 

pour détecter l’apparition de résistances  (118,122). La gamme d’altérations génomiques 

analysées ne sera certainement plus restreinte à l’analyse du génome mais aussi au séquençage 

des altérations épigénétiques (épigénomique), des néo-antigènes tumoraux et du répertoire des 

lymphocytes T, des petits ARNs et micro-ARNs mais également à l'application de la 

métabolomique pour comprendre et prévoir rationnellement les réponses aux traitements et les 

profils de toxicité (Figure II C) (118). 

 

Figure II C : Orientations futures 

en médecine de précision.  De 

nouvelles études pourraient définir 

les rôles cliniques de plusieurs 

nouveaux domaines de la médecine 

de précision, dont quatre 

comprenant: l’épigénomique, le 

profilage des petits ARNs, les 

néoantigènes et le répertoire 

d’épitopes ainsi que le séquençage à 

cellules uniques et l'ADN circulant. 

Source: Mody et. al, (118) 

 



 

78 
 

III. Transcrits de fusions et cancers 
 

A. Généralités 
 

 

La capacité à établir le portrait génomique complet d'un patient représente l’une des conditions 

préalable indispensable pour faire de la médecine personnalisée une réalité. En cancérologie, de 

nombreuses études ont porté sur la recherche des mutations, des insertions, des délétions et des 

variations du nombre de copies (11,123–126). Bien que ces altérations constituent une grande 

partie des modifications génétiques tumorales, les gènes de fusions jouent également un rôle 

essentiel dans l'oncogenèse (127). 

Les progrès des technologies NGS ont permis une meilleure compréhension de ces événements, 

au regard de leur prévalence et leur rôle et un nombre croissant de nouvelles fusions sont 

découvertes d’années en années. Cependant, leur utilisation en clinique reste principalement 

limitée par le manque d'études fonctionnelles, afin de déterminer les conséquences biologiques à 

la fois dans un contexte cancéreux mais également dans des cellules normales (12,128).  

Aussi appelés « transcrits de fusion », « oncogènes de fusion » ou encore « oncogènes de jonction », 

ils peuvent être provoqués par des évènements au niveau génomique (translocation, inversion, 

insertion, délétion) ou transcriptionnel (« readthrough » ou évènements d’épissage) (12,129).  

Au niveau génomique, les points de cassures peuvent aussi bien se situer dans la partie 5’UTR, la 

région codante (CDS), une région non-codante ou dans la partie 3’UTR (Figure III-A 1) et ainsi 

avoir différentes conséquences : la formation d’une oncoprotéine chimérique, une surexpression 

aberrante (généralement d’un oncogène) ou la disruption d’un gène (généralement un 

suppresseur de tumeur) (Figure III-A 2). 
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Figure III-A 1 : Schéma des points de cassure des partenaires impliqués dans une fusion de 

deux gènes. Le violet indique le partenaire 5 ', et le vert indique le partenaire 3'. Les points de 

cassure peuvent se produire dans les régions génomiques suivantes: 5'UTR (triangle), séquence 

codante (CDS, rectangle), 3'UTR (cercle) et région non codante (bâtonnets arrondis). Pour chaque 

événement de fusion, une ligne pointillée relie les points de rupture dans les partenaires 5 'et 3' 

pour illustrer la fusion prédite. La taille du cercle et les nombres (en gris clair) représentent le 

nombre total de fusions détectées dans la chaque catégorie. Source : Gao et. al, (130). 



 

80 
 

 

Figure III-A 2 : Evènements génomiques et transcriptionnels responsables de la formation 

de transcrits de fusions et conséquences fonctionnelles possibles. Les « read-through » sont 

provoqués suite à de défauts dans la terminaison de la transcription, conduisant à une lecture au-

delà de la limite du gène 3’. Adapté d’après Mertens et. al, Zhang et. al et Kuehner et. al 

(12,129,131). 

 

L'étude des fusions spécifiques aux cellules cancéreuses peut contribuer à la prise en charge en 

clinique de plusieurs manières. Premièrement, elles peuvent être utilisées comme cibles 

thérapeutiques dans différents types de cancer lorsqu'elles sont spécifiques aux cellules 

cancéreuses et responsables de la progression tumorale. Quelques exemples comprennent les 

fusions impliquant les gènes ALK, RET, BRAF, RAF1, FGFR1-4, TFE3, NTRK et NOTCH1-3 (123). 

Deuxièmement, elles peuvent également servir de biomarqueurs diagnostiques ou pronostiques 

comme c’est le cas pour EWS-FLI1 dans le sarcome d'Ewing, PAX3/7-FOXO1 dans le 

rhabdomyosarcome alvéolaire, DNAJB1-PRKCA dans le carcinome fibrolamellaire 

hépatocellulaire (FLHCC) ou TMPRSS2-ERG dans le cancer de la prostate (9,123). Certaines 

fusions peuvent être à la fois des cibles thérapeutiques et des biomarqueurs diagnostiques, 

comme BCR-ABL retrouvée dans la leucémie myéloïde chronique (LMC) et ciblée par l’imatinib 

mesylate (2) ou PML-RARα retrouvée chez les patients atteints de leucémie aiguë 

promyélocytaire et ciblée par un traitement à l’acide rétinoïque (132). 

Les fusions peuvent également contribuer à classer les patients en sous-groupes moléculaires et 

à mieux comprendre la biologie de malignités rares telles que C11orf95-RELA retrouvée dans 

l'épendymome supratentoriel, DNAJB1-PRKCA dans le FLHCC ou HEY1-NCOA2 dans le 

chondrosarcome mésenchymateux (133–135). De plus, le suivi de la maladie résiduelle minimale 

par quantification des transcrits de fusion associés au cancer chez les patients peut fournir une 

indication de la réponse au traitement comme c’est le cas pour BCR-ABL ou NPM-ALK dans le 
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lymphome anaplasique à grandes cellules (136,137). Enfin, et de manière intéressante, très peu 

d'études ont établi une relation entre l'expression des transcrits de fusion et la résistance aux 

traitements anticancéreux, évoquant la nécessité d'explorer cette composante. Par exemple, la 

fusion TMPRSS2-ERG conduit à une augmentation de l'efficacité de réparation de l'ADN et confère 

une résistance des cellules cancéreuses de la prostate à la radiothérapie (138). Dans les leucémies, 

les fusions BCR-ABL, ETV6-RUNX1 ou impliquant MLL ont, de leur côté, été associées à une 

résistance à l'apoptose, suggérant un impact potentiel sur la sensibilité aux traitements (139). 

Plus récemment, Hartmaier et. al ont révélé que les fusions avec le gène ESR1 étaient 

prépondérantes dans les cancers du sein métastatiques ER-positifs, et pouvaient être à l’origine 

des résistances aux traitements endocriniens (140). 

 

B. Méthodes de détection des transcrits de fusion 
 

Les nouvelles méthodes de séquençage haut-débit ont largement contribué à l’identification de 

nouvelles fusions. Comme décrit dans la partie II-A 2, les gènes ou transcrits de fusions peuvent 

être détectés à partir des donnés de séquençage du génome entier (WGS) ou de l’ARN (RNA-seq).  

L’utilisation des données de RNA-seq comporte cependant plusieurs avantages et est, de ce fait la 

technique la plus employée pour la recherche de fusions (141). Ceci est dû : 

- à son faible coût par rapport à la taille des données générées et du temps d’analyses 

moindres comparativement au WGS, 

- à une détection au niveau transcriptionnel mettant en évidence la transcription du gène 

de fusion,  

- à la capacité de détecter des transcrits de fusion dus à des évènements transcriptionnels 

tels que les « readthrough » et les évènements d’épissage. 

L’analyse de la présence de fusions à partir de données de WGS ou RNA-seq est réalisée à l’aide de 

logiciels bioinformatiques spécialisés (141). A ce jour, il existe des dizaines d'outils 

bioinformatiques pour la détection de fusion, chacun différant en termes de sensibilité et de 

spécificité, en fonction de leurs algorithmes et des différents filtres appliqués.  Plus précisément, 

ces logiciels diffèrent selon le format de reads pris en compte (non-apparié « single-end » ou 

apparié « paired-end »), le type de séquençage, le génome de référence sur lesquels l’alignement 

est réalisé, ou encore selon les critères de sélection d’une fusion (distance minimale entre deux 

« reads » d’une paire, nombre de nucléotides séquencé de chaque côté d'un point de fusion, 

présence de « read-through » ou encore nombre de reads correspondant à des régions 

homologues ou répétées) (142). Les principaux outils pouvant être utilisés et leurs 

caractéristiques sont récapitulés dans le Tableau III-B 1. 
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Quels que soient les outils utilisés, la méthodologie reste identique et se compose de trois étapes: 

 

1. Alignement des reads et filtrage 

Initialement, quelques études ont évaluées la présence de fusions en utilisant un séquençage 

non-apparié, cependant aujourd’hui le séquençage apparié (« paired-end »), plus sensible est 

majoritairement utilisé. 

Un « read » contenant une séquence de jonction est appelé «split-read » ou « junction read » et 

ne s’aligne pas directement sur le génome de référence (Figure III-B 1, encadré en violet). 

Lorsque deux « reads » d’une même paire s’alignent sur deux gènes différents sur le génome de 

référence mais la séquence de jonction n’est pas contenue dans un des deux « reads », il s’agit 

d’une paire de « spanning reads » (Figure III-B 1, encadré en orange).  L’analyse à la fois des 

« split reads » et des « spanning reads » permet l’identification de fusions (Figure III-B 1). 

 

 

Figure III-B 1: Deux approches pour les étapes initiales de la détection de fusions. Les 

fragments d’ADN de la librairie sont représentés par des bâtonnets, ayant une partie non colorée 

correspondant à la partie non séquencée et une partie colorée (vert, rouge, bleu ou jaune) 

correspondant à la partie séquencée (les « reads »). (a) Approche de «l’alignement en premier ». 

Les lectures appariées sont alignées en premier pour déterminer le point de jonction grâce aux 

«spanning reads» et «split reads». (b) Approche de «l’assemblage en premier», les lectures 

appariées sont d'abord assemblées de novo pour obtenir un transcriptome ayant une jonction de 

fusion qui est ensuite aligné sur des séquences de référence. L’approche (a) est la plus rapide et 

la plus couramment utilisée. Adapté d’après Kumar et. al, (141) 
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2. Détection du point de jonction de la fusion 

Après l’alignement, les reads non-pertinents pour la détection de fusions sont éliminés de 

l’analyse. En revanche, les reads ne correspondant pas à des régions connues du génome 

(représentant des potentiels “split reads”) sont mémorisés [Figure III-B 2 (ii)]. Les locus de 

jonction et les transcrits de fusion putatifs sont ensuite prédits. Les reads qui ne correspondaient 

à aucune région sont alors alignés sur les transcrits de fusion prédits. 

3. Assemblage et sélection du transcrit de fusion 

Après avoir identifié les points de jonction des fusions, les séquences sont générées en joignant 

celles correspondant aux deux gènes partenaires [Figure III-B 2 (iii)]. Les fusions candidates 

appuyées par le plus de « reads » peuvent représenter les candidats les plus probables, cependant 

en éliminant les fusions ayant peu de « reads », le risque de rejeter des fusions réelles peu 

exprimées augmente.  

Figure III-B 1 : Etapes de détection de fusions à partir de donnée de séquençage haut-débit. 

Dans cette figure également, les fragments d’ADN de la librairie sont représentés par des 

bâtonnets, ayant une partie non colorée correspondant à la partie non séquencée et une partie 

colorée (vert, bleu, violet ou jaune) correspondant à la partie séquencée (les « reads »). (i) les 

paires de reads sont alignées sur des séquences de référence et des reads discordants sont 

directement alignés sur les gènes de fusions potentiellement détectés. (ii) Pour les paires dont au 
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moins l’un des deux reads ne s’aligne pas à la séquence de référence (potentiels « split reads »), la 

paire non alignée est découpée virtuellement en segments à aligner avec les fusions potentielles 

estimées. Ici, les deux morceaux d’un même read sont reliés par une ligne pointillée. (iii) Les 

séquences des fusions candidates sont assemblées. (iv) Séquences de fusion avec la probabilité la 

plus élevée d'être des fusions réelles. La ligne pointillée verticale représente le point de jonction 

de la fusion. 

 

Le séquençage de l'ARN permet de détecter de nouvelles fusions non découvertes à grande échelle 

mais cependant, comme en témoigne l'augmentation spectaculaire des fusions de gènes reportées 

depuis son introduction, ces analyses comprennent également des événements «passagers» 

(secondaires et non responsables de la progression tumorale). Ces évènements passagers sont 

présents en raison de la grande instabilité génomique des cancers et du caractère non-récurrent 

(dans des patients uniques) de la large majorité des fusions détectées et dont la signification est 

actuellement peu claire (12). Une approche utilisant plusieurs logiciels simultanément (méthode 

appelée de « meta-caller ») a été montrée comme permettant de combiner ces différents 

paramètres et ainsi d’augmenter la sensibilité et la spécificité (142). Cette approche a été utilisée 

lors de mes travaux de thèse où trois logiciels ont été combinés pour la détection de fusions à 

partir de données de RNA-seq. 

 

C. Article de synthèse décrivant les gènes de fusion et les cancers 
pédiatriques  

 
Revue « Relevance of fusion genes in pediatric cancers: toward precision medicine » 

 
Dans cet article, nous décrivons d’une manière assez exhaustive les gènes de fusion connus et 

retrouvés dans les cancers pédiatriques ainsi que l’importance de leur détection dans le 

développement de la cancérogenèse et dans le traitement de ces cancers. 
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Pediatric cancers differ from adult tumors, especially by their
very low mutational rate. Therefore, their etiology could be ex-
plained in part by other oncogenic mechanisms such as chro-
mosomal rearrangements, supporting the possible implication
of fusion genes in the development of pediatric cancers. Fusion
genes result from chromosomal rearrangements leading to the
juxtaposition of two genes. Consequently, an abnormal activa-
tion of one or both genes is observed. The detection of fusion
genes has generated great interest in basic cancer research
and in the clinical setting, since these genes can lead to better
comprehension of the biological mechanisms of tumorigenesis
and they can also be used as therapeutic targets and diagnostic
or prognostic biomarkers. In this review, we discuss the molec-
ular mechanisms of fusion genes and their particularities in pe-
diatric cancers, as well as their relevance in murine models and
in the clinical setting.We also point out the difficulties encoun-
tered in the discovery of fusion genes. Finally, we discuss future
perspectives and priorities for finding new innovative therapies
in childhood cancer.

Pediatric cancers represent 1% of all cancers1 and comprise cancer
cases diagnosed in children younger than 14 years2 and adolescents
and young adults aged 15–19 years.3 Pediatric cancers include more
than 60 different types of cancer derived from different tissues.
More than 250,000 cases are diagnosed worldwide each year among
children and adolescents younger than 20 years (http://www.
childhoodcancerinternational.org). Although 80% of pediatric pa-
tients reach long-term remission after treatment, 20% die from recur-
rence of the malignancy; therefore, more therapeutic targets are
needed to improve survival rates.1 Moreover, current treatments are
based on multimodal aggressive chemotherapies, and it is well known
that antineoplastic treatments have long-term side effects that could
impact patients’ quality of life.4

Pediatric cancers differ from adult cancers. In fact, most pediatric
cancers arise from embryonal rather than epithelial cells;5 conse-
quently, the etiology of pediatric cancers is different. Zhang et al.6 pre-
viously reported that 8%–10% of pediatric cancers are associated with
germline alterations leading to a cancer predisposition (Table 1). The
involvement of environmental factors in childhood cancer etiology is
still discussed, but there is clearly a lower implication of exogenous
toxic effects in children than in adults (e.g., smoking, alcohol con-
sumption, sun exposure, and overweight and sedentary lifestyle).
Very few environmental factors have been related to pediatric cancers
Molecular
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to date: ionizing radiation and electromagnetic fields are some of the
effects that remain a source of controversy, whereas some chemicals
such as dioxin, trichloroethane, pesticides, solvents, metals, petro-
leum products, boron, and pollution have been associated with spe-
cific cancer types.7,8 Other factors such as epigenetics and immune
system deregulation have also been identified as being responsible
for tumorigenesis.9,10

Vogelstein et al.11 highlighted that pediatric cancers usually harbor
fewer genetic mutations than adult cancers. They explained that the
lower mutation rate found in pediatric cancers may be due to the
embryonal origin of these cancers, which did not have enough time
to renew. As a consequence, the tumors harbor very few mutations
at the basal state.11 These differences in mutation patterns could
also be explained in part by the difference in cancer initiation, such
as the implication of exogenous toxic effects.

A possible hypothesis of their etiology could be the presence of chro-
mosome rearrangements, which is one of the first mechanisms
described to be responsible for carcinogenesis.12 These rearrangements
can lead, in some cases, to fusion genes, which are the juxtaposition of
two previously separate genes localized on the same (intra-chromo-
somal) or two different (inter-chromosomal) chromosomes. This
event can activate proto-oncogenes or inactivate tumor suppressor
genes. It has also been shown in adult cancers that some tumors with
driving fusions have amuch lowermutational burden compared to tu-
morswithout fusions.13 Thus, pediatric cancers appear to be the conse-
quence of chromosomal rearrangements rather than mutation events.

We should keep in mind that a recurrence of alterations (mutations
and copy-number alterations) of genes involved in embryogenesis14

and epigenetic regulation are also described in pediatric cancers9

but will not be discussed here.

In this review, we describe recent molecular knowledge on fusion
genes in pediatric cancers. We then outline the potential therapeutic
utility of fusion genes, their relevance in murine models, and we
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Table 1. Syndromes of Genetic Predisposition Found among Children with

Cancer and the Corresponding Affected Genes

Genetic Predisposition Affected Genea

Li-Fraumeni syndrome TP53/CHK2/SNF5

Familial Wilms tumor FTW1/2

Familial retinoblastoma RB1

Fanconi anemia FANCA

IgA deficiency IGAD1

Blood syndrome BLM

Wiskott-Aldrich syndrome WAS

Ataxia telangiectasia ATM

Familial adenomatous polyposis APC

Hereditary non-polyposis colon cancer MSH2/MLH1/PMS2

Tuberous sclerosis TSC1/2

Beckwith-Wiedemann syndrome Complex

Xeroderma pigmentosum ERCC2

aChildren’s Health and the Environment, WHO Training Package for the Health Sector
(World Health Organization, http://www.who.int/ceh).
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describe recent findings in the clinical setting as well as challenges
associated with their discovery.

History of Fusion Genes

Fusion genes were primarily discovered in leukemia and other
hematological diseases. In 1962, Nowell15 described the first spe-
cific chromosomal rearrangement in chronic myeloid leukemia
(CML). In 1973, Rowley16 highlighted the existence of a reciprocal
translocation between the long arms of chromosomes 9 and 22,
t(9q; 22q), named the “Philadelphia chromosome.” Twenty years
later in the early 1980s, molecular studies of the translocation re-
vealed a fusion between the 30 part of the ABL1 gene in chromo-
some 9 and the 50 part of the BCR1 gene in chromosome 22.17

This translocation resulting in BCR-ABL was one of the first spe-
cific alterations found in human neoplasm. Ten years later, a tyro-
sine kinase inhibitor (TKI) targeting BCR-ABL, imatinib mesylate
(Glivec; Novartis), was discovered and approved by the Food and
Drug Administration (FDA) in 2001 as a cancer treatment for
CML.18 This TKI was one of the first targeted therapies used for
cancer treatment and led to a major improvement of CML prog-
nosis, with a remission in 80% of cases. After this time, it became
clear that fusions can drive cancer development and are potential
therapeutic targets in anti-cancer treatment in a very specific
manner. Consequently to imatinib mesylate’s history, fusion genes
in hematological neoplasia and sarcoma were discovered19 and,
more recently, high-resolution sequencing technologies enabled
exploration of more fusion genes in other tumors.20,21 It should
be noted that most of the studies and discoveries to date were
made among adult patients; nevertheless, some pediatric cancers
have been described to also harbor fusion genes that are involved
in patients’ diagnosis and/or targeted treatments (Table 2). How-
ever, more explorations are needed to not only identify new targets
316 Molecular Therapy: Nucleic Acids Vol. 6 March 2017
but also to understand the function of fusion genes and their cor-
relation to tumor initiation and progression.22 Indeed, of all of the
multiple fusions identified by next-generation sequencing in each
pediatric pathology (Table 2), only a few of them received attention
for extensive functional studies, thus precluding the investigation
and discovery of new druggable targets.19

Molecular Mechanisms Underlying Fusion Genes

Four different structural chromosomal rearrangements are observed
in gene fusion: translocation, insertion, inversion, and deletion.23 Ac-
cording to the coding or regulatory sequences affected, the physiolog-
ical consequences are different.

Abnormal mRNA Expression

One of the consequences of fusion genes is the abnormal expression
of one of the genes involved in the fusion (usually the 30 part of a
gene). More precisely, the 50 part of a gene (gene 1), including the
regulatory sequences and the 50 UTR part, is fused to the 30 part
of a second gene (gene 2), which often only includes the coding
sequence and the 30 UTR. The consequence of such fusion is that
if gene 1 is constitutionally expressed or highly expressed and gene
2 is a proto-oncogene, then gene 2 will be upregulated by the pro-
moter and regulatory sequences of gene 1. In this case, the result
is a strong transcriptional activation of proto-oncogene 2, whose
own regulatory elements are lost and is put under the complete
control of the first gene.22 Fusion genes leading to abnormal protein
expression were first described in adult tumors. Among the best-
known examples are the fusions involving immunoglobulin genes
and the MYC proto-oncogene, found in various hematological ma-
lignancies. Several translocations were found to be responsible for
the fusion of MYC with other genes: t(8;14) led to IGH-MYC fusion,
t(2;8) gave IGK-MYC, and t(8;22) resulted in IGL-MYC. MYC is an
important transcription factor that binds to DNA in a non-specific
manner to activate genes involved in cell cycle progression and
inhibition of apoptosis. In these cases, the MYC gene is upregulated
due to its 50 fusion with immunoglobulin regulatory sequences (pro-
moter and enhancers).22,24 Indeed, the fusion results in constitutive
activation of the MYC oncogene, increasing cell proliferation and
tumorigenicity.

Another often-mentioned example is the fusion TMPRSS2-ERG
found in 50% of prostate cancers, affecting chromosome 21.20 This re-
arrangement puts ERG under the complete dependence of TMPRSS2
regulatory sequences, upregulated by androgens present in the tissue.
This leads to an overexpression of ERG.20

Chimeric Oncoproteins

Chromosome rearrangements can also generate chimeric oncopro-
teins. In this case, both coding sequences of respective functional do-
mains are conserved in the fusion. Its translation results in a protein
with functional domains derived from both of the fused genes. Most
of the chimeric oncoproteins characterized act as aberrant transcrip-
tion factors, with a strong activation of unspecific target genes result-
ing in cell transformation.25

http://www.who.int/ceh
http://www.moleculartherapy.org


Table 2. Main Fusions Identified in Pediatric Cancers

Pathology (Total No.
of Recurrent Fusions)

Fusion Transcript (Most
Frequent and Recurrent)a

Chromosome
Abnormality Diagnosis Reference Prognosis

Leukemia (113)

NUP98-NSD1 t(5;11)
acute monoblastic, myeloblastic, and
myelomonocytic leukemia

90 poor

SET-NUP214 del(9)
acute monoblastic, myeloblastic, and
myelomonocytic leukemia; T-ALL

91 poor

IgH-MYC/CEBPD/BCL2/
CRLF2/ID4

t(8;14), t(8;14), t(14;18),
t(X;14), t(6;14)

ALL 92–96 poor

MYC rearranged t(8;14), t(2;8), t(8;22) various hematologic malignancies 97–99 poor

TCRA/B/D rearranged ALL 100–102 no prognostic value

KMT2A-AFF1 t(1;11) ALL, biphenotypic leukemia, AML 103 poor

E2A-PBX1 t(1;19) B-ALL 104,105 poor

MLL-AF4 t(4;11) B-ALL 106 poor

PAX5-ETV6 t(9;12) B-ALL 107 good

ETV6-RUNX1 t(12;21) B-ALL, AML, acute myeloblastic leukemia 108 good

CALM-AF10 t(10;11) T-ALL 109 poor

TEL-AML1/RUNX1 t(8;12), t(12;21) T-ALL, B-ALL 108,110 good

AML1-ETO t(8;21) AML 111 good

RPN1-PRDM16/MECOM t(1;3), inv(3) AML 112,113 poor

NPM-MLF1 t(3;5) AML, acute erythroleukemia 114 poor

DEK-CAN t(6;9) AML, acute myeloblastic leukemia 115 poor

ETV6-MDS-1/CHIC2 t(3;12), t(4;12) AML, acute myeloblastic leukemia 116,117 poor

RUNX1-CBFA2T3 t(16;21)
AML, acute myeloblastic leukemia, acute
myelomonocytic leukemia

118 good

CBFB-MYH11 inv(16)
AML, acute monoblastic leukemia, acute
myelocytic leukemia, CML

119 good

PML-RARA t(15;17)
AML, biphenotypic leukemia, acute
promyelocytic leukemia, CML

120,121 good

USP16-RUNX1 del(21) CML 122 poor

BCR-ABL t(9;22)
CML; pediatric ALL; undifferentiated and
biphenotypic leukemia

123,124 good

IgH-MYC t(8;14) various hematologic malignancies 125 good

KMT2A-ELL/MLLT1 t(11;19) various hematologic malignancies 126 poor

MLL rearranged ALL, biphenotypic leukemia, AML 127 poor

ZMYM2-FGFR1 t(8;13) various hematologic malignancies 128 poor

Lymphomas (41)

IGH-BCL10/BCL11A/
FOXP1

t(1;14), t(2;14), t(3;14)
extranodal marginal zone B cell lymphoma,
CLL, diffuse large B cell lymphoma,
MALT lymphoma

129–131
poor for t(1;14); no
information available for
t(2;14) and t(3;14)

IGK-BCL2/KDSR/CDK6 t(2;18), t(2;7)
follicular lymphoma, splenic marginal
zone B cell lymphoma

132,133 no information available

NPM1-ALK t(2;5) mature B cell neoplasms, mature T cell neoplasms 52 good

IGL-BCL2 t(18;22) mature B cell neoplasms, CLL 134 poor

IGH/IGK-MYC t(2;8), t(8;14) various B cell neoplasms 135 poor

IGH/HSP90AA1/
IGL-BCL6

t(3;14), t(3;22) various lymphoma types 136,137 good

IGH-CCND1/BCL2/
CEBPA

t(11;14), t(14;18),
t(14;19)

various lymphoma types 138 no prognostic value

(Continued on next page)
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Table 2. Continued

Pathology (Total No.
of Recurrent Fusions)

Fusion Transcript (Most
Frequent and Recurrent)a

Chromosome
Abnormality Diagnosis Reference Prognosis

PAX5-IGH t(9;14) various lymphoma types 139 no prognostic value

IGK/IGH-BCL6/
CCND1

t(2;11), t(2;3) various lymphoma types 136,140 no prognostic value

IGH-TRA inv(14) various T cell neoplasms 141 no information available

Brain Tumors (4)

GOPC-ROS1 del(6) astrocytoma grade III–IV 142 no prognostic value

FGFR1/3-TACC1/3 del(4) glioblastoma 58 no prognostic value

IER3IP1-HDHD2 del(18) meningioma 143 no prognostic value

SLC44A1-PRKCA t(9;17) neuroglial neoplasm 144 no prognostic value

KIAA1549-BRAF dup(7)
pilocytic astrocytoma, astrocytoma grade II,
pediatric oligodendroglioma

50 good

Kidney Tumors (4)

MALAT1-TFEB t(6;11) adenocarcinoma 145 good

SFPQ/CLTC/
ASPSCR1-TFE3

t(X;1), t(X;17) adenocarcinoma, renal cell carcinoma 146–148 poor

Bone and Soft-Tissue Tumors (37)

PAX3/7-FKHR t(2;13), t(1;13) alveolar rhabdomyosarcoma 28 poor

ASPSCR1-TFE3 t(X;17) alveolar soft-part sarcoma 46 poor

THRAP3-USP6 t (1;17) aneurysmal bone cyst 149 no prognostic value

EWSR1-ATF1 t(12;22) CCS 150 poor (unconfirmed data)

EWSR1-WT1 t(11;22) desmoplastic round cell tumor 151 poor

EWS-WT1/CHN
t(11;22), t(12;22),
t(9;22)

DSCRT; CCS of tendons and aponeuroses;
chondrosarcoma

152 poor

WWTR1-CAMTA1 t(1;3) epithelioid hemangioendothelioma 153 no bad prognosis

EWSR1-FLI1/ERG t(11;22) Ewing’s sarcoma 154,155 no prognostic value

FUS-ERG t(16;21) Ewing’s sarcoma 156 poor

ETV6-NTRK3 t(12;15) infantile fibrosarcoma 157 good

FUS-DDIT3 t(12;16) liposarcoma 158 poor

VGLL2 rearranged scRMS; SRMS 159 no prognostic value

AHRR-NCOA2 t(5;8) soft-tissue tumor, special type 160 no prognostic value

MLL4-GPS2 t(17;19) spindle cell sarcoma 161 poor

SS18-SSX1 t(X;18) synovial sarcoma 162 poor

CIC-DUX4 t(4;19) undifferentiated round cell sarcoma 163 poor

Liver Tumors (1)

DNAJB1-PRKACA t(19;19) fibrolamellar hepatocellular carcinoma 143 poor

ALL, acute lymphoblastic leukemia; AML, acute myeloid leukemia; B-ALL, B-cell acute lymphoblastic leukemia; CCS, clear cell sarcoma; CLL, chronic lymphocytic leukemia; CML,
chronic myeloid leukemia; DSCRT, desmoplastic small round cell tumor; MALT, mucosa-associated lymphoid tissue; ScRMS, sclerosing rhabdomyosarcoma; SRMS, spindle cell
rhabdomyosarcoma; T-ALL, T-lineage acute lymphoblastic leukemia.
aMost of the fusions are listed in the Mitelman database (http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/RecurrentAberrations).
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To date, several chimeric oncoproteins have been identified in blood
malignancies but very few are described in carcinomas. One well-
known example is the fusion RET-PTC found in papillary thyroid
carcinomas, where RET (a gene involved in the regulation of cell sur-
vival, growth, differentiation, and migration) is constitutionally acti-
vated.26 Concerning pediatric cancers, EWS-FLI1 fusion is found in
85% of Ewing’s sarcoma, which results in a chimeric oncoprotein
318 Molecular Therapy: Nucleic Acids Vol. 6 March 2017
between the amino terminus of EWS and the carboxy terminus of
FLI, giving aberrant transcriptional activity.27 In rhabdomyosar-
comas, PAX3/7-FKHR fusions are found in 80%–85% of alveolar
rhabdomyosarcomas and contain the PAX3/PAX7 DNA binding
domain and the FKHR transcriptional activation domain. Therefore,
PAX target genes are highly transcriptionally activated.28 Occasion-
ally, cryptic fusion partners occur in these fusion-driven tumors.

http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/RecurrentAberrations
http://www.moleculartherapy.org
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Gene Function Truncation

More recently, studies have shown a third impact of fusion genes re-
sulting in the entire cutout of gene domains. The truncated gene is
generally a tumor suppressor gene and is therefore inactivated by
the truncation, leading to cell transformation. Inactivation of the tu-
mor suppressor gene can occur through different mechanisms: the
fusion can either act as the second hit (e.g., CDKN2A or NF1 genes)
or lead to a dominant effect on the wild-type protein (e.g., PAX5 fu-
sions) or even provoke haploinsufficiency of the disrupted protein
(e.g., RUNX1 fusions).29–32

Another category that does not involve chromosomal rearrangements
is the occurrence of read-through transcripts. This type of modifica-
tion results in transcription-induced gene fusions (TIGFs) that are
not induced by a modification in the DNA sequence but are a conse-
quence of alternative splicing. Thus, the genes stay located far apart in
the same chromosome or on different chromosomes, but mRNA
fusion transcripts are formed as a consequence of cis-TIGFs or
trans-TIGFs.33Most TIGFs probably represent random in vivo events
with no impact on the cell’s functions and some are also artifacts of
deep sequencing. Nevertheless, some cis-TIGFs have been associated
with specific organ localization, such as SLC45A3-ELK4 and MSMB-
NCOA4 detected in normal and neoplastic prostate tissue33,34 and
SCNN1A-TNFRSF1A and CTSD-IFITM10 identified in normal and
neoplastic breast tissue.35

Relevance of Fusion Genes in Pediatric Cancers

Leukemia is the most common type of pediatric cancer (around 30%
of total cases) and most of the recurrent identified fusions were found
in this pathology, as detailed in Table 2.

Concerning pediatric solid tumors, several fusions have been
described and can be grouped into two categories. The first category
concerns fusions that were considered until now only as diagnostic
markers, and the second category includes fusions providing new
therapeutic targets.

In the first category, the most described example is Ewing’s sarcoma.
Ewing’s sarcoma is characterized by a reciprocal translocation
t(11;22) (q24;q12) leading to the fusion between EWS and FLI1
genes.36 The corresponding chimeric protein acts as an aberrant tran-
scription factor. Different translocations have been found in patients
suffering from Ewing’s sarcoma involving TET/ETS partners and the
list is still growing.37 Another example of fusions belonging to the first
category are PAX3/7-FKHR fusions found in alveolar rhabdomyosar-
comas due to the translocation t(2;13)(q35;q14) or, less commonly,
t(1;13)(p36;p14), leading to PAX3-FOXO1 (55%–70%) or PAX7-
FOXO1 (10%–22%) fusion genes, respectively.38 The resulting fusion
proteins harbor high transcriptional activity due to the juxtaposition
of the PAX protein DNA binding domain and the FKHR activation
domain.28 In another example, Honeyman et al.39 identified the
DNAJB1-PRKCA fusion in 100% of patients with fibrolamellar hepa-
tocellular carcinoma (FLHCC), a rare subset of pediatric hepatocarci-
noma. Although its function is not yet elucidated, this fusion provides
a new and unique diagnostic biomarker for patients with FLHCC.
Another fusion in this category is C11orf95-RELA, which was identi-
fied recently in �70% of supratentorial ependymomas.40 RELA is a
gene encoding for the RelA p65 subunit of the nuclear factor kB
(NF-kB) complex. When fused, RELA loses its upstream regulator
sequences (50 UTR) but the coding sequence is conserved. The func-
tion of C11orf95 is still unknown. C11orf95 has been found fused
with different partners, suggesting a possible role of its zinc-finger do-
mains.41 The C11orf95-RELA fusion seems to arise through chromo-
thripsis and leads to a constitutive activation of NF-kB signaling.40

Ependymomas are classified according to their location in the supra-
tentorial, infratentorial region of the brain or the spinal cord.42 It is
important to highlight that C11orf95-RELA is detected only in supra-
tentorial ependymomas,40 thus providing a new molecular diagnostic
biomarker and possible new therapeutic target. Finally, the reciprocal
translocation t(X,18; p11,q11), which is found in all cases of synovial
sarcoma, leads to fusions involving the SYT gene (also named SSX18;
namely, SYT-SSX1 or SYT-SSX2 fusions).43,44 The resulting chimeric
oncoproteins contain the activation domain of SYT and the regula-
tory domain of SSX1/2 genes. The newly protein appears to be a tran-
scriptional co-regulator via protein-protein interactions and it has
been described to be able to regulate SWI-SNF chromatin remodeling
complexes.45 This fusion is not found in any other tumor types which
makes SYT-SSX an important diagnostic biomarker, and also relevant
for prognostic purposes.44

The second category includes fusions with therapeutic outcomes,
such as ASPSCR1-TFE3,46 FGFR1-TACC1 and FGFR3-TACC3,47–49

KIAA1549-BRAF,50,51 NPM-ALK,52,53 andNTRK fusions (R.Nagasu-
bramanian et al., 2016, J. Clin. Oncol., abstract).54

ASPSCR1-TFE3 [t(X;17)(p11.2;q25)] and, more generally, TFE3
fusions are found in more than 95% of patients with alveolar soft-
part sarcoma and in a subset of patients with renal cell carcinoma.46,55

This oncoprotein acts also as an aberrant transactivator, stronger than
the native TFE3 protein, and has a nuclear localization.MET is among
the genes strongly transactivated by ASPSCR1-TFE3 protein.56 This
may lead to sensitivity to MET inhibitors in vitro,57 which is currently
being explored in a clinical trial with crizotinib (NCT01524926).

The FGFR1-TACC1 and FGFR3-TACC3 fusions were first identified
in glioblastoma multiforme (GBM; also known as grade IV astrocy-
toma). They have since been found in various cancer types, such as
bladder cancer, lung adenocarcinoma, head and neck cancer, naso-
pharyngeal carcinoma, and esophageal squamous cell carcinoma.47–49

The rearrangement that fuses the tyrosine kinase domains of fibro-
blast growth factor receptor (FGFR) to the transforming acidic
coiled-coil (TACC) harbors a constitutive kinase activity. Interest-
ingly, the inhibition of FGFR kinase by pharmacological agents
counteracts the oncogenicity of the fusion in vitro and in vivo in glio-
blastoma.58 Therefore, the discovery of FGFR-TACC fusions is of
great interest and the role of FGFR inhibitors is currently being
explored in clinical trials with multiple FGFR kinase inhibitors,
such as BGJ398 and AZD4547 (NCT01975701 and NCT02824133).
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KIAA1549-BRAF also belongs to the second category of fusions
and is found in 65%–75% of sporadic pilocytic astrocytomas50,51

but is also detected in other pediatric brain tumors.59,60 Importantly,
KIAA1549-BRAF leads to an over-activation of mitogen-activated
protein kinase (MAPK) signaling,50 resulting in an oncogenic addic-
tion to this pathway.60 The first experiments showing its therapeutic
potential involved targeting cells transfected with the KIAA1549-
BRAF fusion using the BRAF inhibitor vemurafenib (PLX4032),
a selective BRAFV600E inhibitor,61 as BRAF mutations also result in
MAPK signaling activation. Although the anti-tumor effects of ve-
murafenib in BRAF (V600E)-mutated cells are well demonstrated,
the treatment of cell lines expressing KIAA1549-BRAF with
PLX4032 resulted in activation of the MAPK pathway, leading to
increased cell proliferation in vitro and tumor growth in vivo.62,63

The mechanism underlying this paradoxical activation was explained
by Poulikos et al.,64 who described that PLX4032 is able to bind on
RAF isoforms and induce interaction with RAS-GTP, which leads
to the pathway activation. In BRAF (V600E)-mutated tumors, the
level of RAS may not be sufficient to transactivate wild-type BRAF.
This RAS activation is notably discussed as a mechanism responsible
for the development of squamous cell carcinoma in normal skin tissue
after BRAFV600E- inhibiting treatment.65

Second-generation BRAF inhibitors such as PLX PB-3 are currently
being developed, which lead to inhibition of KIAA15-49-BRAF
with decreased proliferation and tumorigenicity and may not induce
the paradoxical MAPK activation. As a result, they could be more effi-
cient for patients carrying KIAA1549-BRAF fusions (S.-S. Lang et al.,
2012, Neurosurgery, abstract).

BecauseMEK is a downstream effector of RAF in theMAPK signaling
pathway, KIAA1549-BRAF-positive cells may consequently be sensi-
tive to MEK inhibitors (e.g., selumetinib and trametinib) that are able
to block the pathway downstream of RAF and thus independently
from the RAF alteration underlying the pathway activation. In a
pre-clinical study, selumetinib (AZD6244) showed evidence of anti-
tumor activity in a juvenile pilocytic astrocytoma xenograft model.66

This is being currently explored in patients carrying KIAA1549-
BRAF fusions (NCT01089101 and NCT02124772). Taken together,
these findings demonstrate the importance of testing the suitability
of a drug in a relevant setting. Their effectiveness is dependent on
the cellular and the molecular context of the targeted tumors, and
the “general” use of kinase inhibitors may be considered with caution.

Another example is the fusionNPM-ALK, caused by the translocation
t(2;5)(p23;q35),52 which fuses the dimerization domain of NPM with
the tyrosine kinase domain of ALK. ALK is a tyrosine kinase receptor;
therefore, the fusion gives a chimeric oncoproteinwith a constitutively
activated kinase.52 The translocation is found in 30%–50% of
advanced-stage anaplastic large cell lymphoma cases in adults;67

90% of anaplastic large cell lymphoma cases among children are
ALK positive.68 This fusion can be targeted via ALK inhibitors such
as crizotinib or ceritinib, which have been registered for patients car-
rying non-small cell lung cancer (NSCLC) with ALK translocations
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and gave promising results with high rates of response.69 Promising
results have also been reported in pediatric patients with anaplastic
large cell lymphoma53 (NCT00939770 and NCT01742286) (B. Geo-
erger et al., 2015, J. Clin. Oncol., abstract).

Finally, and more recently, NTRK fusions involving either NTRK1, 2,
or 3 located on chromosome 1 q21-q22 have raised great interest in
the clinical setting, as they are found in different neoplasms in adults
and children. A total of 22 different 50 partners were found to be fused
withNTRK genes.54NTRK codes for the family of tropomyosin recep-
tors, which, once fused, harbor a constitutively activated kinase
function. This leads to cancer progression by activating different
oncogenic pathways such as the MAPK or AKT pathways.70 Among
childhood neoplasms harboring NTRK fusions are found soft-tissue
sarcoma, congenital infantile fibrosarcoma, glioblastoma, low-grade
glioma, pilocytic astrocytoma, congenital mesoblastic nephroma,
acute myeloid leukemia, and various other tumor types. Therefore,
for these patients, targeting NTRK is of great clinical interest and a
novel inhibitor (LOXO-101) is currently being evaluated in the clin-
ical setting (NCT02637687) (R. Nagasubramanian et al., 2016, J. Clin.
Oncol., abstract).

Taken together, all of these studies emphasize the notion that fusions
can be of great clinical interest not only as new therapeutic targets but
also as biomarkers. Indeed, fusions specific to a cancerous disease are
ideal for diagnostic purposes and for subgroup classifications; there-
fore, they can also be used as prognostic biomarkers. Some fusions,
such as BCR-ABL in CML71 or NPM-ALK in ALCL,72 are even
used to monitor the tumor load and treatment response (as minimal
residual disease markers). Hence, even individual or non-recurrent
fusions could have clinical value in an individual patient.73 It should
be kept in mind that current treatments are at their limits of toxicity
and efficacy. Accordingly, specific treatments are needed to treat non-
responsive patients and also to improve the quality of life of cured
patients.

Issues Facing Discovery of Fusion Genes in Childhood Cancers

Analyses of fusions have a strong interest in the field of childhood
cancers. The discovery step is still in its infancy for these malig-
nancies, probably because studies addressing the discovery of fusion
genes encounter important difficulties. The first difficulty comes
from the biopsy and the way in which the DNA or RNA was ex-
tracted. The purity and quantity of the extracted material will impact
the quality of further analysis. Most of the studies involved in fusion
discovery use next-generation sequencing (NGS) techniques and new
bioinformatics analysis methods. It is necessary to combine the
strengths of both sequencing technologies and computational strate-
gies, together with the discrimination of events tightly correlated with
cancer development.74 One difficulty encountered in gene fusion
detection is the ability of discrimination between existent new discov-
eries and computer analysis artifacts. However, too stringent selection
parameters applied to avoid false positives can preclude the detection
of effective oncogenic fusions. Being able to cut out the artifacts from
the analysis is one of the biggest challenges, since current techniques
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of deep sequencing are more sensitive than before and allow the
detection of rare events; however, the risk of false positives is still pre-
sent.75 It is also important to note that each bioinformatics tool used
for fusion detection and its subsequent algorithms differ in terms of
sensitivity and specificity, depending on the different filters and
criteria applied. Therefore, combining several tools and even different
types of analysis could be highly relevant.19,76

Moreover, cancer and carcinomas especially often have highly rear-
ranged genomes, and many of the gene fusions that are detected
can represent “passenger” events that are caused by chromosomal
instability.13,77 These passenger rearrangements are secondary events
present in the tumor, which are different from the primary oncogenic
event responsible for the development of the disease. They are partic-
ularly frequent in relapsing patients, where treatments by radio-
therapy and ionization can lead to “passenger fusions” not involved
in oncogenic processes.74,78 Among these patients, it is more difficult
to distinguish the fusion gene capable of an oncogenic effect from the
passenger fusions that can be constitutively present in normal and
cancerous cells.

Regarding pediatric cancers, the emergence of NGS and new infor-
matics tools to detect fusions have aimed to detect recurrent fu-
sions with expected targetable domains, such as fusions with tyro-
sine kinase activities. However, considering the rarity of these types
of neoplasia, the probability of finding rearranged genes is much
lower than for adult cohorts.78 In addition, the major difficulty is
linked to the intratumoral heterogeneity, where subclonal fusion
events can be weakly detectable, making their identification more
complex.19,74

Pertinence of Fusion-Based Murine Models in Childhood

Cancers

Most in vivo studies have assessed the tumorigenic potential of a
fusion gene in xenografted tumors on immunocompromised animals.
Despite the validity of this experimental approach, some questions
(e.g., the role of a fusion gene in early stages of the development
of a pediatric cancer) remain difficult to answer using xenografted
tumors. Therefore, several mouse models were developed in order
to better understand pediatric tumors’ oncogenesis. These models
helped to demonstrate the importance of (1) the cell of origin, (2)
the differentiation stage, and (3) a second hit in complement to the
first one (fusion oncogene) necessary for disease development.
With the first desire to provide newmodels to study pediatric cancers,
four striking examples of Ewing’s sarcoma, myxoid liposarcoma, alve-
olar rhabdomyosarcoma, and synovial sarcoma models have pro-
vided major information on the tumorigenesis mechanisms of
fusion-harboring pediatric cancers.

Lin et al.79 explored the role of EWS/FLI1 in Ewing’s sarcoma and
showed that its specific expression in mesenchymal cells of the em-
bryonic limb buds impaired the development of mouse limbs but
did not induce tumors. This suggested that the cell of origin may
not be a mesenchymal stem cell. Interestingly, when TP53 was simul-
taneously deleted, EWS-FLI1 promoted tumor formation.78 There-
fore, the presence of additional mutations notably in TP53 seems to
be required for the transformation process by EWS-FLI1 in Ewing’s
sarcoma.

In myxoid liposarcoma, previous studies demonstrated that the intro-
duction of the FUS-CHOP transgene into the mouse genome led to
the development of liposarcomas,80,81 but its specific expression in
differentiated aP2-expressing adipocytes did not result in tumor for-
mation,82 suggesting the importance of the “stage of differentiation”
in driving the tumors.

In alveolar rhabdomyosarcoma, the expression of PAX3-FKHR
fusion in mouse primary mesenchymal stem cells did not lead to tu-
mor formation,83 while its expression in differentiated muscle cells at
a late stage of embryogenesis induced tumors but at a low frequency.
The addition of TP53 or INK4A/ARF disruption increased the fre-
quency of alveolar rhabdomyosarcoma (RMS), emphasizing the fact
that additional mutations to PAX3-FHKR fusion might be necessary
to generate alveolar RMS.84

Finally, in synovial sarcoma, tumors were observed in mice models
only when the fusion gene SYT-SSX2 was expressed in immature
myoblasts.85 This observation again highlights the importance of
both the cell of origin and the differentiation stage factors in
fusion-driven tumorigenesis.

What Is Next?

Despite all of the emerging challenges related to fusion detection,
identifying new fusions remains one of the most important priorities
of research in pediatric cancers where new therapeutic targets are
needed. The difficulty in discovering new fusion genes is minimal
compared to the vast clinical consequences in terms of prognosis,
diagnosis, and new therapeutic opportunities and to the importance
of understanding the molecular mechanisms underlying a fusion
gene.

Characterization of genomic alterations found in pediatric cancers
would clarify their relevance, help to classify patients into subgroups,
and aid in the discovery of new therapeutic, prognostic, diagnostic, or
predictive biomarkers. Moreover, functional studies are strongly
needed to better understand the relevance of the biological pathways
involving fusion genes in the development of pediatric malignancies.
Indeed, well-characterized fusion genes could reveal new targets in
pediatric cancers for which there are currently no specific therapies
available.86

It is well known that only a small number of relevant molecular sub-
sets have been characterized (e.g., the four subtypes of medulloblas-
toma); therefore, particular attention should be given to the rare
histological subgroups.87 These subsets could be of strong interest
for diagnosis determination, understanding new mechanisms of tu-
mor progression or resistance, and could help to bring forward new
unexpected therapeutic targets.
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With small histological subgroups, high priority should be given to
the future study of genomic alterations at relapse. In fact, several
studies have reported the importance of analyzing tissues at
relapse,88,89 and clinical trials such as MAPPYACTS (molecular
profiling for pediatric and young adult cancer treatment stratifica-
tion) conducted in our institute will contribute to this investigation
(NCT02613962). The study of patients’ genomic patterns at relapse
could lead to better knowledge of cancer-driving and resistance
mechanisms but could also allow better classification of patients.

Moreover, knowing that pediatric cancers are rare diseases that differ
from one patient to another, an isolated fusion found only in a single
patient should not be discarded and “case-by-case” studies as well as
genome-based clinical trials are required. To counteract the hurdles
due to the rarity of pediatric cancers, data sharing of high-throughput
sequencing analysis would offer a personalized-medicine approach
based on targeting junction oncogenes.86 More specifically, new ther-
apeutic technologies are emerging regarding the targeting of junction
oncogenes, such as the use of small interfering RNA (siRNA). siRNAs
allow inhibition of gene expression at the mRNA level, avoiding their
translation. This type of strategy offers promising opportunities for
targeted therapy, since it specifically targets fusion transcripts only
expressed in tumor cells, without affecting other genes. Our labora-
tory showed previously that the inhibition of fusion oncogenes
responsible for tumor progression of thyroid cancer (RET/PTC) or
prostate cancer (TMPRSS2-ERG) by the injection of vectorized
siRNAs led to a decrease in tumor growth.73–77

An increased number of new fusion genes are expected to be discov-
ered, owing to worldwide projects (The Cancer Genome Atlas
[TCGA], https://tcga-data.nci.nih.gov/docs/publications/tcga/?) and
to data-sharing platforms (e.g., the International Cancer Genome
Consortium [ICGC] platform, https://icgc.org/; and the European
Genome-phenome Archive [EGA], https://ega.crg.eu/).19 This will
provide new opportunities of treatments, such as therapies based
on siRNA technology for children carrying neoplasia.
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RESULTAT I : Mise au point d’un outil de détection de fusions à 
partir de données RNA-seq et découverte de nouveaux transcrits 
de fusion dans une cohorte de patients pédiatriques en rechute  
 

A. Introduction de l’article 
 

Etant données leurs particularités biologiques, nous avons supposé que les cancers pédiatriques 

seraient plus probablement dus à la présence de transcrits de fusion oncogéniques. Les 

répercussions cliniques majeures de la découverte de fusions oncogéniques, combinées avec le 

manque de données chez les patients pédiatriques en rechute, le premier but de mes travaux de 

thèse était d’établir une méthode robuste de détection de fusions in silico, et d’identifier de 

nouveaux transcrits de fusion oncogéniques dans des cancers pédiatriques en rechute. 

Pour cela, nous avons mené une étude sur 48 patients pédiatriques présentant différentes 

tumeurs malignes solides en rechute ou résistantes, inclus dans l’essai moléculaire de précision 

MOSCATO-01 mené à Gustave Roussy. En utilisant les données de séquençage de l'ARN (RNA-seq) 

et en mettant au point une nouvelle pipeline bioinformatique pour la détection de fusions, suivi 

d'une validation par PCR, nous avons identifié et classé les fusions candidates les plus pertinentes 

pour une application clinique. 

Grâce à cette analyse, nous avons pu observer que la majorité des fusions détectées affectaient les 

principales voies de signalisation impliquées dans les processus d’oncogenèse. Contrairement aux 

études précédentes chez l’adulte, aucune corrélation significative entre le nombre de fusions et le 

nombre de points de cassures génomiques n’a été observée, soulignant la particularité d'étudier 

des patients pédiatriques prétraités en rechute. Une proportion considérable de transcrits de 

fusions contenant des gènes suppresseurs de tumeurs a été détectée, reflétant leur importance 

dans les cancers pédiatriques. Peu de transcrits de fusions contenant des tyrosines kinases ont été 

retrouvés, et majoritairement dans les tumeurs cérébrales. Enfin et de manière remarquable, plus 

de 30% des patients présentaient une fusion pertinente ayant potentiellement un impact 

thérapeutique. 

En conclusion, grâce à un nouvel outil robuste, nous avons détecté de nouveaux transcrits de 

fusions potentiellement oncogéniques chez des patients atteints de cancers pédiatriques en 

rechute. Cet outil peut être appliqué à d'autres tumeurs malignes, pour détecter et prioriser les 

études de validation expérimentale menant au développement de nouvelles options 

thérapeutiques pour les patients présentant des oncogènes de fusion. 

 

B. Article 1: “Discovery of new fusion transcripts in a cohort of pediatric solid 
cancers at relapse and relevance for personalized medicine” 
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Abstract 
 
We hypothesized that pediatric cancers would be more likely due to fusion transcripts. To dissect 

the complexity of the fusion landscape in recurrent solid pediatric cancers, we conducted a study 

on 48 pediatric patients with different relapsing/resistant malignancies. By analysing RNA-

sequencing data with a new in-house pipeline for fusions detection named ChimComp, followed 

by verification by real time PCR of the fusion transcripts (FT), we identified and classified the most 

confident candidates according to their biological function prediction and potential druggability.  

The majority of detected FT were predicted to affect key cancer pathways and described to be 

involved in oncogenesis. Contrary to previous descriptions in adults, we found no significant 

correlation between the number of fusions and genomic breakpoints, emphasizing the 

particularity to study resistant, pre-treated pediatric patients. A considerable proportion of FT 

containing tumor suppressor genes was detected, reflecting their importance in pediatric cancers. 

FT containing non-receptor tyrosine kinases occurred at low incidence and were predominant in 

brain tumors. Remarkably, more than 30% of patients presented a potentially druggable high-

confidence fusion.  

In conclusion, we detected new oncogenic FT in relapsing pediatric cancer patients by establishing 

a robust pipeline and that can be applied to other malignancies, to detect and prioritize 

experimental validation studies leading to the development of new therapeutic options.  
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Introduction 
 

Fusion transcripts, or chimeric RNA, result from the juxtaposition of two genes, previously located 

separately from each other, due to chromosomal or non-chromosomal events. They can be the 

consequence of structural chromosomal rearrangements or be the product of alternative (cis-, 

trans-) splicing or transcriptional readthroughs [1]. Fusion transcripts can lead to the activation 

of proto-oncogenes or inactivation of tumor suppressor genes (TSGs) and are considered as one 

of the leading mechanism responsible of carcinogenesis [2]. 

They present a great interest in clinics as they are increasingly explored as potential therapeutic 

targets fueled by the discovery of a drug, imatinib mesylate, able to target BCR-ABL fusion 

oncoprotein [3]. Several studies aimed at targetting fusion products in various neoplasms 

including i) inhibitors of anaplastic lymphoma kinase (ALK) in EML4-ALK positive lung cancer or 

NPM-ALK positive anaplastic large-cell lymphomas; ii) larotrectinib in NTRK-containing fusions 

in various solid tumors [4] and iii) FGFR inhibitors to target FGFR-TACC fusion detected in 3% of 

IDH1/2 wild-type glioblastoma and other malignancies [5]. 

Fusion transcripts are considered as strong diagnostic biomarkers with several examples in this 

regard. Indeed, EWS-FLI1 found in Ewing’s sarcoma or PAX3-FOXO1 responsible for 55–70% of 

alveolar rhabdomyosarcoma are characteristic disease-defining fusion transcripts. The detection 

of DNAJB1-PRKCA gene fusion in fibrolamellar hepatocellular carcinoma (FLHCC) serves as 

illustrative example for both the powerful detection at unprecedented resolution by RNA-

sequencing (RNA-seq) and its successful diagnostic use in extremely rare tumors [6]. Therefore, 

the discovery of additional actionable fusion transcripts in cancers is attracting more attention.  

High throughput sequencing of RNA (RNA-seq) is a powerful tool to detect so far undiscovered 

fusion events. On the other hand, as reflected by the dramatic increase of reported gene fusions 

since its introduction, this will likely include rearrangements which represent secondary, 

“passenger events”, due to the genomically unstable nature of cancer, and non-recurrent events 

in individual patients whose biological significance is currently unclear [1]. Hence, it is important 

to keep the balance between stringent selection parameters to avoid false positives without 

missing relevant oncogenic fusions [7,8].  

Up to date, there exist more than 30 different bioinformatics tools for fusion detection [9], each 

differing in terms of sensitivity and specificity. They majorly differ by their filtering approaches 

and algorithms regarding, among others, the distance between pair-end reads, the number of 

nucleotides mapping each side of a fusion breakpoint, the presence of read-through transcripts, 

the presence of duplicated reads and the number of reads mapping to homologous or repetitive 

regions. In numerous benchmarking studies, none of the existing tools has clearly outperformed 

[7,10,11], therefore, a meta-caller approach by combining different tools has been shown to 
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increase both specificity and sensitivity [10].  

Additionally, in order to translate bioinformatics results into meaningful biology, predictive 

algorithms such as Oncofuse [12] have been developed to predict the oncogenicity of the detected 

fusions. This can help to select candidates with higher confidence for further experimental 

exploration, thus reducing financial and human burdens. 

Solid pediatric cancers represent around 60% of all pediatric neoplasms and include the cases of 

malignancies diagnosed under 14 years-old. Around 80% of pediatric patients reach long-term 

remission after treatment while 20% of them die due to treatment failure. It is well-known that 

pediatric cancers differ from adults as many arise from embryonal rather than epithelial cells [13] 

and as they particularly harbor low mutation rates, mostly due to the lower implication of 

exogenous toxic effects [6]. The exploration of the fusions landscape in these pathologies could 

therefore help to unravel the particularity of these malignancies and provide new therapeutic 

targets. 

Given the limited data in solid pediatric cancer patients at relapse, we conducted our study using 

previously published RNA-seq data of 48 pediatric patients with different malignancies, generated 

as part of the “Molecular Screening for Cancer Treatment Optimization” (MOSCATO-01, 

NCT01566019) trial conducted at Gustave Roussy [14]. Our aim was to identify new fusion 

transcripts in recurrent pediatric cancers and to predict their probable oncogenic potential and 

targetability. For this, we established a reliable in silico detection method named “ChimComp” 

that integrates information from three different fusion detection algorithms, along with their 

corresponding oncogenic effects and targetability. We then confirmed 91% of the tested 

candidates and identified new potential targetable oncogenic fusions. 
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Results 
Patients characteristics 
 

Clinical characteristics of patients are provided in Table S1. Briefly, the transcriptome of 48 

patients included in MOSCATO-01 clinical trial with 22 different tumor entities at relapse or 

resistance was previously sequenced using RNA-seq [14]. The median age was 10.9 years (range, 

0.8 – 23.3y) and the sex ratio was equal to 0.71 (28 males). Patients were classified into 3 

categories based on their tumor types: sarcomas (40%), brain tumors (35%) and other types 

(25%). All patients had undergone antineoplastic treatment (median number of lines 2; range, 1 - 

8). The median number of tumor cells in the analyzed specimen was high (around 80%). 

 
ChimComp is a powerful pipeline to detect fusions from RNA-Seq data 

Pediatric cancers are known to harbor low mutational rate which suggests that other genomic 

alterations, including among others fusion transcripts and structural variants, may be causative. 

In order to increase ability to detect true positive events from RNA-seq data, we devised a 

computational approach called “ChimComp” (Figure 1) that combines fusion transcript calls from 

three vastly used algorithms, Defuse [15], FusionCatcher [16] and TopHat [17] (Material and 

methods). All three tools have been used previously and showed diverse specificity and sensitivity 

in calling fusion transcript from RNA-seq data.  

Using our ChimComp approach, we detected a total of 1,374 fusions in the 48 patients analyzed. 

The median number of fusions per patient detected was of 49.5 fusions (range, 3 - 223) (Table 1). 

Of those 1,374 fusions, 787 (57.2%) were intra-chromosomal and 588 (42.8%) inter-

chromosomal. Only 8% (107/1,374) were already known and annotated in at least one of the 

databases, suggesting that the majority of fusion transcripts called here are de-novo and 

potentially positive.  

We then assessed the presence of known oncogenes and tumor suppressor genes (TSG) publicly 

available database [18–20] (Figure 1). A total of 91/1,374 (7%) fusions were found to contain an 

oncogene (Table S2) and 137/1,374 (11%) a TSG (Table S3). Interestingly, every patient had at 

least one fusion containing either a known oncogene or TSG (Table 1), except patient 45 which 

had very few fusions detected. Nervous system tumors were the one with the highest rate of 

oncogenes (ependymoma, HGG, neuroblastoma, medulloblastoma, DIPG) while tumors with the 

highest number of TSGs were of various origins. A strong correlation between the total number of 

fusions and the number of fusions containing an oncogene or a TSG per patient was found 

(respectively: Spearman coefficient r=0.4637, p-val=0.001 and r=0.6948, p-val<0.0001).  

When considering the output of each software independently, “Defuse” predicted the largest 

number of fusions followed by “TopHat” whereas “Fusion Catcher” software was the most 

conservative. A large number of fusions was exclusively detected by either “Defuse” or “TopHat” 
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(29.8% and 9.5% respectively) and when combined, these 2 tools share the highest number of 

fusion genes overlap (46.4%) (Figure 2A). 

In order to define a high-confidence group of fusion transcripts, we combined the calls of the three 

algorithms by considering intersecting events. This identified a set of 118 fusion (9%; 118/1,374) 

of which 107 (90%) have not been previously reported (Table S4). The repartition of fusions in 

intra or inter-chromosomal for the common set followed the same tendency observed in the total 

fusions with 66/118 (55.9%) intra-chromosomal fusions and 52/118 (44.1%) inter-

chromosomal fusions. The median spanning reads number (representing the reads aligning to the 

junction sequence) is 12.7 per fusion, emphasizing the high confidence of call in this group as they 

are mainly supported by high read numbers. Forty five fusions (38%) were predicted in-frame by 

Fusion Catcher, and 47/118 (39%) fusions had one or both genes known to be involved in 

tumorigenicity suggesting a fundamental role on oncogenicity and tumor progression (Table S4). 

Interestingly, among the cancer pathologies included in the cohort, medulloblastoma and 

glioblastoma were highly represented in the high-confidence fusion candidates detected which 

comprise 2 patients with highly rearranged transcriptome (16 and 48). Moreover, all the known 

fusions characterizing a cancer pathology (e.g. EWS/FLI-1 in EWS, patients 11 and 46 or HEY1-

NCOA2 in mesenchymal chondrosarcoma, patient 33) were detected by our pipeline, reflecting 

the robustness of the ChimComp approach.  

To identify fusions predicted to have a potential driving role, we scored detected fusions for their 

oncogenic potential using “Oncofuse” [12] and categorized all 1,374 fusions into three groups: 

fusions with high oncoscore (oncoscore > 0.7; 157/1,374 or 11.5%), fusions with a mild oncoscore 

(0.35 < oncoscore < 0.7; 45/1,374 or 3.3%) and fusions with a low oncoscore (oncoscore < 0.35; 

258/1,374 or 18.8%) (Figure 2B). A total of 66.5% fusions (914/1,374) did not have an oncoscore, 

most likely due to limitations of “Oncofuse”. Interestingly, the percentage of fusions with 

oncoscores significantly increased (z-score < 1.96) when we considered the set of 118 high-

confidence fusions (Figure 2B). For instance, 36.4% (43/118) of fusions jointly identified by the 

3 tools exhibit a high oncoscore compared to 11.5% only (157/1,374), when all fusions were 

considered (Figure 2B). Similarly, 30.5% and 9.3% of fusions from the joint set belonged to 

categories of low and mild oncoscore respectively, compared to 18.7% (258/1,374) and 3.3% 

(45/1,374) respectively when all fusions were considered. (Figure 2B). Regarding fusions 

containing an oncogene, 29/91 (31.8%) had a high oncoscore (>0.7) and 47/91 (51.6%) had no 

oncoscore. For the TSG-containing fusions, 30/148 (20.3%) had a high oncoscore and 76/148 

(51.4%) had no oncoscore. 
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Finally, in order to get functional insights for the identified fusions, we predicted the biological 

function of each fusion and classified them according to the “hallmarks of cancer” described by 

Hanahan et al., 2011 [21]. The major biological alterations identified were “sustainability to 

proliferative signaling” (18.1%), “resistance to cell death” (10.5%) and “evasion to growth 

suppressors” (10.5%) (Figure 2C). This suggests the involvement of these fusions in oncogenesis. 

Interestingly, 6.8% of fusions could affect several categories of biological functions, leading to 

possible multiple consequences. For a large proportion of fusions (17.3%) no classification could 

be attributed. Remarkably, those fusions were found to have a low or no oncoscore.  

The above analysis showed that combining different fusion calling tools associated with a valid 

scoring scheme (Oncoscore) increases our chances in calling potentially active and actionable 

fusion transcripts. 

 
The occurrence of fusions in relapsed pediatric cancer patients is not related to the number 
of genomic breakpoints or mutations 
 
Previous studies reported that the number of fusion events and genomic instability were 

positively correlated while the number of mutations and fusion events were negatively correlated 

[1,22,23]. Taking advantage of the RNA-seq, WES and CGH data available for our samples [14], we 

asked whether our cohort of pediatric cancer patients recall known correlations or not.  

The mutational burden (number of somatic non-synonymous mutations) as well as the number 

of genomic breakpoints were calculated from WES and CGH arrays respectively  [14] (Material 

and Methods). Consistent with previous findings in pediatric tumor patients [24], the majority of 

our samples harbored a low mutation rate with a median of somatic non-synonymous mutations 

of 81 per patient (1.8 mutations/Mb) [14] (Table 1) and a mean number of chromosomal 

breakpoints of 670 per patient. In order to link the mutational rate and breakpoints number to 

the number of fusions, we used Spearman correlation coefficient at alpha = 5%. No correlation 

was found between the number of somatic mutations and fusions (Figure 3A) (Spearman 

coefficient r = 0.027 and p-value = 0.857) or between the number of breakpoints and fusions 

(when discarding the outlier patient number 48, Spearman coefficient r = 0.246, p-value = 0.099) 

(Figure 3B). 

 
In-vivo validation identified a set of de-novo fusion transcripts 
 
In order to validate our approach for fusion transcription identification, we aimed at checking by 

RT-qPCR a list of 42 fusion transcripts chosen among the highly confident set (detected by the 3 

tools) and among fusions of lower confidence (Table 2). For this, we randomly chose a set of 35 

predicted fusions transcripts in addition to 7 fusion transcripts previously identified [25–30]. 

Interestingly, 38/42 (90.5%) fusion transcripts were successfully validated in patients biopsies 
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including the 7 known cases. Among the transcripts identified, only 14.4% displayed a low mean 

spanning reads number (<5) strengthening the reliabilty of the high-confidence group defined. 

Remarkably, when we considered the high confidence set tested cases (29 fusions tested in total, 

13 with high and intermediate oncoscore and 16 with low or no oncoscore), 100% of fusions with 

high and intermediate oncosocre (oncoscore > 0.35) were validated (13/13) whereas in the group 

with low or no oncoscore (<0.35), 3/16 (18%) could not be confirmed by RT-qPCR (SAP30BP-

CDRT4, ABR-DNAH2 and C15orf57-CBX3 (Table 2, higher panel). C15orf57-CBX3, observed in 21 

patients with a low oncoscore, was not validated thereby most likely representing a false-positive. 

The other 2 transcripts that could not be confirmed had >30 spanning reads but a low or no 

oncoscore (ABR-DNAH2 and SAP30BP-CDRT4, respectively; Table 2). 

In addition to the high-confidence candidates, 8 fusions detected by less than 3 tools and 

harboring a high oncoscore including one control healthy fusion (LPP-TPRG1) were also tested by 

RT-qPCR. Seven out of the eight tested fusions (88%) were successfully validated (Table 2, 

intermediate panel).  

The fact that 100% of high confident fusions exhibiting a high oncoscore were validated positively 

indicates that our approach of intersecting call from different fusion transcripts algorithms 

coupled with a filtering based on oncoscore is a successful procedure to detect valid fusion 

transcripts. 

 
Fusion oncogenes involving tyrosine kinases domains are mainly detected in brain tumors 
 
“Targetable” and “actionable” fusions generally include tyrosine kinases genes (TK). We checked 

for the presence of TK genes among the list of 1,374 fusions identified.  

Only 5/ 1,374 fusions (0.36%) involved known tyrosine kinases (Table S5). They correspond to 

FES-MAN2A2, CCM2L-HCK, JAK2-PTPRD, MANBAL-SRC and  TYRO3-KLHL18 (Figure 4) and were 

mainly detected by 2 tools, except for JAK2-PTPRD, detected by 3 tools and belonging to the high 

confidence set. All those fusions were validated by RT-qPCR followed and Sanger sequencing 

(Table 2). Of interest, they were mainly detected in brain tumors and with a high oncoscore (> 

0.7) except for FES-MAN2A2 that was found in a neuroblastoma and had no oncoscore. Moreover, 

within the same patient, these fusion oncogenes were found to have the highest oncogenic score 

compared to the other fusions (Table S5). 

 

Fusions of potential therapeutic interest with currently available drugs 
 

Nineteen fusion belonging to the high-confidence list and affecting 33% (16/48) of patients were 

identified as potentially targetable or contributing to drug resistance, being thus important for 

drug choice in the individual patient (Table 3). Fifteen out of nineteen fusions had a very high 
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oncoscore (> 0.89). The total list contains four well-known disease-defining transcripts as well as 

two other that have been listed in fusion databases before. The remaining 13 transcripts 

constitute individual events, occurring in 8 patients. 

Five transcripts (5/19) occurred in patient 16 with a highly rearranged medulloblastoma, three 

of which concerned the ERBB signaling axis through different mechanisms, including two via 

MGMT. Further two patients with neuroblastoma (patient 26) and alveolar rhabdomyosarcoma 

(patient 14), presented two potentially targetable transcripts respectively. Eight of nineteen 

transcripts (42%) were part of the validation study and were thus confirmed, including 6 newly 

identified fusions that were not described before.  

Potentially druggable effects for these 19 transcripts include: i) changes in drug sensitivity (e.g. 

MGMT/temozolomide; transcriptional overexpression of ABCB1, leading to multidrug resistance), 

ii) overexpression/overactivation of receptor tyrosine kinases and downstream pathways 

activation (e.g. MET upregulation by chimeric transcript factor generated by ASPSCR1-TFE3; 

overexpression of ERBB receptor family ligands as NRG2) and iii) synthetic lethality (e.g. 

inhibition of WEE1 tyrosine kinase in TP53-deficient cells). The classification according to the 

biological function of each oncogenic fusion transcript was done in regard to the literature [31–

50]. 

Further, a patient with osteosarcoma (patient 17) was selected for validation of 3 potentially 

targetable fusions based on the presence of genes who with their related pathways are strongly 

linked to osteosarcoma biology (TP53-ZNF565, UBE4B-CTNNBIP1, NF2-KIAA0368). These fusion 

transcripts have an oncoscore >0.9 and interestingly found by three, two or just one tool. They 

were also successfully validated by RT-qPCR (Table 2) and are discussed in supplementary 

information document (SI 3).  
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Discussion 
 
With the aim to discover new fusion oncogenes in pediatric patients we carried out a retrospective 

study in a cohort of relapsed/resistant patients included in the MOSCATO-01 clinical trial [14]. 

The in-house analysis package ChimComp was created to reliably detect fusion transcripts in a 

unique cohort of pediatric patients with solely solid tumors.  

We primarily concentrated on fusion candidates from the “high confidence group” detected by 

three tools representing 118/ 1,374 fusion transcripts (8.6%). To differentiate potential driving 

from passenger fusions, they were classified into four groups according to their oncoscore values. 

Interestingly, among them a misbalance in favor of high or low oncoscore (53.8% and 37%, 

respectively) was observed when compared to the distribution of all detected fusions. 

Remarkably, 100% of the selected candidates with high (>0.7) and intermediate (>0.35-0.7) 

oncoscores could be validated by RT-qPCR whereas 19% of selected fusion transcripts with low 

or no oncoscore could not. This observation seems to hold also for the group of fusions found by 

less than three tools with a validation rate of 87.5%. However, it must be considered that the 

selection of these fusions was mainly driven by biological interest and did not include fusions with 

a low/no oncoscore except the LPP-TPRG1 transcript which is known in healthy tissues. We 

observed a tendency towards successful validation of candidates with a high oncoscore rather 

than high read numbers. This observation is in line with emerging evidence that a fusion’s true 

existence cannot solely rely on the number of reads supporting it, this number being dependent 

on mapping parameters and sequencing depth [51]. However, we noticed certain limits of 

Oncofuse: i) inability to score the majority of fusion transcripts (herein 914 fusions (66%), ii) 

variation of oncoscore according to the orientation of both genes and iii) undervaluation of 

affected tumor suppressor genes. Regarding possible reasons for not validating events, this might 

include alignment errors, showing that the use of “meta-caller” pipeline alone does not allow to 

reach a “perfectly reliable” analysis. A visualization tool appears to be one of the solutions to 

support a fusion’s real existence at the highest in silico confidence level. Our fusions detection 

method also reached its limits as i) results would need to be compared to the respective healthy 

tissue of the individual patient and ii) shifts in the open reading frames cannot be reliably 

predicted on the bioinformatic level. 

Interestingly, as seen for SAP30BP-CDRT4 and ABR-DNAH2 fusions, a high read number (>50) did 

not guarantee biological validation. As highlighted by Gao et. al, the use of 3 algorithms therefore 

gives more confidence to fusions with lower levels of read support that might otherwise have been 

discarded [52]. 

The total number of fusions detected per patient was particularly high. Moreover, we found no 

significant correlation between the number of fusions and genomic breakpoints supporting the 

hypothesis that the observed fusions could be mainly due to balanced events or non-genomic 
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events rather than unbalanced events or copy number changes as it was described for adult 

tumors [1,23]. The same studies described a negative correlation between fusions and mutations, 

which was not observed in our cohort. All these observations could be explained in part by the 

particular status of our cohort, enrolling pre-treated patients with resistant tumors having 

acquired a succession of genomic events to become more aggressive and might harbor more 

chaotic genomes compared to diagnosis. In addition at such tumor stages, the clonal diversity and 

intratumoral heterogeneity is higher which can distort the analysis [53].  

In this cohort, 57% of all detected transcripts resulted from intra-chromosomal events, with an 

almost identical ratio in the high confidence group whereas 75% of fusions newly discovered by 

deep sequencing techniques were found to be to be intra-chromosomal, often resulting from 

subtle inversions or deletions [1]. Possible explanation could be: i) the exclusion of leukemias in 

our cohort, ii) the rarity of studies searching for fusion oncogenes especially in pediatric solid 

tumors, iii) the unique biology of pediatric tumors. However, this result should be confirmed at 

the genomic level to exclude trans-splicing mechanisms.  

Both oncogenes and tumor suppressor genes (TSGs) were frequently found in our analysis. 

Usually, fusion oncogenes are of great interest because of their potential targetability. In our study, 

more than one third of events for the “high confidence group” were predicted to be in-frame, 

potentially giving rise to proteins with newly acquired or enhanced oncogenic functions. Most of 

these fusions present a low oncoscore, nevertheless the function of newly created oncoproteins 

should be investigated by functional studies. Remarkably, a considerable proportion of fusion 

transcripts containing tumor suppressor genes was detected. This reflects the importance of 

tumor suppressor genes in pediatric cancers. In fact, it is estimated that at least 10% of pediatric 

cancers are caused by hereditary genetic events mostly tumor suppressor gene inactivation 

[54,55]. Furthermore, the contribution of fusions leading to tumor suppressor genes inactivation 

might be generally underestimated.  

Fusion oncogenes containing tyrosine kinase occurred at low incidence and predominantly found 

in patients with brain tumors, involving mostly non-receptor tyrosine kinases. Whereas for 

certain molecular subgroups of high grade gliomas genetic aberrations affecting receptor tyrosine 

kinases such as PDGFRA, MET, EGFR, FGFR and NTRK have been well defined, this has not been 

found in the extensive molecular characterization of medulloblastomas [56]. For ependymomas, 

EGFR overexpression is common but only seldom related to copy number changes. EGFR-

containing gene fusions have been reported in a subset of ependymomas [57].  

Given the therapeutic potential by a tyrosine kinase-containing fusion we selected these 5 fusion 

oncogenes for validation and sequencing. The only in-frame transcript that we confirmed by 

sequencing was CCM2L-HCK transcript in patient 30 with medulloblastoma who lacked 

aberrations in TP53 and genes of WNT and SHH pathways. The complete coding sequence of HCK 
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is preserved in the chimeric transcript. HCK belongs to the SRC family of non-receptor protein 

tyrosine kinases and increased HCK activity is capable to increase proliferation and cell survival 

as well as associate with receptor tyrosine kinases such as EGFR, FGFR and PDGFR to amplify their 

oncogenic potential [58]. HCK itself is targetable by small molecule kinase inhibitors such as 

dasatinib, bosutinib and saracatinib.  

The sequencing of the other 4 fusions containing TK proved that the MANBAL-SRC fusion (patient 

48) was out-of-frame. Of note, this patient with glioblastoma had several driving pathogenic 

mutations affecting PI3KCA, NF1 and FGFR1 next to amplifications of MDM2 and CDK4 (already 

described by Harttrampf et al., 2017 [14]).  The FES-MAN2A2 (patient 26) and the TYRO3-KLHL18 

transcripts (patient 18) led to a disruption of TK domains therefore of no therapeutic interest. The 

JAK2-PTPRD transcript identified in patient 21 with ependymoma truncates of JAK2 in the 

regulatory pseudo-kinase domain with subsequent loss of the C-terminal tyrosine kinase domain. 

However, this leads to a shift of the reading frame of PTPRD, a gene whose role as tumor 

suppressor has been documented in many malignancies, including neuroblastoma and 

glioblastoma [45,59]. In these pathologies, loss of PTPRD activates AURKA and STAT3, 

respectively. Importantly, both AURKA and STAT3 inhibitors are currently investigated in clinical 

trials, rendering downstream effects of tumor suppressor inactivation as an attractive therapeutic 

target. Ortiz et al. further provided in-vivo proof that loss of PTPRD cooperates with CDKN2A/B 

deletion, which was also found in our patient, and promotes tumorigenesis even if PTPRD is 

heterozygously inactivated [59].  

Next we extracted fusions from the “high-confidence group” that might be also therapeutically 

relevant. One third of analyzed patients displayed a fusion transcript with potential druggability 

or involved in drug resistance to certain agents, three of which presented more than one of those. 

To which extent these fusions might have been present at diagnosis or, have evolved over time 

under current treatment regimens was not investigated but they might be important contributors 

to disease progression. However, data correlated to putative effects exerted by the fusion are often 

preclinical and result from the analysis of other, often “adult tumors” as for example 2 transcripts 

that we confirmed in 2 different patients (MYO16-IRS2 in patient 32 and MYB-AHI1 in patient 13), 

the latter of which has already been described in acute lymphoblastic leukemia and breast cancer 

[23,60]. Strong amplification of these loci has been linked to in vitro sensitivity to IGF1R inhibition 

[34]. These fusions were associated with a high-level focal amplification further supporting a 

fusion event [1,23] and potentially sensitizing the tumor towards IGF1R inhibition that was not 

be applied to the patients in the absence of an available drug.  

Further interesting regarding potential targetability was transcript CDKN2A-ITCH (Table S5) in 

patient 41 with a malignant peripheral nerve sheath tumor. Next to its causal relation to 

neurofibromatosis type 1, recurrent genetic aberrations affecting tumor suppressor CDKN2A 
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have been well documented in this malignancy [61]. This transcript, was validated and sequenced 

and corresponded to p14ARF which acts as a stabilizer of TP53 by sequestering MDM2. The 

breakpoint leads to the inclusion of exon 1 in the final putative protein which contains the MDM2-

binding domain. It has been experimentally shown that this proportion of the gene alone is 

sufficient to sustain its full TP53-stabilizing capacity, questioning the driving potential of this 

particular transcript [62–64]. We also validated three fusions with high oncoscore (TP53-ZNF565, 

UBE4B-CTNNBIP1 and NF2-KIAA0368) in one patient with osteosarcoma because their involved 

genes were linked to the biology of the patient’s cancer. To which extent events like these could 

be causative, occur due to antineoplastic treatment, progression, or are random bystanders of 

multiple copy number aberrations, still needs to be defined. 

In conclusion, we established a robust pipeline called ChimComp to detect fusion transcripts in 

cancer patients with 90.5% reliability and close to 100% if fusions with a very low oncoscore were 

omitted. Hence, fusions which are found by three tools and are primarily provided with a high 

oncoscore do not, in our opinion, necessarily require experimental validation. 

The knowledge of fusion genes’ function and their involvement in different signaling pathways 

can provide new therapeutic options for patients and therefore add significantly to personalized 

treatments. Also, fusion transcripts occurring in a single patient, so-called private events, should 

not be primarily discarded. 
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Material and methods 
 
Patients 
The cohort comprised of 48 pediatric patients with 21 different relapsed or refractory solid 

neoplasms, which had undergone RNA sequencing as part of the “Molecular Screening for Cancer 

Treatment Optimization” genomic profiling program (MOSCATO-01, NCT01566019) run at 

Gustave Roussy [14,65]. 

Whole-Exome and RNA sequencing  
 
Extraction of tumor DNA, RNA and germline DNA, as well as library preparation, capture and 

Whole-Exome sequencing (WES), RNA-sequencing (RNA-seq, detailed in supplementary 

information SI 1) and CGH array were performed as part of the MOSCATO-01 clinical trial as 

previously published [14]. In the same study, the mutational burden per patient was also 

calculated from WES data. Bioinformatics analysis was done by IntegraGen and Gustave Roussy 

Bioinformatics Core. 

The total number of genomic breakpoints per patient was calculated from the results of CGH array 

which were converted into “.cbs” files containing the genome position of the single segments, the 

probes and Log2 ratio value. 

 

Fusions detection by ChimComp pipeline 
 
To optimize the detection of potential fusion transcripts, a new analysis pipeline, called 

“ChimComp” was developed by Gustave Roussy Bioinformatics Core (Figure 1 details the single 

steps). ChimComp relies on 3 tools: TopHat v2.0.14 [17] followed by TopHat post, Defuse v0.6.2 

[15] and Fusion Catcher [16]. The strength of ChimComp is to reconcile fusions predicted by 

different algorithms from the same data in order to classify and annotate these predictions. The 

non-filtered output from Defuse (file “results.classify.tsv”) was used. The 3 tools give a listing of 

fusion genes obtained from the raw data of RNA-Seq. A fusion is listed if: i) the anchor length 

(number of nucleotides overlapping each side of the breakpoint in spanning reads) is ≥  10 

nucleotides, ii) when a fusion is detected by 1 tool, the minimum number of supported read pairs 

is 40; if found by >1 tool no read threshold, iii) at least one of the genes has a non-intergenic 

breakpoint. Then, for each fusion detected, an oncogenic potential score was computed by using 

the Oncofuse algorithm [12]. This results in a score between 0 (non-oncogenic) and 1 (highly 

oncogenic). In our study, it was calculated for both gene orientations and the highest oncoscore 

value was considered. The detected fusions were annotated with different fusion genes databases 

comprising: Mitelman Database of Chromosome Aberrations and Gene Fusions in Cancer 

(http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman), TICdb [66], COSMIC 
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(http://www.sanger.ac.uk/cosmic), ChimerDB [67] and ChiTaRS [68]. All the fusions identified 

among the cohort were tested for the presence of tyrosine kinases (TK), oncogenes or tumor 

suppressor genes (TSGs) by comparing our listing of genes to a set of 90 known tyrosine kinases 

genes, 803 known oncogenes and 1 017 known human protein-coding tumor suppressor genes 

[18–20] (Figure 1). 

 

Selection and validation of detected fusions by ChimComp 
 

To validate our approach, 42 fusions found by ChimComp underwent reverse transcripted real 

time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) assay. We primarily focused on the 

fusions that were found by three tools (referred to as “high confidence group”), then divided the 

list into three categories, based on oncoscore results: oncoscore < 0.35; 0.35-0.7 and > 0.7. Of those, 

25% of fusions were selected for experimental validation by RT-qPCR in each category, resulting 

in 29 fusions in total. As positive control, some of the well-known fusion oncogenes detected by 

ChimComp were also included (n=3). Moreover, 8 fusions detected by less than 3 tools harboring 

a high oncoscore, except for one control healthy fusion (LPP-TPRG1), were tested by RT-qPCR. 

Finally, 5 potentially targetable fusions harboring tyrosine-kinases coding genes were also 

validated. It should be noticed that the fusions were selected according to the relevance of genes 

involved in the fusion and the availability of the biological material. 

 

Reconstitution of the fusion sequence and primers design 

The breakpoint position in mRNA sequences of both genes was predicted in silico (see 

supplementary information document SI 2). The sequence around the breakpoint was used to 

design the primers necessary for RT-qPCR validation. Primers were selected with a size of about 

20 nucleotides, a melting temperature of 60°C and an amplicon size of 100-300 base pairs, using 

Oligo Explorer 1.1.0 program (Kuopio University, Kuopio, Finland). 

 
Biological validation by reverse transcription (RT) real time PCR (qPCR) 

The same RNA used for RNA-Seq was used to evaluate the presence of the different fusions 

detected. To verify the respective size of each amplicon, 10µl of the amplified products were mixed 

with 2µl of gel loading dye (New England Biolabs, Evry, France) and loaded into 2% agarose gel 

mixed with DNA/RNA stain Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe, Dueren, Germany). 

Then the gel was visualized under UV using Ingenius bioimaging system (Syngene, Cambridge, 

England). PCR products were sequenced after DNA extraction with NucleoSpin® Gel and PCR 

clean-up extraction kit (Macherey-Nagel, Dueren, Germany) by Sanger technique (Eurofins, 

Cochin Institute, Paris, France).  
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Statistical analysis 

The numbers of fusions transcripts found in patients are presented as mean ± interquartile range. 

To compare the number of fusions with mutational load or genomic breakpoints number per 

patient Spearman correlation coefficient was determined. To compare the average number of 

fusions per patient between the different groups of tumor types, Kruskal-Wallis followed by 

Dunns tests were used. To compare the percentage of total fusion vs fusions found by 3 tools in 

the 4 categories of oncoscore the z-score test was used. A z-score < 1.96 was considered as 

significant. All tests were performed by using GraphPad Prism 4 software, p-values and adjusted 

p-values <0.05 were considered as a statistically significant level.  
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Supplementary information 

 

Supplementary information 1: RNA-Seq  

RNA-Seq base calling was performed using the Real-Time Analysis software sequence pipeline 

(RTA2) with default parameters (1). Single Nucleotides Variants (SNVs) were detected using 

GATK 3.4 following GATK online published best practices for RNA variant calling (STAR two-pass 

alignment (2), Picardtools (3) Mark Duplicates and Sort, GATK Split’N’Trim, Indel Realignment, 

Base Recalibration, then GATK HaplotypeCaller (4)). 

 

1.  Real-Time Analysis (RTA) Support [Internet]. [cited 2018 Mar 12]. Available from: 

https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/real-time_analysis_rta.html 

2.  Dobin A, Davis CA, Schlesinger F, Drenkow J, Zaleski C, Jha S, et al. STAR: ultrafast universal 

RNA-seq aligner. Bioinforma Oxf Engl. 2013 Jan 1;29(1):15–21.  

3.  Picard Tools - By Broad Institute [Internet]. [cited 2018 Mar 12]. Available from: 

https://broadinstitute.github.io/picard/ 

4.  McKenna A, Hanna M, Banks E, Sivachenko A, Cibulskis K, Kernytsky A, et al. The Genome 

Analysis Toolkit: a MapReduce framework for analyzing next-generation DNA sequencing data. 

Genome Res. 2010 Sep;20(9):1297–303.  
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Supplementary information 2: Breakpoint sequences reconstitutions  

The global steps of processing in order to visualize the fusions at nucleotidic level and extract the 

breakpoint sequence for each fusion detected by ChimComp in one given patient are the 

followings:  

a) The breakpoint for which as many tools as possible are agreed is selected (consensus 

breakpoint), then the longest sequence of the consensus breakpoint is selected. If there is no 

breakpoint consensus, the longest sequence of fusion across all tools is selected (with its 

associated breakpoint). 

b) For each gene involved in the fusion, only transcripts overlapping the consensus breakpoint 

are kept. If the involved gene is an intergenic region, a region at -2000/+2000 bp from the 

breakpoint is built. 

c) The sequence corresponding to the union of the involved transcripts for each gene is extracted 

(according to the strand). 

d) The sequence of fusion is aligned to the involved transcripts of each gene with Blast in order to 

visualize any discordance on the orientation.    

e) Uniquely mapped reads for each gene are selected and only reads for which the identity is 

present in both genes are kept. 

f) The "read balance" is computed for each gene, in order to determine which part of the gene 

belongs to the fusion (left or right side of the breakpoint). The features (exons and introns) of each 

gene are trimmed according to the "read balance". Reads corresponding to these features outside 

of the range are removed. 

g) By rescaling the positions, the features of each gene and their associated reads are joined by 

the breakpoint.     
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Supplementary information 3: Fusions detected and validated in patient 17 with 

osteosarcoma 

 

 

Graphical reconstitution at mRNA and 

protein levels of 3 fusions involving tumor 

suppressor genes: A/ UBE4B-CTNNBIP1; B/ 

TP53-ZNF565 and C/ NF2-KIAA0368. The 

National Cancer for Biotechnology Information 

(NCBI) Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) 

was used to obtain the putative mRNA 

sequence which was reconstituted with the use 

of Nucleotide (NBCI). When the coding 

sequence was obtained and predicted, Uniprot Knowledge Base (http://www.uniprot.org/) was 

used to reconstitute the predicted fusion protein domains. 

Framed numbers represent the exons corresponding to the gene transcript written above each 

group of numbers. The arrows represent the junction point between the two transcripts to form 

the fusion. Colored boxes represent the two entire proteins involved in the fusion, with the 

different functional domains. The red bar shows the junction point and dotted lines illustrates the 

protein rearrangement after the fusion transcript formation. Intronic sequence = a transcript with 

a retained genomic intronic sequence of the corresponding gene. 
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This patient 17 with osteosarcoma presented with 92 putative fusions in accordance with a 

characteristically highly rearranged genome 3 of which were selected for biological validation by 

RT-qPCR based on their high biological interest in osteosarcoma. Concerning UBE4B-CTNNBIP1 

fusion (A) (Oncoscore 0.9, found by DeFuse and TopHat) its transcript can potentially lead to 

altered expression of the CTNNBIP1 protein which inhibits the key effector of the WNT pathway, 

β-catenin. β-catenin is responsible for activation of a complex of transcription factors regulating 

WNT-responsive genes involved in developmental biology, tumor progression and importantly 

stem-cell renewal in osteosarcoma. The importance of the WNT pathway in osteoblast 

differentiation but also the misbalance between its activators and inhibitors in osteosarcoma have 

been demonstrated. Agents interfering with the WNT/ß-catenin pathway such as PORCN, i.e. 

LGK974, and WNT inhibitors such as CGX1321 which are in early phase clinical trials might be a 

strategy to pursue for these patients in the future. This fusion also leads to the disruption of 

UBE4B, a tumor suppressor identified in neuroblastoma that could be linked to development 

process. The TP53-ZNF565 fusion (B) (oncoscore of 0.96, found by 3 tools) could disrupt the 

coding sequence of TP53. TP53 inactivation is a hallmark finding in osteosarcoma, surprisingly 

not only by mutations but by structural variations in over 50% of cases investigated, and 

peculiarly, similar to our case, in the first intron. This might be a reflection of the gross genomic 

instability that characterizes osteosarcoma. Finally, NF2-KIAA0368 fusion (C) (Oncoscore 0.9, 

found only by TopHat) could lead to a frameshift of NF2, whose gene product has pleiotropic 

effects on several pathways, an important one of which is the negative regulation of the 

YAP/HIPPO pathway. YAP is overexpressed in a variety of tumors including osteosarcoma and 

NF2 inactivation has been shown to induce osteosarcoma in NF2 heterozygous mice and more 

specifically, NF2 is directly repressed by SOX2, a stem cell transcription factor which maintains 

cancer stem cells in osteosarcoma. Furthermore, NF2 is an inhibitor of mTORC1 and its deficiency 

has been also linked to sensitivity towards FAK inhibition (1–11). 
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Structural Variations Contribute to Tumorigenesis in Pediatric Osteosarcoma. Cell Rep. 2014 Apr 
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defines a de novo treatment-resistant clone in osteosarcoma. Cold Spring Harb Mol Case Stud. 
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3.  Martins-Neves SR, Corver WE, Paiva-Oliveira DI, van den Akker BEWM, Briaire-de-Bruijn 

IH, Bovée JVMG, et al. Osteosarcoma Stem Cells Have Active Wnt/β-catenin and Overexpress SOX2 
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Table 1. Fusions and genomic alterations metrics for the 48 pediatric patients studied.  

Forty eight pediatric patients were enrolled in the previously described molecular profiling 

program MOSCATO-01 conducted at Gustave Roussy. Sequencing data and clinical record of these 

patients were used for our study. For each patient, identification number, associated diagnosis 

and tumor type is reported. Fusions metrics and type of chromosomal rearrangements were also 

assessed thanks to ChimComp pipeline. Finally, the associated mutational rate and breakpoints 

numbers were calculated from WES and CGH array respectively. a ASPS = alveolar soft part 

sarcoma; PNET = primitive neuroectodermal tumor; eRMS = embryonal rhabdomyosarcoma; FL-

HCC = fibrolamellar hepatocellular carcinoma; aRMS = alveolar rhabdomyosarcoma; SETTLE = 

spindle epithelial tumor with thymus-like differentiation; HGG = high-grade glioma; DIPG = diffuse 

intrinsic pontine glioma; LGG = low-grade glioma; DSRCT = desmoplastic small-round-cell tumor; 

MNST = malignant nerve sheath tumor; TSGs = tumor suppressor genes. 

b n.a = not able to be calculated 

c n.w = no WES performed 
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Table 2. Description, recurrence, validation and function prediction of the fusion 

transcripts tested by RT-qPCR after detection by ChimComp on tumor RNA-seq.  

To validate our approach, we first focused on the fusions from the “high confidence group” 

(detected by 3 tools), then divided the list into three categories, based on oncoscore results: 

oncoscore < 0.35; 0.35-0.7 and > 0.7. Of those, 25% of fusions were selected for validation by RT-

qPCR in each category, resulting in 29 fusions in total (top panel). Additionally, 8 fusions detected 

by less than 3 tools harboring a high oncoscore, except for one control healthy fusion (LPP-TPRG1), 

were tested by RT-qPCR (middle panel). Finally, 5 potentially targetable fusions harboring 

tyrosine-kinases coding genes were also tested (lower panel). A total of 42 fusions found by 

ChimComp underwent RT-qPCR assay. As positive controls, some of the well-known fusion 

oncogenes detected by ChimComp were also included, namely C11orf95-RELA, EWSR1-FLI1 and 

HEY1-NCOA2. A total of 38/42 fusions were successfully validated. For each fusion, the type of 

chromosomal rearrangement potentially involved, the number of tools detecting the fusion, the 

number of patients carrying the fusion and their identification numbers, the result of PCR, the 

oncoscore provided by ChimComp as well as the number of databases reporting the fusion also 

provided by ChimComp, the primers sequences used, the presence of oncogenes or tumor 

suppressor genes and the functional prediction are enlisted. 

a Known fusions, b with Tyrosine Kinase activity, c Intra = intrachromosomal, Inter = 

interchromosomal, Read nb mean = mean number of junction/spanning reads of all tools. 
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Table 3. Potentially targetable fusion alterations with associated putative biological effect 

and predicted impact on drug sensitivity. 

Fusion transcripts representing potential targetable alterations by existing anti-cancer drugs 

were found among the high-confidence list candidates and are enlisted with the associated patient 

number, the result of PCR validation, the associated oncoscore provided by ChimComp, the 

presumptive fusion reconstitution and biological effect, the possible drugs to target the fusion 

products, the mechanism involved, and the references in literature used. Additional relevant 

genomic information from WES of patients was also added when relevant regarding the 

associated potentially targetable fusion.    

a In bold: Gene whose alteration induced by the fusion has potential therapeutic implications bn.d. 

= not done, cGenomic results from concomitant WES if available (Harttrampf et al., Clin Can Res 

2017). 
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Figures 
 

 
Figure 1. ChimComp pipeline workflow. 

Raw data from RNAseq were mapped on the human reference genome GRCh37/hg19 (Genome 

Reference Consortium Human Build 37/human genome 19). Three software tools (TopHat2 

followed by TopHat post, DeFuse and Fusion Catcher) were used to generate fusion genes lists (A, 

B and C). ChimComp processed the three lists in order to provide a unique merged fusion genes 

list per patient. The listing was analyzed by Oncofuse (left panel) to generate the oncoscores and 

compared to databases of known fusions (right panel). TK genes, oncogenes and tumor 

suppressor genes were searched in the final annotated fusion genes list. * Collection of fusions 

according to Babak Alaei-Mahabadi et al., 2016; TK tyrosine kinases; TSGs tumor suppressor 

genes. 
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Figure 2. Analysis of the fusion transcripts found by ChimComp pipeline. 

A. Venn diagram of the non-redundant 1 374 fusions detected from RNA-sequencing data of 48 

pediatric patients analyzed by 3 tools (Defuse, TopHat and Fusion Catcher). B. Repartition of 

fusions according to oncoscore. The dark grey bars represent the total fusions (n = 1374) and the 

light grey bars represent the high-confidence group found by 3 tools (n = 118). C. Distribution of 

predicted biological alterations of the high confidence candidates group.  Classification of the 

fusion transcripts was achieved according to the “hallmarks of cancer” described by Hanahan et 

al., 2011. 
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Figure 3. Relationship between fusions and mutations or genomic breakpoints in relapsed 

pediatric cancer patients. 

The Spearman correlation coefficient was calculated to assess A) the relation between total 

fusions number (Y axis) and mutations (X axis) and B) the relation between total fusions number 

(Y axis) and genomic breakpoints (X axis). A weak correlation was found between the number of 

breakpoints and fusions (B).  

r = Spearman correlation coefficient  

p = p-value of Spearman test 

r² = regression coefficient of linear regression curve with corresponding equation. 
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Figure 4. Graphical reconstitution of the mRNA and protein of 5 fusions involving tyrosine 

kinases genes. 

The National Cancer for Biotechnology Information (NCBI) Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) was used to obtain the putative mRNA sequence 

which was reconstituted with the use of Nucleotide (NBCI). When the coding sequence was 

obtained and predicted, Uniprot Knowledge Base (http://www.uniprot.org/) was used to 

reconstitute the predicted fusion protein domains. A. CCM2L-HCK; B. JAK2-PTPRD; C. MANBAL-

SRC, D. TYRO3-KLHL18 and E. FES-MAN2A2. Framed numbers represent the exons corresponding 

to the gene transcript written above each group of numbers. The arrows represent the junction 

point between the two transcripts to form the fusion. Colored boxes represent the two entire 

proteins involved in the fusion, with the different functional domains. The red bar shows the 

junction point and dotted lines illustrates the protein rearrangement after the fusion transcript 

formation. Intronic sequence = a transcript with a retained genomic intronic sequence of the 

corresponding gene. 
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Supplementary tables 
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Table S1: Clinical characteristics of the pediatric patients at relapse enrolled in MOSCATO-

01 clinical trial. 

Identification numbers used for the initial MOSCATO-01 pediatrics study (from Harttrampf et al. 

2017), identification used for the present fusion study, associated diagnoses, age, sex, number of 

previous treatments, time between initial diagnosis and biopsy, presence of metastasis as well as 

the type of tissue collected [i.e primary tumor (P) or metastasis (M)] were reported. Patients were 

classified in 3 groups according to tumor types: sarcoma (S), brain tumors (B) and others (O). The 

percentage of tumor cells content in each biopsy used for further studies was estimated by a 

pathologist as part of the clinical trial MOSCATO-01.  

Diagnoses in italics represent constitutional conditions; * Li-Fraumeni syndrome; $ Diffuse 

intrinsic pontine glioma; # Glioblastoma multiforme; ° Neurofibromatosis Type 1. 
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Oncogene Fusion gene 1 Fusion gene 2 Number of patients 

carrying fusion

Pathology Oncoscore

ACTN4 EIF3K ACTN4 3 High grade glioma (GBM), High grade glioma (DIPG), Medulloblastoma 0,84132184

AFF3 RNF149 AFF3/LOC728323 intergenic region 1 Nephroblastoma /

AFF3 AFF3 SEC14L2 1 Osteosarcoma 0,09362091

AGAP2 AGAP2 AVIL 1 Neuroblastoma 0,00511378

AGAP2 AGAP2 LOC100507250 1 Neuroblastoma /

AHI1 MYB AHI1 1 Embryonal rhabdomyosarcoma 0,9886878

AKAP13 KLHL25 AKAP13 1 Nephroblastoma 0,99225852

AKAP9 SLC46A3/CHAMP1 intergenic region AKAP9 5 High grade glioma (GBM), High grade glioma (DIPG), Low grade glioma 

(Ganglioglioma), Mesenchymal chondrosarcoma, Ependymoma  

/

ASPSCR1 ASPSCR1 TFE3 1 Alveolar soft part sarcoma 0,95451153

BAALC BAALC MFHAS1 1 High grade glioma 0,43591361

BCR BCR LRP5L 1 Osteosarcoma 0,74481894

CDK4 CDK4 LINC00486 1 Neuroblastoma /

CSNK2A1 CSNK2A1 GALNT18 1 Medulloblastoma 0,99630797

CTBP2 CTBP2 OSTM1 1 Fibrolamellar hepatocellular carcinoma /

CTNND2 CTNND2 LOC401177/BC036251 intergenic region 1 High grade glioma (GBM) /

ECHS1 BC042451/MGC2752 intergenic region ECHS1 1 High grade glioma (GBM) /

ERAS ERAS HDAC6 1 Neuroblastoma 0,09033228

EWSR1 EWSR1 WT1 1 Desmoplastic small round cell tumor 0,43323828

EWSR1 EWSR1 FLI1 2 Ewing sarcoma 0,99992502

FDPS FDPS PKLR/PGBD2 intergenic region 1 Hepatoblastoma /

FES FES MAN2A2 1 Neuroblastoma /

FLI1 EWSR1 FLI1 2 Ewing sarcoma 0,99992502

FOXO1 PAX7 FOXO1 1 Alveolar rhabdomyosarcoma 0,97944093

FOXO1 PAX3 FOXO1 3 Alveolar rhabdomyosarcoma 0,99864098

GNA12 GNA12 SUN1 1 Osteosarcoma 0,98231051

GNAS INS-IGF2 GNAS 1 Embryonal rhabdomyosarcoma /

GPM6A VPS35 GPM6A 1 Anaplastic Ependymoma III° 0,22516328

GPM6B GK GPM6B 1 High grade glioma (DIPG) 0,01677199

GPM6B GPM6B ACTR3B/VIPR2 intergenic region 4 High grade glioma (GBM), Primitive neuroectodermal tumor /

HMGA2 SRGAP1 HMGA2 1 High grade glioma (GBM) 0,2869805

HMGA2 HMGA2 AK055974/ANHX intergenic region 1 High grade glioma (GBM) /

HMGA2 U3/VIPR2 intergenic region HMGA2 1 High grade glioma (GBM) /

IGF2 INS-IGF2 SEC31A 1 Sertoli Leydig granulosa cell tumor /

IGF2 INS-IGF2 PPHLN1 1 Ependymoma (revised from low grade glioma) /

IGF2 AK125040 INS-IGF2 1 Embryonal rhabdomyosarcoma /

IGF2 INS-IGF2 GNAS 1 Embryonal rhabdomyosarcoma /

IRF2 IRF2 LOC401164 1 Hepatoblastoma /

IRS2 MYO16 IRS2 1 Medulloblastoma; LFS*; Williams-Beuren syndrome 0,99975681

JAK2 JAK2 PTPRD 1 Ependymoma 0,99999743

JAK2 JB137814/PGBD2 intergenic region JAK2 1 Neuroblastoma /

JUND JUND LOC100506190/DQ577244 intergenic region 1 Anaplastic Ependymoma III° /

KSR2 KSR2 CRMP1 1 Neuroblastoma 0,27557443

KSR2 KSR2 C8orf33/Chromosome_end intergenic region 1 Neuroblastoma /

LMO1 LMO1 RIC3 3 High grade glioma (GBM), Ependymoma 0,99365086

LMO3 LMO3 LOH12CR1 1 Ewing sarcoma 0,99832794

MCC LINC00266-1 MCC 1 Astroblastoma /

MDM2 MDM2 NUP107 1 Neuroblastoma 0,85881908

MDM2 CPSF6 MDM2 1 Neuroblastoma 0,95873015

MDM2 FRS2 MDM2 1 Neuroblastoma 0,9737676

MDM2 CTDSP2 MDM2 1 Neuroblastoma 0,98908188

MFHAS1 BAALC MFHAS1 1 High grade glioma 0,43591361

MIR100HG MIR100HG BC089451 5 Ependymoma, High grade glioma (DIPG), Low grade glioma (Ganglioglioma), 

Embryonal rhabdomyosarcoma, Medulloblastoma

/

MRE11A MRE11A ANKRD49/AK130852 intergenic region 1 Anaplastic Ependymoma III° /

MTDH MTDH 5S_rRNA/C8orf33 intergenic region 1 Mesenchymal chondrosarcoma /

MYB MYB IL20RA 1 Embryonal rhabdomyosarcoma 0,96050213

MYB MYB AHI1 1 Embryonal rhabdomyosarcoma 0,9886878

MYB MYB AK093525/LOC728323 intergenic region 1 Embryonal rhabdomyosarcoma /

MYB MYB MYB/BC036251 intergenic region 1 Embryonal rhabdomyosarcoma /

NEDD4 NEDD4 DQ601182/DDX11L9 intergenic region 1 Alveolar soft part sarcoma /

NFIB NFIB TRNA/DQ577244 intergenic region 3 Medulloblastoma /

NINL NINL PCDH18 1 High grade glioma (GBM) 0,73069713

PARK7 PARK7 MINOS1 1 High grade glioma (GBM) 6,06E-04

PARK7 PARK7 Metazoa_SRP/PGBD2 intergenic region 1 High grade glioma (GBM) /

PAX3 PAX3 FOXO1 3 Alveolar rhabdomyosarcoma 0,99864098

PPARG TUBB3 PPARGC1A 1 Anaplastic Ependymoma III° 0,10315707

PPARG SYN2 PPARG 1 Alveolar rhabdomyosarcoma /

PRKCA BCYRN1 PRKCA 1 Nephroblastoma /

PRKCI ARMCX4/DDX11L family member intergenic regionPRKCI 1 High grade glioma (GBM) /

RERE RERE ERI3 1 Medulloblastoma 0,90255114

RERE RERE PRKCZ 1 Medulloblastoma 0,99999744

RERE RERE LOC339442/PGBD2 intergenic region 1 Medulloblastoma /

SET SET BC107094/BC036251 intergenic region 1 Alveolar rhabdomyosarcoma /

SETBP1 SETBP1 AK095310 1 High grade glioma (DIPG) /

SRC MANBAL SRC 1 High grade glioma (GBM) 0,99999645

SRSF3 SRSF3 LOC100500773 1 Alveolar rhabdomyosarcoma /

SWAP70 SWAP70 BBOX1/AK130852 intergenic region 9 / /

TCF3 TCF3 MIDN/MGC2752 intergenic region 1 Medulloblastoma; LFS*; Williams-Beuren syndrome /

TFE3 ASPSCR1 TFE3 1 Alveolar soft part sarcoma 0,95451153

TFG TFG GPR128 1 Anaplastic Ependymoma III° 0,1481096

THRA IKZF3 THRA 1 Alveolar rhabdomyosarcoma 0,80872298

TLE1 ZC4H2/DDX11L family member intergenic regionTLE1 3 Abrikossof tumor, High grade glioma (GBM), Osteosarcoma /

TSPY1 TSPY1 CADPS 1 Medulloblastoma /

UBE3C CCDC132/VIPR2 intergenic region UBE3C 1 Medulloblastoma /

UBE3C UBE3C DHRS2/LOC90925 intergenic region 1 Medulloblastoma /

VIM VIM LINC00486 1 Abrikossof tumor /

VIM OR51E2/AK130852 intergenic region VIM 8 / /

WT1 EWSR1 WT1 1 Desmoplastic small round cell tumor 0,43323828

YEATS4 FRS2 YEATS4/ANHX intergenic region 1 Neuroblastoma /

YEATS4 YEATS4 CPM/ANHX intergenic region 1 Neuroblastoma /

YWHAZ FGF12 YWHAZ 1 Embryonal rhabdomyosarcoma , Fibrolamellar hepatocellular carcinoma 0,98987825

ZNF268 CAP1 ZNF268 1 Ependymoma (revised from low grade glioma) 0,85780377
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Table S2: List of fusions involving at least one oncogene among the total non-redundant 

1374 fusions detected by ChimComp. (source: Yining Liu, Jingchun Sun, Min Zhao (2017). 

ONGene, a literature-based database for human oncogenes. Journal of Genetics and Genomics.) 
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Tumor suppressor gene Fusion gene 1 Fusion gene 2 Number of patients 

carrying fusion

Pathology Oncoscore

ANAPC1 ANAPC1 RMND5A 1 Embryonal rhabdomyosarcoma /

ARHGAP29 ARHGAP29 ARHGAP29/PGBD2 intergenic region 1 Neuroblastoma /

AZGP1 AZGP1 GJC3 6 Several patients /

BCR BCR LRP5L 1 Osteosarcoma 0.74

CACNA2D3 SELK/DQ575955 intergenic region CACNA2D3 1 Neuroblastoma /

CADM2 CADM2 XIRP1/DQ575955 intergenic region 1 Neuroblastoma /

CADM4 CADM4 ZNF576 1 Ependymoma (revised from low grade glioma) /

CAMTA1 CAMTA1 H6PD 2 Several patients 0.14

CAMTA1 RSU1 CAMTA1 1 Medulloblastoma 0.97

CAMTA1 CAMTA1 VAMP3 1 High grade glioma (GBM) 0.99

CD4 CD4 GPR162 1 Osteosarcoma /

CD44 CD44 TRIM5 1 Neuroblastoma /

CDH13 BTBD9 CDH13 1 Sertoli Leydig granulosa cell tumor 0.22

CNDP2 ESCO1 CNDP2 1 Medulloblastoma 0.08

CTNNA3 RBFOX2 CTNNA3 1 Ependymoma 0.21

CTNNBIP1 UBE4B CTNNBIP1 1 Osteosarcoma 0.9

CUL5 CUL5 ACAT1 1 Alveolar rhabdomyosarcoma 0.99

DDX3X DDX3X SLC27A5 1 Anaplastic Ependymoma III° /

DDX58 DDX58 TOPORS-AS1 1 Medulloblastoma /

DMTF1 DMTF1 ABCB1 1 Epithelioid sarcoma 0.89

DNAJB1 DNAJB1 PRKACA 1 Fibrolamellar hepatocellular carcinoma 0.998

DNAJC11 RIMS3 DNAJC11/PGBD2 intergenic region 1 Medulloblastoma /

DNAJC11 DNAJC11 Mir_584/DUX4L3 intergenic region 1 Medulloblastoma /

DNAJC11 DNAJC11 ERRFI1/PGBD2 intergenic region 1 Medulloblastoma /

DND1 KANSL1-AS1/FLJ43681 intergenic regionDND1 1 Neuroblastoma /

EAF2 EAF2 EAF2/DQ575955 intergenic region 1 High grade glioma (GBM) /

EDNRB UGGT2 EDNRB 1 Embryonal rhabdomyosarcoma; LFS* /

ERRFI1 ERRFI1 CUBN 1 Medulloblastoma 0.95

ERRFI1 DNAJC11 ERRFI1/PGBD2 intergenic region 1 Medulloblastoma /

EYA4 ATP4A/MGC2752 intergenic regionEYA4 14 Several patients /

FAM188A FAM171A1 FAM188A/DUX4L3 intergenic region 1 Medulloblastoma /

FAM188A FAM188A SIL1 1 Medulloblastoma 0.006

FAM188A FAM188A FAM171A1 1 Medulloblastoma 0.022

FAM188A FAM188A/DUX4L3 intergenic regionPPIEL 1 Medulloblastoma /

FBXO25 FBXO25 AK124970/PGBD2 intergenic region 1 Medulloblastoma /

FBXO25 LOC728323 FBXO25 2 Several patients /

FOXO1 PAX3/7 FOXO1 3 Several patients 0.99

GLIPR1 GLIPR1 GMPR 2 Several patients 0.06

GPC5 GPC5 GPC5-AS1/CHAMP1 intergenic region 1 Alveolar soft part sarcoma /

GPC5 GPC5-AS1/CHAMP1 intergenic regionATP11A 1 Alveolar rhabdomyosarcoma /

GPC5 ATP11A GPC5 1 Alveolar rhabdomyosarcoma /

GPC5 GPC5 ABCC4/CHAMP1 intergenic region 1 Embryonal rhabdomyosarcoma; LFS* /

HDAC3 HDAC3 DIAPH1 2 Several patients 0.87

HINT1 OSBPL8/ANHX intergenic region HINT1 1 High grade glioma (GBM) /

IGFBP5 IGFBP5 LINC00486 1 Abrikossof tumor /

IKZF3 IKZF3 THRA 1 Alveolar rhabdomyosarcoma 0.81

ING5 ING5 AK126180/LOC728323 intergenic region 1 Embryonal rhabdomyosarcoma /

ITGAV ITGAV FAM171B 1 Epithelioid sarcoma 0.87

KISS1 GOLT1A KISS1 1 Fibrolamellar hepatocellular carcinoma /

KMT2C FZD1/VIPR2 intergenic region KMT2C 1 Nephroblastoma /

KMT2C DQ599872/VIPR2 intergenic regionKMT2C 1 Hepatoblastoma /

KMT2C PARP15/DQ575955 intergenic regionKMT2C 1 Neuroblastoma /

KMT2C CO9 KMT2C 4 Several patients /

KMT2C U6/DDX11L family member intergenic regionKMT2C 2 Several patients /

LAT2 SNX18 LAT2 1 High grade glioma (GBM) 0.59

LIFR LIFR EGFLAM 1 High grade glioma 0.91

MARCKS MARCKS ANKS1B 1 Medulloblastoma 0.18

MAX PPP2R5E MAX 1 High grade glioma (GBM) 0.998

MCC LINC00266-1 MCC 1 Astroblastoma /

MEN1 MEN1 PGM2L1/AK130852 intergenic region 1 Malignant peripheral nerve sheath tumor; NF1° /

MIA2 MIA2 CTAGE5 1 Hepatoblastoma 0.03

MTAP MTAP CDKN2B-AS1 1 Embryonal rhabdomyosarcoma /

MYO1A NAB2 MYO1A 1 High grade glioma (GBM) 0.06

NDN POLR3E NDN 1 Malignant peripheral nerve sheath tumor; NF1° 0.04

NEDD4 NEDD4 DQ601182/DDX11L9 intergenic region 1 Alveolar soft part sarcoma /

NF1 NF1 RAB11FIP4 1 Embryonal rhabdomyosarcoma 0.92

NF2 KIAA0368 NF2 1 Osteosarcoma 0.99

NF2 NF2 AK131325 1 Osteosarcoma /

NIT2 TBC1D23 NIT2 2 Several patients 0.12

NOTCH2 ATP4A/MGC2752 intergenic regionNOTCH2 2 Several patients /

OPCML OPCML NTM 3 Several patients 0.007

OSGIN1 OSGIN1 NECAB2 1 Hepatoblastoma 0.003

PARK7 PARK7 MINOS1 1 Embryonal rhabdomyosarcoma 0

PARK7 PARK7 Metazoa_SRP/PGBD2 intergenic region 1 Embryonal rhabdomyosarcoma /

PCDH17 CPE PCDH17 1 High grade glioma (GBM) 0.12

PCDH9 PCDH9 SLC22A16 1 Embryonal rhabdomyosarcoma; LFS* 0.002

PCDH9 PCDH9 RTN4IP1 1 Embryonal rhabdomyosarcoma; LFS* 0.002

PDS5B PDS5B STARD13 1 Medulloblastoma 0.29

PDSS2 FNDC3A PDSS2 1 Embryonal rhabdomyosarcoma; LFS* 0.81

PHLPP1 GAREM PHLPP1 1 Medulloblastoma 0.12

PHLPP1 PHLPP1 RTTN 1 Medulloblastoma 0.05

PHLPP1 PHLPP1 GALR1/PARD6G intergenic region 1 Medulloblastoma /

PLEKHO1 VPS45 PLEKHO1 14 Several patients 0.04

PNN PNN LINC00665 1 High grade glioma (GBM) /

POU2F3 OAF POU2F3 1 Abrikossof tumor 0.7

POU6F2 POU6F2 PPP1R1C 3 Several patients 0.002

PPARG SYN2 PPARG 1 Alveolar rhabdomyosarcoma /

PRICKLE1 KCNMB4 PRICKLE1 1 High grade glioma (GBM) 0.89

PRICKLE1 PRICKLE1 BC042876/LOC728323 intergenic region 1 High grade glioma (GBM) /

PRICKLE1 PRIM1 PRICKLE1/ANHX intergenic region 1 High grade glioma (GBM) /

PRICKLE1 ZDHHC17 PRICKLE1 1 High grade glioma (GBM) 0.98

PRICKLE1 PRICKLE1 CHSY3/BC036251 intergenic region 1 High grade glioma (GBM) /

PRICKLE1 KCNMB4 PRICKLE1 1 High grade glioma (GBM) 0.89

PRKAR1A PRKAR1A mir-108-1/FLJ43681 intergenic region 1 Hepatoblastoma /

PTEN PTEN DM119543/PRMT2 intergenic region 1 Anaplastic Ependymoma III° /

PTPRD JAK2 PTPRD 1 Ependymoma 0.99

PTPRT PTPRT U6/LINC00266-1 intergenic region 1 Medulloblastoma /

RASSF4 RASSF4 ZNF22 1 Embryonal rhabdomyosarcoma 0.86

RBMS3 RBMS3 LINC00616 1 Neuroblastoma /

RBMS3 LUZP2 RBMS3 1 Neuroblastoma 0.06

RECK SCML2 RECK 1 Medulloblastoma; LFS*; Williams-Beuren syndrome 0.7

RNF111 RNF111 ADAM10 1 Osteosarcoma 0.19

ROBO1 ULK4 ROBO1 1 Neuroblastoma 0.1

RPS6KA2 LINC00473 RPS6KA2 1 Fibrolamellar hepatocellular carcinoma /

RTN4IP1 RTN4IP1 PCDH20/CHAMP1 intergenic region 1 Embryonal rhabdomyosarcoma; LFS* /

RTN4IP1 PCDH9 RTN4IP1 1 Embryonal rhabdomyosarcoma; LFS* 0.002

RUNX1 ATP9B RUNX1 1 Nephroblastoma /

RUNX2 RUNX2 AK127888/PARD6G intergenic region 1 Osteosarcoma /

SALL2 METTL3 SALL2 1 Ependymoma 0.73

SALL2 SALL2/LOC90925 intergenic region RBBP4 1 Ependymoma (revised from low grade glioma) /

SALL2 ANKH SALL2/LOC90925 intergenic region 1 High grade glioma (GBM) /

SDHA SDHA SDHAP3 1 Medulloblastoma /

SDHA SDHA SDHAP2 1 High grade glioma (GBM) /

SDHA LOC728613 SDHA 2 Several patients /

SEC14L2 AFF3 SEC14L2 1 Osteosarcoma 0.06

SOX7 XKR6 SOX7 1 High grade glioma (GBM) /

SRGAP3 SRGAP3 CIAO1 1 Neuroblastoma 0.06

SSBP2 SSBP2 MIR1297/CHAMP1 intergenic region 2 Several patients /

STARD13 PDS5B STARD13 1 Medulloblastoma 0.29

TAGLN SIDT2 TAGLN 21 Several patients 0.007

TCF3 TCF3 MIDN/MGC2752 intergenic region 1 Medulloblastoma; LFS*; Williams-Beuren syndrome /

TCF7L2 TCF7L2 PPP6R3/AK130852 intergenic region 1 Ependymoma /

TDGF1 TDGF1 TDGF1P3/DDX11L family member intergenic region1 Anaplastic Ependymoma III° /

THRA IKZF3 THRA 1 Alveolar rhabdomyosarcoma 0.81

TP53 ZNF565 TP53 1 Osteosarcoma 0.96

TP53INP1 TP53INP1 ROBO2 1 Ependymoma (revised from low grade glioma) /

TPTE2 TPTE2 ZNF770/DDX11L9 intergenic region 1 Mesenchymal chondrosarcoma /

TRIM3 TRIM3 HPX 1 High grade glioma (GBM) 0.002

TSC22D1 TSC22D1 ACAP2 1 Embryonal rhabdomyosarcoma; LFS* 0.96

TSSC4 CD81 TSSC4 1 Ependymoma 0.006

UBE4B UBE4B CTNNBIP1 1 Osteosarcoma 0.9

UFL1 UFL1 TFB1M 1 Mesenchymal chondrosarcoma 0.004

UNC5D GSR UNC5D 1 High grade glioma (GBM) 0.88

VIM OR51E2/AK130852 intergenic regionVIM 9 Several patients /

VPS53 VPS53 NXN 1 Medulloblastoma 0.002

WT1 EWSR1 WT1 1 Alveolar rhabdomyosarcoma 0.43

XRCC5 XRCC5 FRMD4A 1 Alveolar rhabdomyosarcoma 0.41

Table S3: List of fusions 

involving tumor 

suppressor genes among 

the total non-redundant 

1374 fusions detected by 

ChimComp. (source: tumor 

suppressor gene database, 

http://bioinfo.mc.vanderbilt.

edu/TSGene)  
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Gene1 Gene2 Nb of 

patients 

carrying 

fusion

Patient 

Number

Diagnosis Nb of 

tools

Oncoscore Nb of databases 

reporting 

fusion

Name of 

databases 

reporting fusion

Type of 

rearrangement

Spanning reads 

(mean)

Pair reads 

(mean)

Fusion description 

provided by Fusion Catcher

Fusion point gene 

1

Fusion point gene 

2

Predicted 

effect 

provided by 

Fusion Catcher

Predicted 

fused 

transcripts

Oncogene Tumor 

suppressor gene

Function gene 1 in cancer Function gene 2 in cancer Putative consequence of fusion transcript Tumor entity known to be related to one or both genes

ABR DNAH2 1 40 Osteosarcoma 3 7,10E-04 / / Intrachromosomal 31,3 68,7 / 17:953290:- 17:7678077:+ out-of-frame ENST00000291107:1712/ENST00000572933:5962;ENST00000291107:1712/ENST00000389173:4516;ENST00000544583:2253/ENST00000572933:5962;ENST00000544583:2253/ENST00000389173:4516;ENST00000302538:1938/ENST00000572933:5962;ENST00000302538:1938/ENST00000389173:4516;ENST00000572152:164/ENST00000572933:5962;ENST00000572152:164/ENST00000389173:4516;ENST00000536794:1424/ENST00000572933:5962;ENST00000536794:1424/ENST00000389173:4516;ENST00000574437:2118/ENST00000572933:5962;ENST00000574437:2118/ENST00000389173:4516/ / Vestibular morphogenesis GTPase activity and microtubule motor activity / Retroperitoneal Neuroblastoma, Papillary craniopharyngioma, Adamantinous craniopharyngioma

ACOT7 ZFP69 1 16 Medulloblastoma 3 / / / Intrachromosomal 55,0 77,3 / 1:6453317:- 1:40954760:+ out-of-frame ENST00000545482:510/ENST00000372705:514;ENST00000545482:510/ENST00000372706:1226;ENST00000361521:1135/ENST00000372705:514;ENST00000361521:1135/ENST00000372706:1226;ENST00000608083:105/ENST00000372705:514;ENST00000608083:105/ENST00000372706:1226;ENST00000377860:105/ENST00000372705:514;ENST00000377860:105/ENST00000372706:1226;ENST00000418124:105/ENST00000372705:514;ENST00000418124:105/ENST00000372706:1226/ / Fatty acids metabolism Transcriptional regulation Deregulating cellular energetics /

ARHGEF7 ATP11A 1 14

Alveolar rhabdomyosarcoma

3 0,99049634 2 Mitelman, ChimerSeqIntrachromosomal 5,7 8,7 no_protein,antisense 13:111768038:+ 13:113401754:- CDS(truncated)/exonic(no-known-CDS)/ / /

Positive regulator of apoptosis, activates the Ras-like family 

of Rho proteins

Cation-transporting atpase activity. May be involved in the 

uptake of farnesyltransferase inhibitor drugs, such as 

lonafarnib Resisting cell death / Drug resistance

/

ASAP2 MGMT 1 16

Medulloblastoma

3 0,999883057 / / Interchromosomal 4,3 10,3 / 2:9347359:+ 10:131334505:+ in-frame ENST00000281419:466/ENST00000306010:114;ENST00000315273:466/ENST00000306010:114/ /

Modulates PXN recruitment to focal contacts and cell 

migration

DNA repair protein involved in cellular defense against 

mutagenesis and toxicity from alkylating agents. Genome instability and mutation / Drug resistance
Various cancer types

ASPSCR1 TFE3 1 4

Alveolar soft part sarcoma

3 0,954511534 7 Mitelman, TICdb, Cosmic, ChimerKB, ChimerPub, ChimerSeq, ChitarsInterchromosomal 9,7 15,7 known,cosmic,chimerdb2,cgp,ticdb17:79954722:+ X:48895639:- in-frame ENST00000306739:1030/ENST00000315869:1041;ENST00000306729:1030/ENST00000315869:1041;ENST00000580534:890/ENST00000315869:1041;ENST00000584454:985/ENST00000315869:1041;ENST00000582355:607/ENST00000315869:1041ASPSCR1; TFE3 / /

Transcription factor mediates expression of genes 

downstream of TGF beta Sustaining proliferative signaling
Alveolar soft part sarcoma, renal cell carcinoma

ATRX PASD1 1 26

Neuroblastoma

3 0,997390308 / / Intrachromosomal 15,3 23,0 / X:76812922:- X:150817087:+ out-of-frame ENST00000395603:6800/ENST00000370357:875;ENST00000373344:6967/ENST00000370357:875/ /

Chromatin remodeling protein, involvement in the gene 

regulation at interphase and chromosomal segregation in 

mitosis

Cancer-associated antigen that can stimulate autologous T-

cell responses Sustaining proliferative signaling / Avoiding immune destruction

Diffuse large B cell lymphoma

BCR LRP5L 1 40 Osteosarcoma 3 0,744818942 / / Intrachromosomal 19,0 39,3 / 22:23637342:+ 22:25756190:- CDS(truncated)/UTR/ BCR BCR Serine/threonine kinase, BCR-ABL fusion protein LDL receptor related, Wnt-activated receptor activity Sustaining proliferative signaling CML, T-ALL

BRK1 THADA 1 16 Medulloblastoma 3 3,47E-04 / / Interchromosomal 23,7 52,7 / 3:10157503:+ 2:43460021:- in-frame ENST00000530758:228/ENST00000405975:5437;ENST00000530758:228/ENST00000405006:5649/ / Regulation of actin and microtubule organization Likely involved in the death receptor pathway and apoptosis Resisting cell death Adenoma

C10orf112 CLTC 1 40

Osteosarcoma

3 / / / Interchromosomal 4,0 29,7 / 10:19787575:+ 17:57738843:+ out-of-frame / / / /

Contributes to stabilization of kinetochore fibers of the 

mitotic spindle by acting as inter-microtubule bridge /
Renal cell carcinoma, pediatric fibrosarcoma

C11orf95 RELA 2 21, 27

Ependymoma

3 0,995089743 1 ChimerPub Intrachromosomal 251,0 57,0 oncogene,known 11:63533279:- 11:65429676:- in-frame ENST00000433688:790/ENST00000615805:148;ENST00000433688:790/ENST00000525693:71;ENST00000433688:790/ENST00000406246:270;ENST00000433688:790/ENST00000308639:266;ENST00000433688:790/ENST00000531238:84;ENST00000433688:790/ENST00000529389:136;ENST00000433688:790/ENST00000526283:71;ENST00000433688:790/ENST00000533546:84;ENST00000433688:790/ENST00000532879:91;ENST00000433688:790/ENST00000612991:148;ENST00000433688:790/ENST00000532999:94;ENST00000433688:790/ENST00000527909:84;ENST00000433688:790/ENST00000525658:91/ / /

Proto-oncogene subunit of NF-kappa-B,  inflammation, 

immunity, differentiation, cell growth, tumorigenesis and 

apoptosis Multiple consequences

Ependymoma

C15orf57 CBX3 21 38,40,41,43,47,48,2,12,14,16,17,18,20,22,23,25,27,28,31,32,34Several patients 3 0,007395173 2 ChimerPub, ChimerSeqInterchromosomal 2,0 8,5 known,healthy,tcga,hpa,gtex,banned15:40854971:- 7:26241389:+ CDS(truncated)/UTR/ / / / Component of heterochromatin Genome instability and mutation /

C2CD2 CORO2B 1 48

High grade glioma (GBM)

3 0,01643555 / / Interchromosomal 7,3 8,3 / 21:43373479:- 15:68937499:+ in-frame ENST00000380486:521/ENST00000566799:310;ENST00000380486:521/ENST00000543950:355;ENST00000380486:521/ENST00000540068:76;ENST00000380486:521/ENST00000261861:310/ / /

May play a role in the reorganization of neuronal actin 

structure Differentiation
/

CARKD ADPRHL1 1 32 Medulloblastoma; LFS*; Williams-Beuren syndrome3 2,18E-04 / / Intrachromosomal 11,0 29,0 / 13:111287935:+ 13:114098904:- in-frame ENST00000309957:786/ENST00000612156:302;ENST00000309957:786/ENST00000375418:302;ENST00000424185:574/ENST00000612156:302;ENST00000424185:574/ENST00000375418:302/ / / / / /

CCDC162P/BC036251 intergenic regionSCEL 1 20 Embryonal rhabdomyosarcoma; LFS*3 / / / Interchromosomal 24,0 46,7 no_protein,pseudogene,antisense6:109630857:+ 13:78174155:- exonic(no-known-CDS)/exonic(no-known-CDS)/ / / / / / /

CCT2 XRCC6BP1 1 48 High grade glioma (GBM)3 0,057215432 / / Intrachromosomal 35,3 194,3 / 12:69980124:+ 12:58339411:+ out-of-frame ENST00000299300:266/ENST00000300145:313;ENST00000544368:140/ENST00000300145:313;ENST00000550010:128/ENST00000300145:313/ / Ubiquitin protein ligase binding Kinase involved in double-strand break repair Genome instability and mutation Gallbladder adenocarcinoma, Adenosquamous carcinoma, Glioblastoma

CDKN2A ITCH 1 41

Malignant peripheral nerve sheath tumor; NF1°

3 / / / Interchromosomal 7,7 20,3 / 9:21994138:- 20:33092136:+ in-frame ENST00000530628:273/ENST00000621101:2584;ENST00000530628:273/ENST00000610336:2461;ENST00000530628:273/ENST00000262650:2676;ENST00000530628:273/ENST00000535650:2319;ENST00000530628:273/ENST00000374864:2630;ENST00000579755:486/ENST00000621101:2584;ENST00000579755:486/ENST00000610336:2461;ENST00000579755:486/ENST00000262650:2676;ENST00000579755:486/ENST00000535650:2319;ENST00000579755:486/ENST00000374864:2630;ENST00000361570:353/ENST00000621101:2584;ENST00000361570:353/ENST00000610336:2461;ENST00000361570:353/ENST00000262650:2676;ENST00000361570:353/ENST00000535650:2319;ENST00000361570:353/ENST00000374864:2630/ CDKN2A

Tumor suppressor, blocking MDM2-induced degradation of 

p53

Family of HECT domain E3 ubiquitin ligases. Erythroid and 

lymphoid cell differentiation and the regulation of immune 

responses Evading growth suppressors

Various cancer types

CRTC3 IQGAP1 1 24

Hepatoblastoma

3 0,990551642 / / Intrachromosomal 10,7 30,3 adjacent,tcga,10K<gap<100K15:91083369:+ 15:91040464:+ out-of-frame ENST00000420329:378/ENST00000268182:4876;ENST00000420329:378/ENST00000560738:3117;ENST00000268184:235/ENST00000268182:4876;ENST00000268184:235/ENST00000560738:3117;ENST00000560098:335/ENST00000268182:4876;ENST00000560098:335/ENST00000560738:3117/ /

CREB regulated transcription cofactor, mitochondrial 

biogenesis .

Interacts with cell adhesion molecules and signaling 

molecules to regulate cell morphology and motility.  Invasion and metastasis
Human t-cell leukemia virus type 1 

CTBP2 OSTM1 1 9 Fibrolamellar hepatocellular carcinoma3 / / / Interchromosomal 5,0 11,7 / 10:126727566:- 6:108385503:- out-of-frame ENST00000494626:441/ENST00000193322:489;ENST00000411419:463/ENST00000193322:489;ENST00000531469:345/ENST00000193322:489;ENST00000337195:458/ENST00000193322:489CTBP2 / Transcription corepressor  Required for osteoclast and melanocyte maturation Differentiation Prostate cancer susceptibility

CTPS1 NFYC 1 16

Medulloblastoma

3 0,993480076 / / Intrachromosomal 6,0 14,7 tcga 1:41477361:+ 1:41204508:+ UTR/UTR / / /

Biosynthesis of phospholipids and nucleic acids. Important in 

the immune system Transcription factor Avoiding immune destruction
/

CTSB BACE2 1 11

Ewing sarcoma

3 0,983064386 / / Interchromosomal 134,7 454,0 / 8:11708375:- 21:42613746:+ in-frame ENST00000531089:552/ENST00000330333:1082;ENST00000531089:552/ENST00000347667:1082;ENST00000531089:552/ENST00000328735:1082;ENST00000534636:435/ENST00000330333:1082;ENST00000534636:435/ENST00000347667:1082;ENST00000534636:435/ENST00000328735:1082;ENST00000534510:541/ENST00000330333:1082;ENST00000534510:541/ENST00000347667:1082;ENST00000534510:541/ENST00000328735:1082;ENST00000533572:792/ENST00000330333:1082;ENST00000533572:792/ENST00000347667:1082;ENST00000533572:792/ENST00000328735:1082;ENST00000453527:513/ENST00000330333:1082;ENST00000453527:513/ENST00000347667:1082;ENST00000453527:513/ENST00000328735:1082;ENST00000533455:546/ENST00000330333:1082;ENST00000533455:546/ENST00000347667:1082;ENST00000533455:546/ENST00000328735:1082;ENST00000534149:421/ENST00000330333:1082;ENST00000534149:421/ENST00000347667:1082;ENST00000534149:421/ENST00000328735:1082;ENST00000527243:476/ENST00000330333:1082;ENST00000527243:476/ENST00000347667:1082;ENST00000527243:476/ENST00000328735:1082;ENST00000345125:550/ENST00000330333:1082/ /

Intracellular degradation and turnover of proteins. Tumor 

invasion and metastasis / Invasion and metastasis
/

DAGLB ASNS 1 1 Nephroblastoma 3 / / / Intrachromosomal 19,3 48,7 / 7:6513815:- 7:97488710:- intronic/CDS(truncated)/ / / Diacylglycerol Lipase Synthesis of asparagine Deregulating cellular energetics ALL

DCAF10 RBM20 1 21

Ependymoma

3 0,999467974 / / Interchromosomal 6,0 19,3 / 9:37819398:+ 10:112540559:+ in-frame ENST00000377724:1018/ENST00000369519:250;ENST00000242323:208/ENST00000369519:250/ /

Substrate receptor for CUL4-DDB1 E3 ubiquitin-protein ligase 

complex RNA binding /
/

DDX58 TOPORS-AS11 16 Medulloblastoma 3 / / / Intrachromosomal 37,0 66,7 10K<gap<100K 9:32466288:- 9:32558952:- in-frame ENST00000379883:2495/ENST00000379847:376;ENST00000379883:2495/ENST00000366466:305;ENST00000379868:2231/ENST00000379847:376;ENST00000379868:2231/ENST00000366466:305/ DDX58 RNA helicases  / / /

DHX58 KAT2A/FLJ43681 intergenic region1 48 High grade glioma (GBM)3 / / / Intrachromosomal 36,7 25,7 / 17:40262741:- 17:40273685:+ CDS(truncated)/UTR/ / / / / / /

DMTF1 ABCB1 1 15

Epithelioid sarcoma

3 0,89356784 / / Intrachromosomal 9,0 19,3 / 7:86781871:+ 7:87230394:- UTR/UTR / / DMTF1

Tumor suppressor activates ARF-p53 pathway to arrest cell 

growth or induce apoptosis

Energy-dependent efflux pump responsible for decreased 

drug accumulation in multidrug-resistant cells Multiple consequences
Various cancer types

DNAJC1 RERGL 1 47 Embryonal rhabdomyosarcoma3 0,264847199 / / Interchromosomal 29,3 28,3 / 10:22292142:- 12:18241890:- out-of-frame ENST00000476103:373/ENST00000536890:54;ENST00000476103:373/ENST00000538724:102;ENST00000476103:373/ENST00000229002:263;ENST00000376980:513/ENST00000536890:54;ENST00000376980:513/ENST00000538724:102;ENST00000376980:513/ENST00000229002:263/ / Chromatin binding, may modulate protein synthesis / / /

EBNA1BP2 RRAGC 1 16 Medulloblastoma 3 / / / Intrachromosomal 64,3 147,7 / 1:43700309:+ 1:39330386:- in-frame ENST00000610710:3650/ENST00000397572:1068;ENST00000372492:3729/ENST00000397572:1068/ / Processing of the 27S pre-rrna Activation of mtor signaling Sustaining proliferative signaling /

EIF2AK1 COL28A1 1 16 Medulloblastoma 3 0,966495789 / / Intrachromosomal 16,3 79,3 / 7:6080523:- 7:7472331:- in-frame ENST00000199389:1266/ENST00000435823:112;ENST00000199389:1266/ENST00000399429:2002/ / Inhibits protein synthesis at the translation initiation level / / /

EIF2AK1 OGDH 1 16 Medulloblastoma 3 0,979476466 / / Intrachromosomal 15,7 21,3 / 7:6062418:- 7:44653142:+ UTR/intronic / / / Inhibits protein synthesis at the translation initiation level Conversion of 2-oxoglutarate to succinyl-coa and CO(2) Deregulating cellular energetics /

ERRFI1 CUBN 1 16

Medulloblastoma

3 0,951965411 / / Interchromosomal 3,3 8,3 / 1:8075555:- 10:16930565:- out-of-frame ENST00000474874:324/ENST00000377833:8822;ENST00000377482:349/ENST00000377833:8822;ENST00000469499:337/ENST00000377833:8822;ENST00000487559:337/ENST00000377833:8822;ENST00000467067:139/ENST00000377833:8822/ ERRFI1 Upregulated with cell growth, linked to EGFR signaling

Cotransporter which plays a role in lipoprotein, vitamin and 

iron metabolism Sustaining proliferative signaling
/

ESCO1 CNDP2 1 16

Medulloblastoma

3 0,087563145 / / Intrachromosomal 32,0 70,0 / 18:19164271:- 18:72179683:+ UTR/CDS(truncated)/ / CNDP2 Acetyltransferase involved in sister chromatid cohesion Nonspecific dipeptidase involved in gluthatione metabolism Evading growth suppressors
Malignant tumor of pyriform fossa, Hypopharyngeal cancer

EWSR1 WT1 1 39

Desmoplastic small round cell tumor

3 0,433238277 6 Mitelman, TICdb, Cosmic, ChimerKB, ChimerPub, ChimerSeqInterchromosomal 96,3 136,3 known,cosmic,chimerdb2,cgp,ticdb22:29683123:+ 11:32414301:- in-frame ENST00000414183:832/ENST00000530998:837;ENST00000414183:832/ENST00000379079:888;ENST00000414183:832/ENST00000448076:1440;ENST00000414183:832/ENST00000332351:1535;ENST00000414183:832/ENST00000452863:1199;ENST00000455726:636/ENST00000530998:837;ENST00000455726:636/ENST00000379079:888;ENST00000455726:636/ENST00000448076:1440;ENST00000455726:636/ENST00000332351:1535;ENST00000455726:636/ENST00000452863:1199;ENST00000629659:1124/ENST00000530998:837;ENST00000629659:1124/ENST00000379079:888;ENST00000629659:1124/ENST00000448076:1440;ENST00000629659:1124/ENST00000332351:1535;ENST00000629659:1124/ENST00000452863:1199;ENST00000397938:1112/ENST00000530998:837;ENST00000397938:1112/ENST00000379079:888;ENST00000397938:1112/ENST00000448076:1440;ENST00000397938:1112/ENST00000332351:1535;ENST00000397938:1112/ENST00000452863:1199;ENST00000332050:1121/ENST00000530998:837;ENST00000332050:1121/ENST00000379079:888;ENST00000332050:1121/ENST00000448076:1440;ENST00000332050:1121/ENST00000332351:1535;ENST00000332050:1121/ENST00000452863EWSR1; WT1 WT1

Multifunctional protein involved in gene expression, cell 

signaling and RNA processing Transcription factor, tumor suppressor gene Sustaining proliferative signaling

Ewing sarcoma, desmoplastic small round cell tumor, melanoma of soft tissue, chondrosarcoma, clear cell 

sarcoma, myoepithelial carcinoma, fibrous histiocytoma, myxoid liposarcoma, connective tissue cancer, 

bladder sarcoma, liposarcoma, soft tissue sarcoma, kidney rhabdoid cancer, rhabdomyosarcoma, small cell 

osteogenic sarcoma, bone epithelioid hemangioma, vulvar sarcoma, olfactory neuroblastoma / desmoplastic 

small round cell tumor, acute myeloid leukemia, clear cell sarcoma, mesothelioma, ovarian carcinoma, sertoli-

leydig cell tumor, kidney cancer...

EWSR1 FLI1 2 46,11

Ewing sarcoma

3 0,999925015 7 Mitelman, TICdb, Cosmic, ChimerKB, ChimerPub, ChimerSeq, ChitarsInterchromosomal 98,3 197,3 oncogene,known,cosmic,cgp,ticdb,cell_lines22:29683123:+ 11:128675261:+ in-frame ENST00000414183:832/ENST00000527786:1145;ENST00000414183:832/ENST00000534087:877;ENST00000414183:832/ENST00000344954:446;ENST00000414183:832/ENST00000281428:1170;ENST00000455726:636/ENST00000527786:1145;ENST00000455726:636/ENST00000534087:877;ENST00000455726:636/ENST00000344954:446;ENST00000455726:636/ENST00000281428:1170;ENST00000629659:1124/ENST00000527786:1145;ENST00000629659:1124/ENST00000534087:877;ENST00000629659:1124/ENST00000344954:446;ENST00000629659:1124/ENST00000281428:1170;ENST00000397938:1112/ENST00000527786:1145;ENST00000397938:1112/ENST00000534087:877;ENST00000397938:1112/ENST00000344954:446;ENST00000397938:1112/ENST00000281428:1170;ENST00000332050:1121/ENST00000527786:1145;ENST00000332050:1121/ENST00000534087:877;ENST00000332050:1121/ENST00000344954:446;ENST00000332050:1121/ENST00000281428:1170;ENST00000332035:636/ENST00000527786:1145;ENST00000332035:636/ENST00000534087:877;ENST00000332035:636/ENST00000344954:446;ENST00000332035:636/ENST00000281428:1170;ENST00000406548:857/ENST00000527786:1145EWSR1 FLI1

Multifunctional protein involved in gene expression, cell 

signaling and RNA processing

Proto-oncogene transcription factor containing an ETS DNA-

binding domain Sustaining proliferative signaling

Ewing sarcoma, desmoplastic small round cell tumor, melanoma of soft tissue, chondrosarcoma, clear cell 

sarcoma, myoepithelial carcinoma, fibrous histiocytoma, myxoid liposarcoma, connective tissue cancer, 

bladder sarcoma, liposarcoma, soft tissue sarcoma, kidney rhabdoid cancer, rhabdomyosarcoma, small cell 

osteogenic sarcoma, bone epithelioid hemangioma, vulvar sarcoma, olfactory neuroblastoma, askin’s tumor, 

DSRCT

EXOC7/FLJ43681 intergenic regionPRPSAP1 1 17

Osteosarcoma

3 / / / Intrachromosomal 16,0 20,0 100K<gap<200K 17:74116412:- 17:74309972:- out-of-frame ENST00000589507:388/ENST00000446526:1228;ENST00000589507:388/ENST00000435555:699;ENST00000589507:388/ENST00000324684:694/ / /

Negative regulatory role in 5-phosphoribose 1-diphosphate 

synthesis. Deregulating cellular energetics
/

FAM171A1 FAM188A 1 16

Medulloblastoma

3 0,045051138 / / Intrachromosomal 247,3 126,3 / 10:15412957:- 10:15889943:- CDS(truncated)/intronicENST00000378116:104/ENST00000277632:316;ENST00000455654:107/ENST00000277632:316/ FAM188A /

Tumor suppressor contains a caspase-associated recruitment 

domain and may function in apoptosis Resisting cell death
Lungs and gastric cancers

FAM188A SIL1 1 16

Medulloblastoma

3 0,066157537 / / Interchromosomal 6,0 15,7 / 10:15902205:- 5:138463542:- out-of-frame ENST00000277632:315/ENST00000507002:227;ENST00000277632:315/ENST00000505830:146;ENST00000277632:315/ENST00000509534:228/ FAM188A

Tumor suppressor contains a caspase-associated recruitment 

domain and may function in apoptosis Protein processing in endoplasmic reticulum Resisting cell death
Lungs and gastric cancers, Gastric papillary adenocarcinoma, Spindle cell synovial sarcoma 

FAM208B MACF1 1 16

Medulloblastoma

3 0,967704721 / / Interchromosomal 285,0 644,3 / 10:5762933:+ 1:39757582:+ out-of-frame ENST00000328090:771/ENST00000372915:1888;ENST00000328090:771/ENST00000361689:1853;ENST00000328090:771/ENST00000496804:2514;ENST00000328090:771/ENST00000524432:1888;ENST00000328090:771/ENST00000567887:2054;ENST00000328090:771/ENST00000564288:2563;ENST00000328090:771/ENST00000530262:2419/ / /

Stabilization of microtubules. Positive regulator of Wnt 

receptor signaling pathway. Focal adhesions assembly and 

dynamics. Epidermal cell migration Invasion and metastasis

/

FAM96A CSNK1G1 1 38

Alveolar rhabdomyosarcoma

3 0,982767288 / / Intrachromosomal 15,3 53,7 10K<gap<100K 15:64380886:- 15:64472653:- out-of-frame ENST00000557835:316/ENST00000561349:1306;ENST00000557835:316/ENST00000303052:1604;ENST00000557835:316/ENST00000634654:1527;ENST00000557835:316/ENST00000634722:217;ENST00000557835:316/ENST00000634302:430;ENST00000557835:316/ENST00000634811:1637;ENST00000557835:316/ENST00000635142:1332;ENST00000557835:316/ENST00000607537:1629;ENST00000559950:378/ENST00000561349:1306;ENST00000559950:378/ENST00000303052:1604;ENST00000559950:378/ENST00000634654:1527;ENST00000559950:378/ENST00000634722:217;ENST00000559950:378/ENST00000634302:430;ENST00000559950:378/ENST00000634811:1637;ENST00000559950:378/ENST00000635142:1332;ENST00000559950:378/ENST00000607537:1629;ENST00000300030:539/ENST00000561349:1306;ENST00000300030:539/ENST00000303052:1604;ENST00000300030:539/ENST00000634654:1527;ENST00000300030:539/ENST00000634722:217;ENST00000300030:539/ENST00000634302:430;ENST00000300030:539/ENST00000634811:1637;ENST00000300030:539/ENST00000635142:1332;ENST00000300030:539/ENST00000607537:1629;ENST00000380290:329/ENST00000561349:1306;ENST0/ /

May play a role in chromosome segregation through 

establishment of sister chromatid cohesion

Serine/threonine-protein kinase. Participates in Wnt 

signaling. DNA repair, cell division and membrane transport. Evading growth suppressors
/

FBXL7 TERT 1 2

Sertoli Leydig granulosa cell tumor

3 0,109682436 / / Intrachromosomal 17,0 45,3 / 5:15616181:+ 5:1282739:- in-frame ENST00000504595:608/ENST00000334602:1574;ENST00000504595:608/ENST00000460137:1574;ENST00000504595:608/ENST00000508104:1574;ENST00000504595:608/ENST00000310581:1632/ / Phosphorylation-dependent ubiquitination of proteins Telomerase Reverse Transcriptase Enabling replicative immortality

Melanoma, renal clear cell sarcoma, acute myeloid leukemia, hepatocellular carcinoma, cervical cancer, bladder 

cancer, glioblastoma…

FLVCR1 TATDN3 1 17

Osteosarcoma

3 0,014511725 / / Interchromosomal 50,0 99,0 10K<gap<100K 1:213032532:+ 1:212977662:+ in-frame ENST00000366971:936/ENST00000526641:311;ENST00000366971:936/ENST00000526997:338;ENST00000366971:936/ENST00000366974:416;ENST00000366971:936/ENST00000366973:360;ENST00000366971:936/ENST00000531963:360;ENST00000366971:936/ENST00000530399:382;ENST00000366971:936/ENST00000532324:416/ /

Heme transporter that may play a critical role in 

erythropoiesis Putative deoxyribonuclease Deregulating cellular energetics
/

FRS2 NELL2 1 48

High grade glioma (GBM)

3 0,792233837 / / Intrachromosomal 25,0 151,7 / 12:69925836:+ 12:45269683:- UTR/CDS(truncated)/ / /

FGR and NGF receptors to downstream signaling pathways. 

Role in the activation of MAP kinases and PI3K

Required for neuron survival through the modulation of 

MAPK pathways Sustaining proliferative signaling
Nasal cavity squamous cell carcinoma

GNB1L GUSBP11/RPL23AP82 intergenic region1 40

Osteosarcoma

3 / / / Intrachromosomal 21,3 68,3 / 22:19837364:- 22:24081238:- UTR/UTR / / /

G-protein beta-subunit-like polypeptide involved in cell cycle 

progression, signal transduction, apoptosis, and gene 

regulation / Evading growth suppressors / Resisting cell death

Hypopharyngeal cancer

GPANK1 ABHD16A 1 8 Embryonal rhabdomyosarcoma3 / / / Intrachromosomal 3,7 8,7 10K<gap<100K 6:31632897:- 6:31662059:- UTR/intronic / / / Plays a role in immunity  Involved in some aspects of immunity Avoiding immune destruction /

HERC4 TMPRSS15 1 8 Embryonal rhabdomyosarcoma3 0,455172401 / / Interchromosomal 7,7 27,0 / 10:69748420:- 21:19647653:- out-of-frame ENST00000373700:2119/ENST00000284885:2799;ENST00000395198:2054/ENST00000284885:2799;ENST00000412272:2054/ENST00000284885:2799;ENST00000277817:1971/ENST00000284885:2799/ / Ubiquitin ligase Member of the trypsin family of peptidases / Prostate carcinoma in situ

HMGCLL1 BAI3 1 21 Ependymoma 3 0,207538314 / / Intrachromosomal 2,3 17,3 / 6:69349324:+ 6:55304357:- out-of-frame ENST00000370598:1578/ENST00000308161:825;ENST00000370598:1578/ENST00000274901:955;ENST00000370598:1578/ENST00000508459:348;ENST00000370598:1578/ENST00000370850:598;ENST00000370598:1578/ENST00000398661:1018;ENST00000546190:757/ENST00000308161:825;ENST00000546190:757/ENST00000274901:955;ENST00000546190:757/ENST00000508459:348;ENST00000546190:757/ENST00000370850:598;ENST00000546190:757/ENST00000398661:1018/ / Ketogenesis Regulation of synaptogenesis and angiogenesis Angiogenesis /

HNRNPA2B1 SLCO1A2 1 16

Medulloblastoma

3 0,575800957 / / Interchromosomal 35,7 233,0 / 7:26232115:- 12:21459922:- UTR/CDS(truncated)/ / /

Binds single-stranded telomeric DNA sequences, protecting 

telomeric DNA repeat against endonuclease digestion Mediates the Na(+)-independent transport of organic anions Enabling replicative immortality
/

IP6K1 RYBP 1 13 Embryonal rhabdomyosarcoma3 0,473123871 / / Intrachromosomal 18,7 21,0 / 3:72495647:- 3:49765711:- CDS(no-known-start-or-end)/CDS(truncated)/ / / Metabolism of inositol phosphate Inhibits degradation of TP53, promotes apoptosis Resisting cell death / Evading growth suppressors /

JAK2 PTPRD 1 21

Ependymoma

3 0,999997433 / / Intrachromosomal 7,3 18,0 gtex 9:5090911:+ 9:9397482:- CDS(truncated)/UTR/ JAK2 PTPRD

Non-receptor tyrosine kinase involved in cell growth, 

development, differentiation or histone modifications

Protein tyrosine phosphatase, induces pre- and post-synaptic 

differentiation of neurons Sustaining proliferative signaling / Differentiation
AML, CML

KANSL1 ARL17A 9 40,47,5,6,13,18,20,21,23Several patients 3 / 2 ChimerSeq, PublicationIntrachromosomal 24,0 33,3 known,healthy,hpa,gtex,banned17:44171926:- 17:44648235:- out-of-frame ENST00000572904:1604/ENST00000445552:236;ENST00000572904:1604/ENST00000570550:223;ENST00000572904:1604/ENST00000622488:288;ENST00000572904:1604/ENST00000336125:248;ENST00000572904:1604/ENST00000329240:288;ENST00000572904:1604/ENST00000573185:217;ENST00000574590:1658/ENST00000445552:236;ENST00000574590:1658/ENST00000570550:223;ENST00000574590:1658/ENST00000622488:288;ENST00000574590:1658/ENST00000336125:248;ENST00000574590:1658/ENST00000329240:288;ENST00000574590:1658/ENST00000573185:217;ENST00000262419:1902/ENST00000445552:236;ENST00000262419:1902/ENST00000570550:223;ENST00000262419:1902/ENST00000622488:288;ENST00000262419:1902/ENST00000336125:248;ENST00000262419:1902/ENST00000329240:288;ENST00000262419:1902/ENST00000573185:217;ENST00000575318:1465/ENST00000445552:236;ENST00000575318:1465/ENST00000570550:223;ENST00000575318:1465/ENST00000622488:288;ENST00000575318:1465/ENST00000336125:248;ENST00000575318:1465/ENST00000329240:288;ENST00000575318:1465/ENST00000573185:217;ENST00000432791:1688/ENST00000445552:236/ /

Histone acetyltransferase may be involved in the regulation 

of transcription / Sustaining proliferative signaling
/

KCNMB4 PRICKLE1 1 48

High grade glioma (GBM)

3 0,886880518 / / Intrachromosomal 10,3 24,0 / 12:70794116:+ 12:42866366:- CDS(truncated)/UTR/ / PRICKLE1 Calcium-activated potassium channel activity

Negative regulator of the Wnt/beta-catenin signaling 

pathway Evading growth suppressors
/

KIAA0195 RHBDL3 1 21

Ependymoma

3 0,734072391 / / Intrachromosomal 7,3 12,3 / 17:73495163:+ 17:30625111:+ in-frame ENST00000579208:3159/ENST00000536287:497;ENST00000579208:3159/ENST00000538145:658;ENST00000579208:3159/ENST00000269051:683;ENST00000579208:3159/ENST00000431505:683;ENST00000314256:4392/ENST00000536287:497;ENST00000314256:4392/ENST00000538145:658;ENST00000314256:4392/ENST00000269051:683;ENST00000314256:4392/ENST00000431505:683;ENST00000375248:4220/ENST00000536287:497;ENST00000375248:4220/ENST00000538145:658;ENST00000375248:4220/ENST00000269051:683;ENST00000375248:4220/ENST00000431505:683;ENST00000577247:815/ENST00000536287:497;ENST00000577247:815/ENST00000538145:658;ENST00000577247:815/ENST00000269051:683;ENST00000577247:815/ENST00000431505:683/ / /

Intramembrane proteolysis and the release of functional 

polypeptides from their membrane anchors Evading growth suppressors
/

KIAA1324L TMEM243 1 16 Medulloblastoma 3 0,194000406 / / Intrachromosomal 6,0 18,7 100K<gap<200K 7:86571334:- 7:86828373:- in-frame ENST00000450689:927/ENST00000433078:521;ENST00000450689:927/ENST00000257637:309;ENST00000450689:927/ENST00000423734:206;ENST00000444627:859/ENST00000433078:521;ENST00000444627:859/ENST00000257637:309;ENST00000444627:859/ENST00000423734:206;ENST00000416314:436/ENST00000433078:521;ENST00000416314:436/ENST00000257637:309;ENST00000416314:436/ENST00000423734:206/ / / / / /

LAMC1 NMNAT2 1 1

Nephroblastoma

3 0,376717596 / / Intrachromosomal 7,3 12,0 / 1:182993269:+ 1:183262928:- in-frame ENST00000258341:675/ENST00000287713:421;ENST00000258341:675/ENST00000294868:206/ /

Cell adhesion, differentiation, migration, signaling and 

metastasis NADP biosynthetic pathway Multiple consequences
/

LARGE abParts 1 40

Osteosarcoma

3 / / / Intrachromosomal 2,7 17,7 / 22:33828147:- 22:22870025:- CDS(truncated)/UTR/ / /

Bifunctional glycosyltransferase, plays a key role in skeletal 

muscle function and regeneration / Deregulating cellular energetics
/

LARP4B KIRREL3 1 21

Ependymoma

3 0,992969843 / / Interchromosomal 16,0 51,3 / 10:930387:- 11:126870766:- CDS(truncated)/UTR/ / / Stimulates mrna translation

Synaptic adhesion molecule required for the formation of 

target-specific synapses Differentiation
/

LMO3 BORCS5 1 11

Ewing sarcoma

3 0,99832794 / / Intrachromosomal 17,7 94,3 / 12:16753589:- 12:12588562:+ out-of-frame ENST00000396205:450/ENST00000314565:534;ENST00000396205:450/ENST00000542728:185;ENST00000396205:450/ENST00000298571:93;ENST00000539534:393/ENST00000314565:534;ENST00000539534:393/ENST00000542728:185;ENST00000539534:393/ENST00000298571:93;ENST00000546279:464/ENST00000314565:534;ENST00000546279:464/ENST00000542728:185;ENST00000546279:464/ENST00000298571:93;ENST00000538051:493/ENST00000314565:534;ENST00000538051:493/ENST00000542728:185;ENST00000538051:493/ENST00000298571:93;ENST00000541764:471/ENST00000314565:534;ENST00000541764:471/ENST00000542728:185;ENST00000541764:471/ENST00000298571:93;ENST00000544754:279/ENST00000314565:534;ENST00000544754:279/ENST00000542728:185;ENST00000544754:279/ENST00000298571:93;ENST00000541846:301/ENST00000314565:534;ENST00000541846:301/ENST00000542728:185;ENST00000541846:301/ENST00000298571:93;ENST00000540848:319/ENST00000314565:534;ENST00000540848:319/ENST00000542728:185;ENST00000540848:319/ENST00000298571:93;ENST00000534946:437/ENST00000314565:534;ENST00000534946:437/ENST00000542LMO3 / Family of cysteine-rich LIM domain oncogenes

Involved in lysosomes movements, may indirectly play a role 

in cell spreading and motility Sustaining proliferative signaling / Invasion and metastasis
Neuroblastoma, lung cancer

LOC541471 RMND5A 2 15,23 Epithelioid sarcoma, DIPG3 / / / Intrachromosomal 14,0 2,5 no_protein,pseudogene,lincrna2:112101638:- 2:88000503:+ exonic(no-known-CDS)/exonic(no-known-CDS)/ / / / / / /

MAMLD1 BEND2 1 3 Astroblastoma 3 0,109682436 / / Intrachromosomal 69,7 228,7 / X:149642074:+ X:18192378:- in-frame ENST00000370401:2350/ENST00000380033:1886;ENST00000370401:2350/ENST00000380030:1480;ENST00000426613:2028/ENST00000380033:1886;ENST00000426613:2028/ENST00000380030:1480;ENST00000262858:2103/ENST00000380033:1886;ENST00000262858:2103/ENST00000380030:1480/ / Transcriptional co-activator Chromatin restructuring and transcription Evading growth suppressors /

MGMT C8orf34 1 16

Medulloblastoma

3 0,933256552 / / Interchromosomal 16,3 23,7 / 10:131334641:+ 8:69621229:+ in-frame ENST00000306010:250/ENST00000337103:2501;ENST00000306010:250/ENST00000518698:1533;ENST00000306010:250/ENST00000325233:334/ /

DNA repair protein involved in cellular defense against 

mutagenesis and toxicity from alkylating agents. / Genome instability and mutation / Drug resistance
Various cancer types

MYB AHI1 1 13

Embryonal rhabdomyosarcoma

3 0,988687802 2 Mitelman, ChimerSeqIntrachromosomal 4,3 11,7 oncogene,tcga 6:135524462:+ 6:135763852:- in-frame ENST00000525369:1557/ENST00000265602:2175;ENST00000525369:1557/ENST00000327035:2059;ENST00000525369:1557/ENST00000457866:2079;ENST00000525369:1557/ENST00000367800:1997;ENST00000341911:2368/ENST00000265602:2175;ENST00000341911:2368/ENST00000327035:2059;ENST00000341911:2368/ENST00000457866:2079;ENST00000341911:2368/ENST00000367800:1997;ENST00000442647:1996/ENST00000265602:2175;ENST00000442647:1996/ENST00000327035:2059;ENST00000442647:1996/ENST00000457866:2079;ENST00000442647:1996/ENST00000367800:1997;ENST00000367814:1992/ENST00000265602:2175;ENST00000367814:1992/ENST00000327035:2059;ENST00000367814:1992/ENST00000457866:2079;ENST00000367814:1992/ENST00000367800:1997;ENST00000618728:2005/ENST00000265602:2175;ENST00000618728:2005/ENST00000327035:2059;ENST00000618728:2005/ENST00000457866:2079;ENST00000618728:2005/ENST00000367800:1997;ENST00000528774:2160/ENST00000265602:2175;ENST00000528774:2160/ENST00000327035:2059;ENST00000528774:2160/ENST00000457866:2079;ENST00000528774:2160/ENST00000367800:1997;ENST00000534121:MYB AHI1

Proto-oncogene, transcription regulator, controls 

proliferation and differentiation of hematopoietic progenitor 

cells Involved in neuronal differentiation Differentiation

ALL, AML, CML, Ewing's sarcoma, gallbladder adenocarcinoma, tracheal cancer

MYO16 IRS2 1 32

Medulloblastoma; LFS*; Williams-Beuren syndrome

3 0,999756812 / / Intrachromosomal 2,3 5,3 / 13:109717896:+ 13:110407573:- intronic/UTR / IRS2 /

May regulate cell cycle progression. Activates PI3K and 

regulates neuronal morphogenesis

Molecular adaptor between insulin-like growth factor 1 and 

other cytokines and diverse receptor tyrosine kinases Evading growth suppressors / Sustaining proliferative signaling
/

NAA16 EPSTI1 1 20 Embryonal rhabdomyosarcoma; LFS*3 0,065318406 / / Intrachromosomal 8,0 12,3 / 13:41910892:+ 13:43528157:- in-frame ENST00000379406:1338/ENST00000313640:555;ENST00000379406:1338/ENST00000398762:490;ENST00000379406:1338/ENST00000313624:574;ENST00000379406:1338/ENST00000537828:435;ENST00000464857:1248/ENST00000313640:555;ENST00000464857:1248/ENST00000398762:490;ENST00000464857:1248/ENST00000313624:574;ENST00000464857:1248/ENST00000537828:435;ENST00000403412:1263/ENST00000313640:555;ENST00000403412:1263/ENST00000398762:490;ENST00000403412:1263/ENST00000313624:574;ENST00000403412:1263/ENST00000537828:435/ / Peptide alpha-N-acetyltransferase activity Promotes tumor invasion and metastasis Invasion and metastasis Breast cancers

NAA16 FREM2 1 20 Embryonal rhabdomyosarcoma; LFS*3 0,78107133 / / Intrachromosomal 13,3 16,3 / 13:41910892:+ 13:39446879:+ in-frame ENST00000379406:1338/ENST00000280481:8200;ENST00000464857:1248/ENST00000280481:8200;ENST00000403412:1263/ENST00000280481:8200/ / N-terminal acetyltransferase Required for epidermal adhesion Sustaining proliferative signaling / Invasion and metastasis /

NDUFA4 UBE2MP1/BC071667 intergenic region1 16 Medulloblastoma 3 / / / Interchromosomal 13,0 24,7 no_protein,pseudogene 7:10979643:- 16:34481170:- CDS(truncated)/intronic/ / / Respiratory electron transport and ATP metabolism / Deregulating cellular energetics /

NDUFS1 SLC25A51 1 16 Medulloblastoma 3 0,038102167 / / Interchromosomal 11,7 15,0 / 9:37904065:- 2:207018406:- UTR/CDS(truncated)/ / / Oxidoreductase and NADH dehydrogenase activities / Deregulating cellular energetics /

NF2 AK131325 1 40

Osteosarcoma

3 / / / Intrachromosomal 24,7 35,3 no_protein,pseudogene 22:30000101:+ 22:22380648:+ CDS(truncated)/exonic(no-known-CDS)/ / NF2

Regulator of the Hippo/SWH pathway, role in tumor 

suppression by restricting proliferation and promoting 

apoptosis / Evading growth suppressors / Resisting cell death

Ependymoma, malignant neoplasm of the peripheral nerve sheath, small cell sarcoma

NOM1 LOC1001282641 37 Medulloblastoma 3 / / / Intrachromosomal 3,7 21,7 no_protein,antisense 7:156746992:+ 7:154860955:- CDS(truncated)/exonic(no-known-CDS)/ / / RNA binding / / Ovarian mucinous adenocarcinoma

NSUN2 STK39 1 48

High grade glioma (GBM)

3 0,952645091 / / Interchromosomal 130,0 256,0 / 5:6604251:- 2:168812080:- out-of-frame ENST00000264670:2269/ENST00000355999:2270;ENST00000506139:1915/ENST00000355999:2270/ /

Regulates epidermal cell growth and proliferation. Required 

for spindle assembly and chromosome segregation.

Kinase that may serve as an intermediate in the response to 

cellular stress Evading growth suppressors
/

NSUN6 PITPNC1 1 40

Osteosarcoma

3 0,10565144 / / Interchromosomal 3,3 9,7 / 10:18874878:- 17:65528918:+ out-of-frame ENST00000377304:1341/ENST00000580974:745;ENST00000377304:1341/ENST00000299954:923;ENST00000377304:1341/ENST00000581322:49/ / RNA Methyltransferase

Phosphatidylinositol transporter plays a role in cell signaling 

and lipid metabolism Sustaining proliferative signaling
/

OSBP PAPSS2 1 21

Ependymoma

3 0,681283311 / / Interchromosomal 11,0 15,7 / 11:59382776:- 10:89500992:+ out-of-frame ENST00000263847:842/ENST00000456849:1350;ENST00000263847:842/ENST00000361175:1441/ /

Lipid transporter involved in lipid countertransport between 

the Golgi complex and membranes of the endoplasmic 

reticulum

Bifunctional enzyme with both ATP sulfurylase and APS 

kinase activity Deregulating cellular energetics

/

PAPD7 PRIM1 1 48 High grade glioma (GBM)3 6,60E-04 / / Interchromosomal 3,7 8,3 / 5:6749770:+ 12:57144979:- in-frame ENST00000631941:1125/ENST00000338193:141;ENST00000631941:1125/ENST00000550770:138;ENST00000631941:1125/ENST00000552590:179;ENST00000230859:2664/ENST00000338193:141;ENST00000230859:2664/ENST00000550770:138;ENST00000230859:2664/ENST00000552590:179/ / DNA polymerase that is likely involved in DNA repair DNA replication Genome instability and mutation Osteosarcoma

PARD3 PKNOX2 1 21

Ependymoma

3 0,739429707 / / Interchromosomal 11,7 19,7 / 10:35103804:- 11:125201715:+ CDS(truncated)/UTR/ / /

Asymmetrical cell division and polarization processes. Central 

role in the formation of epithelial tight junctions

Homeodomain proteins play fundamental roles in cell 

proliferation, differentiation, and death Multiple consequences
/

PARK7 MINOS1 1 48 High grade glioma (GBM)3 6,06E-04 / / Interchromosomal 34,3 65,0 / 1:8031023:+ 1:19948594:+ in-frame ENST00000377488:478/ENST00000322753:121;ENST00000469225:205/ENST00000322753:121;ENST00000493373:378/ENST00000322753:121;ENST00000493678:389/ENST00000322753:121;ENST00000338639:476/ENST00000322753:121;ENST00000377493:320/ENST00000322753:121;ENST00000377491:533/ENST00000322753:121PARK7 PARK7 Cell protection against oxidative stress and cell death / Resisting cell death /

PAX3 FOXO1 3 38,28,29

Alveolar rhabdomyosarcoma

3 0,998640978 6 Mitelman, TICdb, Cosmic, ChimerKB, ChimerPub, ChimerSeqInterchromosomal 65,3 163,3 known,cosmic,chimerdb2,cgp,ticdb,cell_lines2:223084859:- 13:41134997:- in-frame ENST00000344493:1554/ENST00000379561:1016;ENST00000409551:1450/ENST00000379561:1016;ENST00000336840:1554/ENST00000379561:1016;ENST00000350526:1310/ENST00000379561:1016;ENST00000392069:1539/ENST00000379561:1016;ENST00000392070:1554/ENST00000379561:1016PAX3; FOXO1 FOXO1

Transcription factor that may regulate cell proliferation, 

migration and apoptosis. Involved in neural development and 

myogenesis.

Transcription factor that plays a role in myogenic growth and 

differentiation Multiple consequences

Rhabdomyosarcoma, small cell sarcoma, medulloblastoma / breast cancer, prostate cancer, ewing's sarcoma, 

PNET

PAX7 FOXO1 1 14

Alveolar rhabdomyosarcoma

3 0,97944093 6 Mitelman, Cosmic, ChimerKB, ChimerPub, ChimerSeq, ChitarsInterchromosomal 61,3 79,7 known,cosmic,chimerdb2,cgp1:19029790:+ 13:41134997:- in-frame ENST00000375375:1753/ENST00000379561:1016;ENST00000400661:1229/ENST00000379561:1016;ENST00000420770:1238/ENST00000379561:1016FOXO1 FOXO1

Transcription factor playing a role in myogenesis through 

regulation of muscle precursor cells proliferation

Transcription factor that plays a role in myogenic growth and 

differentiation Sustaining proliferative signaling
Rhabdomyosarcoma/ breast cancer, prostate cancer, ewing's sarcoma, PNET

PCDH9 SLC22A16 1 20

Embryonal rhabdomyosarcoma; LFS*

3 0,005574642 / / Interchromosomal 9,0 16,0 / 13:67205342:- 6:110778220:- out-of-frame ENST00000456367:3388/ENST00000330550:332;ENST00000456367:3388/ENST00000368919:121;ENST00000544246:4039/ENST00000330550:332;ENST00000544246:4039/ENST00000368919:121;ENST00000377865:3514/ENST00000330550:332;ENST00000377865:3514/ENST00000368919:121/ PCDH9 Mediate cell adhesion

Transmembrane transporter shown to transport anticancer 

drugs Invasion / drug resistance
/

PCNT CBR3-AS1 1 48

High grade glioma (GBM)

3 / / / Intrachromosomal 16,3 24,0 no_protein 21:47777106:+ 21:37514244:- CDS(truncated)/exonic(no-known-CDS)/ / /

Involved in the initial establishment of organized microtubule 

arrays in both mitosis and meiosis Non coding RNA Evading growth suppressors
Myxosarcoma / prostate cancer

PDE4D RAB3C 1 9

Fibrolamellar hepatocellular carcinoma

3 0,650926163 / / Intrachromosomal 7,7 18,0 oncogene 5:58476421:- 5:58021829:+ out-of-frame ENST00000340635:984/ENST00000282878:422;ENST00000502575:743/ENST00000282878:422;ENST00000309641:616/ENST00000282878:422;ENST00000405755:571/ENST00000282878:422;ENST00000502484:849/ENST00000282878:422;ENST00000546160:449/ENST00000282878:422;ENST00000360047:524/ENST00000282878:422;ENST00000507116:752/ENST00000282878:422;ENST00000503258:1135/ENST00000282878:422/ /

Degrades cAMP, which acts as a signal transduction molecule 

in multiple cell types

Member of the RAS oncogene family and encodes a small 

GTPase involved in vesicular traffic Sustaining proliferative signaling
/

PGS1 DNAH17 1 17 Osteosarcoma 3 0,058058667 / / Intrachromosomal 49,3 53,0 ensembl_partially_overlapping,ucsc_partially_overlapping,refseq_partially_overlapping,gencode_partially_overlapping17:76374889:+ 17:76430301:- in-frame ENST00000587356:131/ENST00000591369:3636;ENST00000262764:169/ENST00000591369:3636;ENST00000586510:160/ENST00000591369:3636;ENST00000588169:147/ENST00000591369:3636;ENST00000589425:160/ENST00000591369:3636;ENST00000589426:152/ENST00000591369:3636/ / / Microtubule-associated motor protein complex / /

PLCB1 STK25 1 8 Embryonal rhabdomyosarcoma3 0,182264717 / / Interchromosomal 5,0 8,0 / 20:8352097:+ 2:242441123:- in-frame ENST00000629992:628/ENST00000316586:381;ENST00000629992:628/ENST00000401869:358;ENST00000629992:628/ENST00000436402:176;ENST00000629992:628/ENST00000426941:260;ENST00000629992:628/ENST00000420551:204;ENST00000629992:628/ENST00000403346:315;ENST00000378641:760/ENST00000316586:381;ENST00000378641:760/ENST00000401869:358;ENST00000378641:760/ENST00000436402:176;ENST00000378641:760/ENST00000426941:260;ENST00000378641:760/ENST00000420551:204;ENST00000378641:760/ENST00000403346:315;ENST00000404098:372/ENST00000316586:381;ENST00000404098:372/ENST00000401869:358;ENST00000404098:372/ENST00000436402:176;ENST00000404098:372/ENST00000426941:260;ENST00000404098:372/ENST00000420551:204;ENST00000404098:372/ENST00000403346:315;ENST00000338037:633/ENST00000316586:381;ENST00000338037:633/ENST00000401869:358;ENST00000338037:633/ENST00000436402:176;ENST00000338037:633/ENST00000426941:260;ENST00000338037:633/ENST00000420551:204;ENST00000338037:633/ENST00000403346:315;ENST00000378637:249/ENST00000316586:381;ENST00000378637:249/ENST/ / Intracellular transduction of many extracellular signals Regulation of cell death Resisting cell death /

PLEKHA7 5S_rRNA/DUX4L3 intergenic region1 21

Ependymoma

3 / / / Interchromosomal 7,3 31,7 no_protein,lincrna 11:16873830:- 10:109566106:- CDS(truncated)/exonic(no-known-CDS)/ / /

Stabilization and expansion of the E-cadherin adherens 

junction. Transcriptional regulation Invasion and metastasis
/

PPHLN1 MSRB3 1 48 High grade glioma (GBM)3 0,286980502 / / Intrachromosomal 46,3 28,7 gtex 12:42720031:+ 12:65762778:+ UTR/CDS(truncated)/ / / Epithelial differentiation / Differentiation Intrahepatic cholangiocarcinoma

PPP1R18 FXR2 1 40 Osteosarcoma 3 / / / Interchromosomal 30,3 39,7 / 6:30652185:- 17:7499312:- in-frame ENST00000615527:3488/ENST00000250113:996;ENST00000274853:3488/ENST00000250113:996;ENST00000615892:337/ENST00000250113:996;ENST00000399199:1742/ENST00000250113:996/ / / RNA-binding protein / /

PRKCZ CUBN 1 16

Medulloblastoma

3 0,997345046 / / Interchromosomal 3,7 11,7 / 1:2005368:+ 10:17147574:- UTR/CDS(truncated)/ / /

Serine/threonine kinase, PI3K and MAPK pathways, NF-kappa-

B activation, proliferation, differentiation and inflammatory 

response / Multiple consequences

/

PRKCZ FAM171A1 1 16

Medulloblastoma

3 0,998367619 / / Interchromosomal 27,7 63,0 / 1:2005368:+ 10:15326104:- UTR/CDS(truncated)/ / /

Serine/threonine kinase, PI3K and MAPK pathways, NF-kappa-

B activation, proliferation, differentiation and inflammatory 

response / Multiple consequences

/

PXMP2 GPR133 1 40 Osteosarcoma 3 0,031913416 / / Intrachromosomal 4,3 15,7 / 12:133266962:+ 12:131561346:+ in-frame ENST00000428960:63/ENST00000261654:2033;ENST00000428960:63/ENST00000535015:1600;ENST00000428960:63/ENST00000543617:31;ENST00000539093:114/ENST00000261654:2033;ENST00000539093:114/ENST00000535015:1600;ENST00000539093:114/ENST00000543617:31/ / / G-protein-coupled receptor Sustaining proliferative signaling Glioblastoma

RAB6A NCAM1 1 21

Ependymoma

3 0,999946549 / / Intrachromosomal 11,0 29,3 oncogene 11:73427296:- 11:113073101:+ out-of-frame ENST00000310653:903/ENST00000316851:264;ENST00000310653:903/ENST00000621128:298;ENST00000310653:903/ENST00000621850:186;ENST00000310653:903/ENST00000529356:229;ENST00000310653:903/ENST00000619839:391;ENST00000310653:903/ENST00000401611:298;ENST00000310653:903/ENST00000531044:230;ENST00000541973:379/ENST00000316851:264;ENST00000541973:379/ENST00000621128:298;ENST00000541973:379/ENST00000621850:186;ENST00000541973:379/ENST00000529356:229;ENST00000541973:379/ENST00000619839:391;ENST00000541973:379/ENST00000401611:298;ENST00000541973:379/ENST00000531044:230;ENST00000336083:857/ENST00000316851:264;ENST00000336083:857/ENST00000621128:298;ENST00000336083:857/ENST00000621850:186;ENST00000336083:857/ENST00000529356:229;ENST00000336083:857/ENST00000619839:391;ENST00000336083:857/ENST00000401611:298;ENST00000336083:857/ENST00000531044:230/ / GTPase involved in protein transport

Cell adhesion to ECM, cell proliferation, differentiation, 

motility, trafficking, apoptosis and tissue architecture. 

Involved in development of nervous system. Multiple consequences

Various cancer types

RABAC1 LIPE-AS1 1 26 Neuroblastoma 3 / / / Intrachromosomal 11,0 12,7 / 19:42462438:- 19:42938008:- in-frame ENST00000601891:374/ENST00000341918:100;ENST00000601891:374/ENST00000601181:296;ENST00000222008:465/ENST00000341918:100;ENST00000222008:465/ENST00000601181:296;ENST00000601078:472/ENST00000341918:100;ENST00000601078:472/ENST00000601181:296/ / Vesicle formation from the Golgi complex / / /

RABGAP1 CAPZB 1 48

High grade glioma (GBM)

3 0,617363511 / / Interchromosomal 10,3 24,7 / 9:125782738:+ 1:19746244:- in-frame ENST00000456584:2196/ENST00000433834:476;ENST00000456584:2196/ENST00000375142:51;ENST00000456584:2196/ENST00000264202:43;ENST00000456584:2196/ENST00000264203:576;ENST00000373647:1928/ENST00000433834:476;ENST00000373647:1928/ENST00000375142:51;ENST00000373647:1928/ENST00000264202:43;ENST00000373647:1928/ENST00000264203:576/ /

May play a role in microtubule nucleation by centrosome and 

participate in the metaphase-anaphase transition. Regulation of cell morphology and cytoskeletal organization Sustaining proliferative signaling
Epitheloid sarcoma

RERE ERI3 1 16

Medulloblastoma

3 0,902551143 / / Intrachromosomal 29,3 36,0 / 1:8877219:- 1:44785416:- UTR/CDS(truncated)/ RERE /

Transcriptional repressor during development. May play a 

role in the control of cell survival / Resisting cell death
Neuroblastoma

RSU1 CAMTA1 1 16

Medulloblastoma

3 0,966221552 / / Interchromosomal 6,3 8,7 no_protein 10:16737022:- 1:7430142:+ CDS(truncated)/exonic(no-known-CDS)/ / CAMTA1

Plays a role in the Ras signal transduction pathway, growth 

inhibition and neural Differentiation Transcriptional activator. May act as a tumor suppressor Sustaining proliferative signaling
Neuroblastoma, angiosarcoma, epithelioid hemangioendothelioma

SAP30BP CDRT4 1 21 Ependymoma 3 / / / Intrachromosomal 37,0 233,0 / 17:73686852:+ 17:15343599:- CDS(no-known-start-or-end)/UTR/ / / Induces cell death / Resisting cell death /

SEC24D LOC255167 1 48 High grade glioma (GBM)3 / / / Interchromosomal 25,7 43,3 no_protein,lincrna 4:119665143:- 5:6582533:+ CDS(truncated)/exonic(no-known-CDS)/ / / Vesicle trafficking / / /

SEMA3D ABCB1 1 26

Neuroblastoma

3 / / / Intrachromosomal 9,0 38,7 / 7:84782924:- 7:87230394:- UTR/UTR / / / Involved in axon guidance during neuronal development

Energy-dependent efflux pump responsible for decreased 

drug accumulation in multidrug-resistant cells Drug resistance
Various cancer types

SEMA5A MARCH6 1 15 Epithelioid sarcoma 3 0,194000406 / / Intrachromosomal 10,0 8,0 / 5:9224786:- 5:10387106:+ in-frame ENST00000382496:1312/ENST00000274140:467;ENST00000382496:1312/ENST00000449913:387;ENST00000382496:1312/ENST00000503788:203;ENST00000513968:818/ENST00000274140:467;ENST00000513968:818/ENST00000449913:387;ENST00000513968:818/ENST00000503788:203/ / Semaphorin receptor involved in neural development Membrane-associated E3 ubiquitin ligase Differentiation Glioma

SLC23A2 ATRN 1 48

High grade glioma (GBM)

3 0,783451239 / / Intrachromosomal 82,0 75,0 / 20:4913101:- 20:3605158:+ in-frame ENST00000338244:483/ENST00000262919:3870;ENST00000379333:501/ENST00000262919:3870/ / Metabolism of water-soluble vitamins and cofactors

Involved in the initial immune cell clustering during 

inflammation and may regulate chemotactic activity of 

chemokines Avoiding immune destruction

/

SLC37A3 TPST1 1 48 High grade glioma (GBM)3 0,195452938 / / Intrachromosomal 68,3 180,3 / 7:140037084:- 7:65817492:+ in-frame ENST00000498469:309/ENST00000304842:1470;ENST00000447932:1501/ENST00000304842:1470;ENST00000326232:1596/ENST00000304842:1470/ / / Protein-tyrosine sulfotransferase activity / /

SND1 SPAG16 1 23 High grade glioma (DIPG)3 9,22E-04 / / Interchromosomal 12,7 19,0 / 7:127447627:+ 2:214727209:+ out-of-frame ENST00000354725:1436/ENST00000331683:1166;ENST00000354725:1436/ENST00000451561:129/ / Nucleic acid binding and transcription cofactor activity / / /

SNUPN KIF1C 1 40

Osteosarcoma

3 0,444959945 / / Interchromosomal 9,7 27,7 / 15:75913235:- 17:4916948:+ out-of-frame ENST00000567134:441/ENST00000320785:1849;ENST00000564644:737/ENST00000320785:1849;ENST00000564675:521/ENST00000320785:1849;ENST00000308588:313/ENST00000320785:1849;ENST00000568162:615/ENST00000320785:1849;ENST00000569817:552/ENST00000320785:1849;ENST00000564086:394/ENST00000320785:1849;ENST00000563793:628/ENST00000320785:1849/ / Snrnp-specific nuclear import receptor

Transports organelles within cells and moves chromosomes 

during cell division Enabling replicative immortality
/

SORD NT5DC1 1 26 Neuroblastoma 3 0,087446981 / / Interchromosomal 9,3 35,7 / 15:45315547:+ 6:116559350:+ in-frame ENST00000559230:155/ENST00000319550:1004;ENST00000267814:246/ENST00000319550:1004;ENST00000558789:169/ENST00000319550:1004/ / Involved in fructose metabolism / Deregulating cellular energetics /

SSBP3 ACOT11 1 26 Neuroblastoma 3 3,22E-04 / / Intrachromosomal 10,0 18,0 100K<gap<200K 1:54867534:- 1:55088847:- CDS(truncated)/intronic/ / / / / / /

TAF2 COL14A1 1 17

Osteosarcoma

3 0,030353507 / / Intrachromosomal 7,7 18,3 / 8:120754774:- 8:121295875:+ out-of-frame ENST00000529653:865/ENST00000309791:4095;ENST00000529653:865/ENST00000247781:1088;ENST00000529653:865/ENST00000297848:4095;ENST00000378164:3636/ENST00000309791:4095;ENST00000378164:3636/ENST00000247781:1088;ENST00000378164:3636/ENST00000297848:4095/ /

Contributes to interactions at and downstream of the 

transcription initiation site Plays an adhesive role by integrating collagen bundles Invasion and metastasis
Supraglottis cancer

TBC1D16 PARD3 1 21 Ependymoma 3 6,11E-04 / / Interchromosomal 20,3 46,0 / 17:77983959:- 10:34400490:- in-frame ENST00000310924:895/ENST00000374788:3995;ENST00000310924:895/ENST00000374789:4004;ENST00000310924:895/ENST00000350537:3866;ENST00000310924:895/ENST00000545693:3960;ENST00000310924:895/ENST00000374790:3824;ENST00000310924:895/ENST00000374794:3668;ENST00000310924:895/ENST00000545260:3738;ENST00000310924:895/ENST00000346874:3893/ / GTPase-activating protein for Rab family protein(s) Asymmetrical cell division and cell polarization processes Sustaining proliferative signaling /

TET1 TTC12 1 21

Ependymoma

3 / / / Interchromosomal 7,3 22,3 / 10:70441245:+ 11:113238909:+ out-of-frame ENST00000373644:5123/ENST00000314756:2062;ENST00000373644:5123/ENST00000462711:152;ENST00000373644:5123/ENST00000494714:2070/ /

DNA methylation. Involved in the balance between 

pluripotency and lineage commitment of cells / Differentiation
/

TFG GPR128 1 18

Anaplastic Ependymoma III°

3 0,148109599 5 Mitelman, ChimerKB, ChimerPub, ChimerSeq, PublicationIntrachromosomal 50,7 76,3 adjacent,known,tcga,hpa,gtex,banned,10K<gap<100K3:100438902:+ 3:100348442:+ in-frame ENST00000620299:702/ENST00000273352:384;ENST00000612059:702/ENST00000273352:384;ENST00000490574:365/ENST00000273352:384;ENST00000240851:608/ENST00000273352:384;ENST00000479672:659/ENST00000273352:384;ENST00000418917:382/ENST00000273352:384;ENST00000476228:427/ENST00000273352:384;ENST00000615993:268/ENST00000273352:384;ENST00000463568:520/ENST00000273352:384TFG /

NF-kappab pathway, participates in several oncogenic 

rearrangements G Protein-Coupled Receptor Sustaining proliferative signaling
Chondrosarcoma, Thyroid carcinoma, Anaplastic large cell lymphoma,

TNRC6C TMC6 1 9 Fibrolamellar hepatocellular carcinoma3 0,003919107 / / Intrachromosomal 4,7 11,0 / 17:76064004:+ 17:76109292:- out-of-frame ENST00000335749:3338/ENST00000590602:2515;ENST00000335749:3338/ENST00000322914:2496;ENST00000335749:3338/ENST00000591436:1092;ENST00000335749:3338/ENST00000306591:1395;ENST00000335749:3338/ENST00000392467:2543;ENST00000588847:3496/ENST00000590602:2515;ENST00000588847:3496/ENST00000322914:2496;ENST00000588847:3496/ENST00000591436:1092;ENST00000588847:3496/ENST00000306591:1395;ENST00000588847:3496/ENST00000392467:2543;ENST00000301624:3347/ENST00000590602:2515;ENST00000301624:3347/ENST00000322914:2496;ENST00000301624:3347/ENST00000591436:1092;ENST00000301624:3347/ENST00000306591:1395;ENST00000301624:3347/ENST00000392467:2543;ENST00000588061:3505/ENST00000590602:2515;ENST00000588061:3505/ENST00000322914:2496;ENST00000588061:3505/ENST00000591436:1092;ENST00000588061:3505/ENST00000306591:1395;ENST00000588061:3505/ENST00000392467:2543/ / RNA-mediated gene silencing by micro-rnas / / /

TP53 ZNF565 1 17

Osteosarcoma

3 0,956287477 / / Interchromosomal 9,0 40,7 / 17:7590695:- 19:36692952:- UTR/CDS(truncated)/ / TP53

Tumor suppressor gene, induces cell cycle arrest, apoptosis, 

senescence, DNA repair, or changes in metabolism. Transcription factor Multiple consequences
Various cancer types

UGGT2 CCDC162P 1 20

Embryonal rhabdomyosarcoma; LFS*

3 / / / Interchromosomal 10,7 53,3 no_protein,pseudogene 13:96648317:- 6:109627162:+ CDS(truncated)/exonic(no-known-CDS)/ / /

Glucosyltransferase, quality control for protein folding in the 

endoplasmic reticulum / /
/

UNC5D GSR 1 31

High grade glioma (GBM)

3 0,875394362 / / Intrachromosomal 3,7 6,7 / 8:35453175:+ 8:30553996:- in-frame ENST00000453357:611/ENST00000523295:325;ENST00000416672:580/ENST00000523295:325;ENST00000404895:898/ENST00000523295:325;ENST00000287272:590/ENST00000523295:325;ENST00000420357:590/ENST00000523295:325/ UNC5D

Neuronal cell survival. Plays a role in cell-cell adhesion, cell 

guidance, cell migration Maintains high levels of reduced glutathione in the cytosol Resisting cell death / Invasion and metastasis
Lymphosarcoma

USP25 SLC1A3 1 48

High grade glioma (GBM)

3 0,45644302 / / Interchromosomal 44,0 73,3 / 21:17138460:+ 5:36671131:+ in-frame ENST00000285679:637/ENST00000265113:796;ENST00000285679:637/ENST00000612708:796;ENST00000285679:637/ENST00000381918:415;ENST00000285679:637/ENST00000613445:658;ENST00000351097:637/ENST00000265113:796;ENST00000351097:637/ENST00000612708:796;ENST00000351097:637/ENST00000381918:415;ENST00000351097:637/ENST00000613445:658;ENST00000285681:637/ENST00000265113:796;ENST00000285681:637/ENST00000612708:796;ENST00000285681:637/ENST00000381918:415;ENST00000285681:637/ENST00000613445:658;ENST00000400183:637/ENST00000265113:796;ENST00000400183:637/ENST00000612708:796;ENST00000400183:637/ENST00000381918:415;ENST00000400183:637/ENST00000613445:658/ /

Ubiquitin involved in regulation of intracellular protein 

breakdown, cell cycle regulation, and stress response Transporter of L-glutamate, L-aspartate and D-aspartate Evading growth suppressors / Deregulating cellular energetics
/

VPS53 NXN 1 30

Medulloblastoma

3 0,029198944 / / Intrachromosomal 56,0 99,3 tcga,10K<gap<100K 17:600658:- 17:729318:- in-frame ENST00000389040:285/ENST00000336868:453;ENST00000389040:285/ENST00000575801:98;ENST00000401468:285/ENST00000336868:453;ENST00000401468:285/ENST00000575801:98;ENST00000573028:432/ENST00000336868:453;ENST00000573028:432/ENST00000575801:98;ENST00000437048:432/ENST00000336868:453;ENST00000437048:432/ENST00000575801:98;ENST00000571805:422/ENST00000336868:453;ENST00000571805:422/ENST00000575801:98;ENST00000291074:419/ENST00000336868:453;ENST00000291074:419/ENST00000575801:98/ VPS53 Retrograde vesicle trafficking in late Golgi

Regulator of the Wnt signaling pathway and is involved in cell 

growth and differentiation Sustaining proliferative signaling
/

XRCC5 FRMD4A 1 38

Alveolar rhabdomyosarcoma

3 0,495238631 / / Interchromosomal 11,3 43,7 / 2:217012999:+ 10:13900912:- out-of-frame ENST00000392133:2131/ENST00000358621:1;ENST00000392133:2131/ENST00000357447:415;ENST00000392133:2131/ENST00000264546:715;ENST00000392132:1810/ENST00000358621:1;ENST00000392132:1810/ENST00000357447:415;ENST00000392132:1810/ENST00000264546:715/ XRCC5 Subunit of DNA helicase II/ DNA repair protein XRCC5

Regulates epithelial cell polarity, remodeling of adherens 

junctions Genome instability and mutation
/

YLPM1 LIN52 1 38

Alveolar rhabdomyosarcoma

3 2,21E-04 / / Intrachromosomal 6,0 6,0 / 14:75287840:+ 14:74665625:+ in-frame ENST00000554107:205/ENST00000555028:463/ /

Plays a role in the reduction of telomerase activity during 

differentiation

Regulation of PLK1 Activity at G2/M Transition and Cellular 

senescence Enabling replicative immortality
/

ZCRB1 JA611266/ANHX intergenic region1 48 High grade glioma (GBM)3 / / / Intrachromosomal 54,3 95,0 no_protein,pseudogene,ribosomal_protein12:58069037:+ 12:42711701:- intergenic/intronic/ / / Part of the spliceosome DNA binding / /

ZNF160 ZNF415 1 29 Alveolar rhabdomyosarcoma3 0,998001156 / / Intrachromosomal 8,7 26,3 adjacent,gtex,1K<gap<10K 19:53606518:- 19:53625996:- UTR/CDS(truncated)/ / / Transcription regulation Transcription regulation, negative regulation of TP53 Evading growth suppressors / Resisting cell death /

ZNF208 NRG2 1 16 Medulloblastoma 3 0,915020583 / / Interchromosomal 12,7 24,3 / 19:22193594:- 5:139267096:- out-of-frame ENST00000397126:152/ENST00000541337:931;ENST00000397126:152/ENST00000340391:92;ENST00000397126:152/ENST00000361474:926;ENST00000397126:152/ENST00000289422:779;ENST00000397126:152/ENST00000289409:701;ENST00000397126:152/ENST00000358522:701;ENST00000397126:152/ENST00000378238:701;ENST00000601773:152/ENST00000541337:931;ENST00000601773:152/ENST00000340391:92;ENST00000601773:152/ENST00000361474:926;ENST00000601773:152/ENST00000289422:779;ENST00000601773:152/ENST00000289409:701;ENST00000601773:152/ENST00000358522:701;ENST00000601773:152/ENST00000378238:701;ENST00000609966:152/ENST00000541337:931;ENST00000609966:152/ENST00000340391:92;ENST00000609966:152/ENST00000361474:926;ENST00000609966:152/ENST00000289422:779;ENST00000609966:152/ENST00000289409:701;ENST00000609966:152/ENST00000358522:701;ENST00000609966:152/ENST00000378238:701;ENST00000599916:158/ENST00000541337:931;ENST00000599916:158/ENST00000340391:92;ENST00000599916:158/ENST00000361474:926;ENST00000599916:158/ENST00000289422:779;ENST00000599916:158/ENST0000/ / Transcriptional regulation Neuregulin family of growth and differentiation factors Sustaining proliferative signaling /

ZNF420 DROSHA 1 48 High grade glioma (GBM)3 0,974549521 / / Interchromosomal 15,3 23,0 / 19:37580029:+ 5:31486669:- in-frame ENST00000587082:271/ENST00000511367:2088;ENST00000587082:271/ENST00000442743:1779;ENST00000587082:271/ENST00000513349:2101;ENST00000587082:271/ENST00000344624:1890;ENST00000589461:286/ENST00000511367:2088;ENST00000589461:286/ENST00000442743:1779;ENST00000589461:286/ENST00000513349:2101;ENST00000589461:286/ENST00000344624:1890;ENST00000587029:357/ENST00000511367:2088;ENST00000587029:357/ENST00000442743:1779;ENST00000587029:357/ENST00000513349:2101;ENST00000587029:357/ENST00000344624:1890;ENST00000337995:224/ENST00000511367:2088;ENST00000337995:224/ENST00000442743:1779;ENST00000337995:224/ENST00000513349:2101;ENST00000337995:224/ENST00000344624:1890;ENST00000304239:269/ENST00000511367:2088;ENST00000304239:269/ENST00000442743:1779;ENST00000304239:269/ENST00000513349:2101;ENST00000304239:269/ENST00000344624:1890/ / Negatively-regulates p53-mediated apoptosis Microrna (mirna) biogenesis Resisting cell death Ovarian serous adenocarcinoma

ZNF565 CATSPERD 1 17 Osteosarcoma 3 0,883736786 / / Intrachromosomal 4,0 9,3 / 19:36705790:- 19:5727279:+ UTR/CDS(truncated)/ / / Transcription regulation / Sustaining proliferative signaling /



130 

 

Table S4: Fusions simultaneously detected by the 3 tools of ChimComp: Defuse, TopHat and 

Fusion Catcher referred to as “the high-confidence group”. 

Genes names, patients associated, oncoscore, number of databases reporting the fusion, type of 

rearrangement, spanning reads mean representing the reads aligning to the junction sequence, 

pair reads mean representing discordant read pairs mapping to the two different genes of a fusion 

were provided by ChimComp. Diagnoses of patients were obtained from clinical data. The 

presence of oncogenes or tumor suppressor genes in the different fusion transcripts was sought 

in the following databases: ONGene by Liu et al. 2017 and TSGene 

(http://bioinfo.mc.vanderbilt.edu/TSGene) respectively. Fusion description, fusion breakpoints 

on each gene at the genomic level, predicted effect and identifier of the predicted fused transcripts 

were predicted by Fusion Catcher. 

CML = chronic myeloid leukemia; T-ALL = T-cell acute lymphoblastic leukemia; ALL = acute 

lymphoblastic leukemia; AML = acute myeloid leukemia; PNET = primitive neuroectodermal 

tumor. 

  

http://bioinfo.mc.vanderbilt.edu/TSGene
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Table S5: Characteristics of fusions involving 

tyrosine kinases genes among the total non-

redundant 1374 fusions detected by ChimComp. 

(source 

http://www.nature.com/onc/journal/v19/n49/full/120

3957a.html) 
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II. Cas de l’oncogène de fusion LMO3-BORCS5 

A. Les protéines à domaine LIM de type LMO : description, fonction et rôle 
dans le développement tumoral 

 

1. Généralités et fonctions 
 
La sous-classe LMO (LIM-domain only) des protéines à domaine LIM est une famille de co-

régulateurs nucléaires de la transcription, composée de quatre membres (LMO1-LMO4). Ils sont 

tous caractérisés par la présence exclusive de deux domaines LIM en tandem (LIM1 et LIM2) et 

aucun autre domaine fonctionnel (Figure IV A-1 1). 

 

 

Le domaine LIM est un motif dit en « doigt de zinc », riche en cystéine,hautement conservé et  

retrouvé dans une grande variété de protéines nucléaires et cytoplasmiques. Ce domaine a été 

identifié à l’origine dans une autre famille de protéine à domaine LIM : les facteurs de 

transcriptions LIM-HD (LIM  homedomain) (143) . Ce domaine LIM ne peut se lier directement à 

l’ADN et agit comme un site d'accrochage pour l'assemblage de complexes multiprotéiques 

(Figure IV A-1 2). Deux mécanismes d’action des protéines LMO ont été reportés, le premier étant 

lié à la régulation de facteurs de transcription pour la régulation de l’expression de gènes cibles 

(Figure IV A-1 2 panel A) et le deuxième faisant appel aux protéines LIM-HD et LDB1 (Figure IV 

A-1 2 panel B). En effet, les deux domaines en tandem retrouvés chez les membres de la famille 

LIM (comprenant la famille LMO et LIM-HD) sont capables de se lier à la protéine LDB1 (LIM 

domain-binding protein 1), essentielle pour les processus de développement (143). La 

dimérisation de LDB1 permet ensuite la formation de complexes (tétramériques ou plus) avec les 

protéines LIM-HD et/ou LMO. Les protéines LMO peuvent également réguler l'activité 

transcriptionnelle des protéines LIM-HD via une compétition pour la liaison à LDB1 (Figure IV A-

1 2 panel B). 

Figure IV A-1 1: 

Représentation schématique 

des protéines à domaines LIM 

humaines, comprenant les 

LMOs et LDB1. LID = LIM 

interaction domain. Source: 

Sang et. al, (142). 
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Les protéines de la famille LMO fonctionnent en permettant la formation de nouveaux complexes 

transcriptionnels et/ou en perturbant des complexes transcriptionnels existants afin de moduler 

les programmes d'expression génique et d’agir sur différenciation cellulaire. Elles jouent de ce fait 

un rôle important dans les processus cellulaires responsable de l’oncogenèse comme la capacité 

d’auto-renouvèlement, la régulation du cycle cellulaire ou la formation de métastases (144). 

 

Figure IV A-1 2 : Mécanisme d’action des protéines à domaines LIM. A. Représentation 

schématique du rôle des protéines LMO dans la régulation transcriptionnelle de gènes cibles. Les 

protéines LMO régulent la transcription en agissant comme protéines de liaison entre des facteurs 

de transcriptions et leurs cofacteurs régulateurs. B. Mécanisme fonctionnel des protéines LMOs 

dans l’association avec LDB1 et les protéines LIM-HD. La dimérisation de LDB1 permet la 

formation de complexes multiprotéiques avec les protéines LIM-HD et/ou LMO qui fonctionnent 

ensemble pour déterminer le devenir cellulaire. RNAPII = RNA polymerase II; LIM-HD = LIM  

homedomain. Source: Sang et. al, (143). 
 

 

2. LMO3 
 
Le gène LMO3 est situé sur le bras court du chromosome 12 (12p12.3) et sept variants d’épissage 

différents ont été identifiés pour ce gène. Des membres de la famille LMO, il est celui dont la 

fonction et le mode d’action moléculaire ont été le moins décrits. Son expression est tissu-

spécifique puisqu’il est majoritairement exprimé au niveau cérébral. Une fois exprimé, la protéine 

est localisée de manière ubiquitaire dans la cellule, avec une prédominance dans le noyau 

(http://www.genecards.com). LMO3 agit comme un régulateur critique de la neurogenèse et du 

caractère « souche » des cellules neurales en contrôlant l'activité des facteurs de transcription 

neuronaux (145). 

 

L’activité oncogénique de LMO3 a principalement été décrite dans le neuroblastome, où son 

expression est corrélée à une amplification du gène MYCN et associée à un mauvais pronostic chez 

les patients (146,147). Dans cette pathologie, les mêmes études ont également décrit la capacité 
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de LMO3 à former un complexe avec HEN2, un facteur de transcription neuronal et d’activer la 

transcription de Mash1 provoquant une induction de la prolifération cellulaire (146,147). Une 

étude menée par Hui et. al, a montré que LMO3 était capable d’interagir directement via son 

domaine LIM2 avec la protéine à motif « EF-hand » CIB1 (« calcium- and integrin-binding 

protein » aussi appelée calmyrine et KIP1) pour inhiber la prolifération dans des astrocytes (148). 

Larsen et al. ont également démontré la capacité de LMO3 à inhiber P53 par interaction directe, 

conduisant à une inhibition de la transcriptions des gènes pro-apoptotiques (149). 

Les propriétés oncogéniques de LMO3 ont également été démontrées dans d’autre types 

tumoraux, comme l’adénocarcinome pulmonaire où il est associé à une amplification de 

l’oncogène NKX2-1 (150) ou plus récemment dans le cancer du pancréas où sa surexpression 

conduit à une activation des voies de signalisation d’AKT et par conséquent une augmentation de 

la prolifération et de la migration cellulaires (151).  

 

3. Autres membres de la famille LMO 
 

 
LMO1 et LMO2 ont initialement été identifiés comme des oncogènes associés à des translocations 

chromosomiques chez les patients avec des LAL-T (152). LMO1 a été initialement identifié comme 

étant associé à la translocation t(11;14) (p15;q11) (153,154). LMO2 est associé à plusieurs 

remaniements chromosomiques : les translocations t(11;14)(p13;q11), retrouvée dans 8-10% 

des cas, et t(7;11)(q35;p13) ainsi que la délétion del(11)(p12p13), majoritaire dans les LAL-T 

pédiatriques (143,155,156). Cependant, le mécanisme d’activation de LMO2 après translocation 

t(11;14) (p13;q11) dans les LAL-T est aujourd’hui encore peu compris. Il est intéressant de noter 

le rôle majeur de LMO1 et 2 dans cette pathologie, puisque même en l’absence de réarrangements 

chromosomiques impliquant ces gènes, leur surexpression est retrouvée dans ~50% des patients 

souffrant de LAL-T (144). Indépendamment des translocations, l’insertion rétrovirale dans la 

région promotrice de LMO2 chez des patients atteints de déficit immunitaire combiné sévère 

(DICS) traités par thérapie génique a aussi provoqué la survenue de LAL-T (157). 

LMO2 représente également un biomarqueur prédictif de la survie des patients atteints de 

lymphome diffus à grandes cellules B (143). Il a également été montré la capacité de LMO2 à se 

fixer sur le complexe protéique lié à l’ADN incluant le facteur GATA-1 dans les érythrocytes afin 

de contrôler leur différenciation (158). Terano et. al ont montré par ailleurs que la mutation du 

domaine LIM2 de LMO2, mais pas de LIM1, provoquait une inhibition de la fixation sur le facteur 

GATA-1 et ainsi une inhibition de l’érythropoïèse de progéniteurs fœtaux in vivo (159). 

Han et. al ont d’autre part suggéré le rôle de LMO2 dans la régulation de facteurs de transcriptions 

responsables du développement neural (143). Enfin LMO1, tout comme LMO3, jouent un rôle 

oncogénique dans un sous-groupe de patients atteints de neuroblastomes (160). 
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Enfin, LMO4 est le dernier membre de la famille identifié et a été décrit comme un auto-antigène 

dans le cancer du sein (143,161,162). LMO4 est très largement exprimé tout au long du 

développement embryonnaire et dans les tissus à l’âge adulte, contrairement aux profils 

d’expressions de LMO1, LMO2 et LMO3 qui sont restreints à certains tissus (143). Au niveau 

protéique, LMO4 ne partage que 50% d’homologie avec les domaines LIM des autres membres de 

la famille LMO. Pour ces raisons, LMO4 est considéré comme le membre le plus éloigné de la 

famille LMO (161). LMO4 est surexprimé dans plus de 50% des tumeurs mammaires primaires, 

et associé à une diminution de la différentiation des cellules épithéliales mammaires (143,163), 

une augmentation de la prolifération cellulaire et une inhibition de l’apoptose (164). LMO4 est 

notamment capable de réguler la voie de signalisation de ErbB-2 (165) ou encore d’agir comme 

un inhibiteur de BRCA1 (166), renforçant son caractère oncogénique. 

Le rôle de LMO4 au sein du système nerveux et dans l’embryogenèse a également été décrit 

puisqu’il agit comme un inhibiteur direct de HEN1 (167) et est essentiel pour la survie, la 

formation du tube neural et la formation des os chez la souris (143,168,169). Des études récentes 

ont également montré sa fonction critique dans le développement normal et tumoral du tissu 

pancréatique (170,171). 

 
Les protéines LMO jouent un rôle important dans l'initiation et/ou la progression de différents 

types de cancer, ainsi que dans la différenciation et le caractère souche des cellules où elles sont 

exprimées. La figure IV A-3 récapitule l’impact des protéines LMO sur les différents cancers et 

processus cellulaires. Les LMO représentent donc des cibles thérapeutiques potentielles pour le 

traitement de différentes tumeurs. Actuellement, deux stratégies ciblant LMO2 ont été rapportées, 

utilisant soit un anticorps (172) soit un peptide inhibiteur (173) et confortent l’idée que 

l’inhibition de LMO2 pourrait être une stratégie efficace pour traiter ces types de LAL-T. Des 

inhibiteurs de LMO4 pourraient également être intéressants pour le traitement des cancers du 

sein de type basal, pour lesquels il existe actuellement peu de thérapies ciblées (143). 
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 Figure IV A-3 : Résumé des fonctions cellulaires et impacts sur différents cancers des 

protéines LMO et exemples de voies de signalisation associées identifiées.  

 

 

B. Structure et fonctions connues du complexe BORC 
 

 

BORC (BLOC-1 Related Complex) est beaucoup moins connu et étudié que les protéines de la 

famille LMO. Les connaissances actuelles montrent que BORC est un complexe protéique composé 

de 8 sous-unités impliqué dans la régulation du transport lysosomal (174–177). Les différentes 

sous-unités consistent en trois sous-unités partagées avec le complexe BLOC-1 impliqué dans la 

biogenèse des organelles apparentées aux lysosomes (BLOS1, BLOS2 et la snapine), de la sous 

unité KXD1 et d’autres sous unités moins caractérisées : BORCS5/LOH12CR1/myrlysine, 

C17orf59/lysperine, C10orf32/diaskedine et MEF2BNB (174). Au niveau moléculaire, BORC 

s'associe avec la membrane lysosomale, où il recrute la petite GTPase Arl8 (175). S’initie alors une 

chaîne d'interactions, notamment avec les kinésines, entraînant le déplacement des lysosomes 

vers le long des microtubules vers la périphérie de la cellule (Figure IV B-1).  
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Pu et. al ont également montré l’implication de BORC dans la migration cellulaire soulignant 

l'importance du transport dépendant de BORC pour les autres fonctions des lysosomes. En effet, 

ces organelles membranaires ont pour fonction principale la dégradation des macromolécules 

après endocytose, phagocytose, autophagie ou transport de biosynthèse (178). Néanmoins les 

lysosomes participent aussi à divers autres processus cellulaires, comme la destruction de micro-

organismes, la présentation d'antigènes, la détoxification, l'homéostasie du cholestérol, l'apoptose, 

les voies de signalisation métaboliques, la libération d'exosomes, la réparation des membranes 

plasmiques, la migration cellulaire et la formation de métastases (178). 

 

De plus, d’autres études ont aussi démontré le rôle essentiel du complexe BORC dans le transport 

des vésicules synaptiques le long des axones neuronaux, à l’origine de processus axonaux 

critiques comme le maintien de la croissance et le renouvellement de l'autophagosome (176,179). 

 

La sous-unité BORCS5 (BLOC-1 Related Complex Subunit 5), aussi appelée LOH12CR1 ou 

myrlysine, est codée par un gène situé sur le bras court du chromosome 12 (12p13.2). Aucun lien 

n’a été établi entre BORCS5 et cancer, cependant ce gène est situé dans un locus comprenant 

plusieurs gènes suppresseurs de tumeurs et dont la perte d’hétérozygotie a été fréquemment 

observée dans divers néoplasmes (180). 

  

Figure IV B-1 : Représentation schématique 

du complexe BORC-Arl8-SKIP-kinésine-1 

responsable du déplacement des 

lysosomes vers l'extrémité plus des 

microtubules. Source Farías et. al (175) 
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RESULTAT II : Découverte d’un nouveau transcrit de fusion 
oncogénique LMO3-BORCS5 et caractérisation fonctionnelle 

A. Introduction de l’article 
 

 
Comme exposé précédemment, les fusions sont considérées comme l'un des principaux 

mécanismes responsables de la cancérogenèse et constituent des outils précieux en clinique, aussi 

bien comme biomarqueurs que cibles pharmacologiques. Nous avons identifié un nouveau 

transcrit de fusion LMO3-BORCS5, présent sous deux isoformes, dans les biopsies tumorales au 

diagnostic et à la rechute d’un patient atteint de sarcome d'Ewing, ainsi que dans diverses lignées 

cellulaires. Après reconstitution de LMO3-BORCS5, ce transcrit est formé par une délétion de 4,2 

MB sur le bras court du chromosome 12 entraînant la perte du domaine fonctionnel LIM2 de 

LMO3 et un décalage du cadre de lecture du gène BORCS5. A partir de ces observations, notre 

objectif était donc de mieux comprendre le rôle et la fonction de LMO3-BORCS5 dans le 

développement et/ou la résistance des tumeurs ainsi que d’évaluer l'impact de la perte de 

BORCS5. Nous avons montré que l’isoforme le plus long de LMO3-BORCS5 (i) a un fort potentiel 

oncogénique avec un impact sur la prolifération et la tumorigénicité, (ii) diminue l'expression des 

gènes liés à l'apoptose et la sensibilité à différents traitements anti-néoplasiques, (iii) conduit à 

l’inhibition de l’expression de gènes impliqués dans les processus de différentiation et à 

l’augmentation de l’expression de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire et l’interaction 

avec la matrice extracellulaire.  

De plus, nous avons démontré que BORCS5 agit, in vivo, comme un suppresseur de tumeur. En 

conclusion, le nouveau transcrit de fusion oncogénique LMO3-BORCS5 présente un rôle majeur 

dans la tumorigenèse et la sensibilité au traitement. C'est la première fois qu'une fusion 

découverte chez un patient unique à la rechute est également détectée dans plusieurs lignées 

cellulaires et présente un impact à la fois sur la tumorigenèse mais également la sensibilité au 

traitement. La détection et les études fonctionnelles des oncogènes de fusion sont donc 

importantes pour définir leur potentiel thérapeutique dans une approche de médecine 

personnalisée. 

 

B. Article 2: “Functional characterization of a new oncogenic fusion 
transcript LMO3-BORCS5” 
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Abstract  

 

Fusion transcripts are considered as one of the leading mechanisms responsible for 

carcinogenesis and represent valuable tools in clinics as biomarkers or druggable targets. We 

identified a new fusion transcript LMO3-BORCS5 in a patient with Ewing sarcoma at diagnosis, at 

relapse, as well as in various cell lines. Reconstitution of LMO3-BORCS5 exhibited a 4.2 MB deletion 

within the short arm of chromosome 12 leading to the loss of the functional domain LIM2 in the 

LMO3 gene and the disruption of the reading frame of BORCS5 gene. Consequently, our aim was 

to investigate the functional role of LMO3-BORCS5 transcript and the impact of BORCS5 loss. We 

showed that LMO3-BORCS5 (i) has a high oncogenic potential with impact on proliferation and 

tumorigenicity, (ii) decreases expression of apoptosis-related genes and treatments sensitivity 

and (iii) downregulates genes involved in differentiation and upregulates proliferative and 

extracellular matrix-related pathways. Additionally, we proved that BORCS5 acts, in vivo, as a 

tumor suppressor gene. In conclusion, the newly discovered fusion oncogene LMO3-BORCS5 in a 

unique patient and in several cell lines exhibits a major role in tumorigenesis and treatment 

sensitivity. Therefore, detection and functional studies of fusion oncogenes is of importance to 

define their therapeutic potential within a personalized treatment approach. 
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Introduction 

 

Fusion transcripts are responsible for 20% of global cancer morbidity and have been recognized 

as major cancer drivers (1). They result from the juxtaposition of two genes, usually separated, 

due to chromosomal rearrangements or non-chromosomal events (2). They can affect coding or 

regulatory sequences which can lead to (i) the creation of a chimeric oncoprotein, (ii) an aberrant 

overexpression of the second partner involved in the fusion or (iii) truncation of a tumor-

suppressor gene (TSG) (2).  

Fusions can serve as diagnostic, prognostic, predictive biomarkers, as well as therapeutic targets 

(2–10). Apart from the recurrent known fusion genes, the majority of newly discovered gene 

fusions vary extremely in their expression and their recurrence is much lower than other somatic 

mutations (11). Even though it is commonly thought that recurrence represents the first criteria 

to consider an alteration as driver, the impact of an alteration is determined by patient and 

tumor’s history (e.g. genetic background, tumor type or treatments received) and one mutation 

could have different consequences on drugs sensitivity depending on cancer types (12). Hence, 

non-recurrent fusions could have a high clinical value for the individual patient. In addition, most 

of studies have been performed on patients at diagnosis while the analysis of tumors at relapse 

remains one of the challenges to enrich the repertoire of evolving driver alterations, including 

fusions (13). 

Previously, we conducted a retrospective study on the RNA-sequencing data of pediatric resistant 

or relapsing patients included in the molecular profiling trial MOSCATO-01 conducted at Gustave 

Roussy (14,15). Interestingly, we detected in the tumor of a patient with Ewing sarcoma (EWS) a 

new fusion transcript, LMO3-BORCS5 at diagnosis and at relapse (Dupain et al., paper under 

revision). 

LMO3-BORCS5 results from a deletion of 4.2 megabases on chromosome 12 where both LMO3 

and BORCS5 are located, respectively 12p12.3 and 12p13.2. LIM-domain-only proteins (LMO) are 

characterized by the presence of two functional domains: LIM1 and LIM2. The family of proteins 

is composed of four members (LMO1-4) mediating protein-protein interactions between 

transcription factors and other proteins, representing important transcription co-regulators 

acting on both tumorigenesis and differentiation (16). 

The oncogenic activity of LMO3 has been described in neuroblastoma where its expression is 

correlated with amplified MYCN and activation of HEN2, leading to poor prognosis in patients (17). 

Larsen et al. demonstrated the ability of LMO3 to directly inhibit TP53, strengthening its 

oncogenic status (18). LMO3 was also found in lung carcinoma and gastric cancer (17,19,20). 

LMO3 is highly expressed in brain and acts as a regulator of neurogenesis and stemness by 

controlling neural-specific transcription factors, thus being critical for cell differentiation (21). 
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BORCS5 (BLOC-1 Related Complex Subunit 5) also named LOH12CR1, belongs to the BORC 

complex involved in the regulation of cell migration and lysosomal trafficking as well as in axonal 

transport of synaptic vesicles (22–24). It is situated on a locus containing several TSGs for which 

loss of heterozygosity has frequently been observed in various neoplasms (25). Yet, no study has 

described the different roles of BORC subunits or the possible role of BORCS5 loss on 

tumorigenicity. 

The use of fusions as personalized medicine tools in clinics is often limited due to the absence of 

functional studies (26,27). Therefore, the aim of our study was to understand the role and function 

of LMO3-BORCS5 in the development and/or resistance of tumors and to evaluate the effects of 

BORCS5 knockout. Taking together, our results suggest that LMO3-BORCS5 plays an essential role 

in tumorigenesis and treatment sensitivity and could be a potential therapeutic target. However, 

BORCS5 appeared to be a double sword edge, with pro-oncogenic effects on proliferation and 

treatment sensitivity in vitro but acting as a tumor suppressor gene in vivo by inhibiting tumor 

invasiveness.  
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Material and methods 

 

Patient history, detection and sequencing of LMO3-BORCS5 fusion transcript  

LMO3-BORCS5 was identified together with EWS-FLI1 after in silico RNA-seq analysis of a 20 years 

old male patient, included in the pediatric MOSCATO-01 cohort that only comprised two EWS 

(Dupain et al., article under revision). He had relapsed 3.4 years after initial diagnosis treated with 

chemotherapy (vincristine, ifosfamide, doxorubicin, etoposide, dactinomycin, cyclophosphamide). 

The presence of LMO3-BORCS5 fusion transcript was confirmed by RT-qPCR in tumor samples at 

diagnosis and relapse. The products were sequenced by Sanger technique (Eurofins, Cochin 

Institute, Paris, France). 

 

Cell lines and cell culture. 

To assess the presence of LMO3-BORCS5 fusion transcript, 31 cell lines from various histological 

origins were explored including 28 pediatric cancer cell lines of the Innovative Therapies for 

Children with Cancer in Europe (ITCC) consortium cell line panel (Table S1) (28). For functional 

studies, A673 Ewing sarcoma cell line and the mouse embryonic fibroblast cells NIH-3T3 were 

used. DMEM or RPMI medium were supplemented with penicillin (100 U/ml), streptomycin (10 

μg/ml) and 10% fetal calf serum (FCS) (Life Technologies™, Saint Aubin, France) for all cell lines 

or 10% new born calf serum (NBCS) for NIH-3T3. Cell cultures were maintained at 37˚C in an 

atmosphere of 5% CO2 and 95% humidity and were systematically tested by PCR analysis to be 

free of mycoplasma. 

 

Construction and establishment of cell lines stably expressing LMO3-BORCS5 

The sequences of LMO3-BORCS5 v1 or LMO3-BORCS5 v2 were obtained after reverse transcription 

of the patient’s tumor RNA into cDNA followed by PCR amplification using the following primers: 

Forward: 5’-GCAACCGAAAGATCAAGG-3’ and Reverse: 5’-CATTTGTTGGGGAAGTCTG-3’. After 

purification of the amplicons, the sequences were cloned under the control of the CMV promoter 

into the pcDNA3.1 expression vector. Two plasmids were obtained: pcDNA3.1-LMO3-BORCS5v1 

and pcDNA3.1-LMO3-BORCS5 v2.  

Then, A673 and NIH-3T3 cells were transfected with empty vector (pcDNA3.1) or with either 

pcDNA3.1-LMO3-BORCS5 v1 or pcDNA3.1-LMO3-BORCS5 v2 to obtain stable clones as previously 

described and selected with neomycine (29). 

  

CRISPR/Cas9 knock-out of BORCS5 

BORCS5 gene was inactivated using the CRISPR/Cas9 system targeting the last exon containing 

the functional domain (30). Using CRISPOR software v4.2 (31), two couples of 20-base pairs 
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targeting sequences were designed (guide 1: 5’-AGAGAGACCGCCATCGTGTT-3’ and guide 2: 5’-

CTGGATCTGCTCGGCATACT-3’) and synthetized (Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany). Both 

guide 1 and 2 were respectively inserted into pLentiCRISPR V2 (Addgene 52961) containing 

either GFP or CFP respectively instead of Puromycine [pLentiCRISPR V2-GFP and pLentiCRISPR 

V2-CFP, provided by Julie Rivière (INSERM U1170, Gustave Roussy)]. 

A673 cells were co-transfected with both plasmids. After 27h, GFP and CFP-positive cells were 

selected using FACSAria™ Fusion cell sorter (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) and re-

seeded at a concentration of one cell/well to allow single colony formation. After 10 days, genomic 

DNA was extracted from individual colonies using QuickExtract™ DNA Extraction solution 

(Lucigen, Middleton, USA). Deletion of the target sequence was tested by PCR using the following 

primers: Forward 5’-GAGCTGTTTTCTCCTGGCCT-3’ and Reverse 5’-TTCATGCTGAAGGGCTCCAG-

3’. 

 

Reverse transcription-quantitative PCR (RT-qPCR) 

RNA extraction, reverse transcription and real-time PCR (qPCR) were performed as previously 

described (29). Primers were either purchased from Eurofins Genomics (Ebersberg, Germany) 

enlisted in Table S2, or included in a personalized Human qPCR SignArrays®(32) from AnyGenes 

(Paris, France).  

RT-qPCR was performed for LMO3-BORCS5 and the LMO3 and BORCS5 wild-type genes in: (i) 

patient’s tumor sample at diagnosis and relapse, (ii) the 31 various cell lines and (iii) A673 or NIH-

3T3 stably transfected with pcDNA3.1 (empty vector) or pcDNA3.1-LMO3-BORCS5 v1 (referred to 

as “+LMO3-BORCS5”). For LMO3-BORCS5, the amplicon size was verified by electrophoresis in 2% 

agarose gel. PCR products were purified with DNA extraction with NucleoSpin® Gel and PCR 

clean-up extraction kit (Macherey-Nagel, Dueren, Germany) and sequenced by Sanger technique 

(Eurofins, Cochin Institute, Paris, France). 

Genes involved in apoptosis BAX; NOXA; P21 and TP53 in A673 and those sorted out from 

microarray analysis for validation (ABCC3;  FGF1; IGF2; PAX7; PRKCA; WNT6; ALK; CUX2; FGF13; 

FRK; LZTS1; MMP10; MYOD1; NRP1; NTRK1; RHOJ and SEMA3C) were also assessed. 

For all experiments, gene expression was determined by quantification-comparative 2-ΔΔCt method 

(33) and normalized to GAPDH levels. Results are expressed as relative mRNA levels and 

represent at least three independent experiments. 

 

Doubling time and cell cycle analysis 

Cell cycle analysis by flow cytometry and doubling time of the different clones were assessed as 

previously described (29). 
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Cell migration assays 

Scratch test was performed to evaluate cell migration capacity as previously described (29). 

Results are presented as wound closure time in hour per cell line. 

 

Cell survival assays 

Cell line A673 was seeded in 96-well plates at 25000 cells/well. After 72h incubation with 

increased concentrations from 0 to 10µM of vincristine, cyclophosphamide, mafosfamide, 

etoposide, actinomycin, dasatinib, SN-38, doxorubicin, bortezomib, pazopanib or everolimus, 

MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] test was performed as 

previously described (34). Results are the mean ± SD of at least two independent experiments 

containing 3 replicates for each condition. 

 

Annexin V apoptosis assay 

Apoptosis was determined by flow cytometry using Annexin V apoptosis detection kit (BD 

Biosciences, Le Pont de Claix, France) according to the manufacturer’s instructions. Each cell line 

was seeded in 6-well plates (3x105 cells/well) and treated with vincristine (10nM) or SN-38 

(20µM). After 48h, cells were collected and analyzed as previously described (29). Experiments 

were performed in triplicate and data represent the percentage of apoptotic cells compared to 

non-treated cells. 

 

Microarray analysis  

The comparison of gene expressions between the two clones (C1 and C2) obtained from 

A673+empty vector and A673+LMO3-BORCS5 was assessed by microarray analysis as described 

previously (34) (supplementary Material and Methods section). Four independent RNA 

extractions were performed for each clone using RNeasy mini-kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) 

following manufacturer’s instructions. We defined up- or down-regulation as ratios greater than 

two-fold between A673+empty vector and A673+LMO3-BORCS5, and an adjusted p-value (FDR) 

< 0.05. To interpret the biological meaning genomic data, we used the ToppGene Suite 

(https://toppgene.cchmc.org/enrichment.jsp) and Ingenuity (www.ingenuity.com) software.  

 

Immunoblotting 

Total proteins were extracted from A673 WT and A673 KO BORCS5 cell lines as previously 

described (29). The following primary antibodies were used: monoclonal rabbit BORCS5 (1:1000, 

PAS-5821, Invitrogen, Carlsbad, CA, USAs) and GAPDH-HRP as internal control (1:1,000; Sigma-

Aldrich Chemicals Co., Saint Quentin Fallavier, France). Blots were washed and incubated with 

corresponding secondary antibodies: anti-rabbit-HRP (1:3,000; Cell Signaling technology, Saint 
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Quentin en Yvelines, France). Bands were revealed by enhanced chemiluminescence reagent (HRP 

system, Clarity™; Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, France) using ChemiDoc™ Imaging 

System (BioRad, Hercules, CA, USA). 

 

Animal studies and tumorigenicity tests 

All animal experiments were carried out according to French laws (Directive 2010/63/UE) and 

approved by the institutional Ethics Committee of Animal Experimentation (CEEA): authorization 

number CEEA IRCIV/IGR no. 26: 94-226, no. 2011-09. 

Six-weeks-old nude nu/nu female mice were used to test the tumorigenicity of: (i) A673 empty 

vector versus A673+LMO3-BORCS5 v1; (ii) NIH-3T3+empty vector versus NIH-3T3+LMO3-BORCS5 

v1 and (iii) A673 WT versus A673 KO BORCS5.  

All cell lines were diluted in 100 μl PBS and injected subcutaneously into the flank of mice 

(n=5/group) at a rate of 10x106 cells/mouse. Mice were monitored for tumor growth and 

sacrificed when tumors reached a volume of ~1000 mm3. Half of each tumor was immediately 

frozen in liquid nitrogen for RT-qPCR, the other half was conserved in FineFix Formalin-Free 

Fixative (Fisher Scientific, Illkirch, France) for histochemistry analysis. For this latter analysis, 

tumor tissues were embedded in paraffin, sections (4 μm thick) were prepared and stained with 

hematoxylin-eosin-safranin (HES). Sections were examined with Zeiss-Axiophot microscope 

(Microscopy and Imaging center, Texas, USA). 

 

Statistical analysis. 

Data are presented as mean ± SD. By using GraphPad Prism 4 software, Mann-Whitney test was 

used to compare two groups of treatments and Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s test for 

multiple treatments. Doubling time was calculated according to an exponential regression 

equation, given as: y = axebx, via the formula: t1/2 = ln(2)/b. p<0.05 was considered as statistically 

significant.* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 
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Results 

 

LMO3-BORCS5 is detected in a patient with EWS and in various cell lines  

By RT-qPCR, the LMO3-BORCS5 fusion transcript in the EWS tumor samples at relapse showed 

two variant forms (LMO3-BORCS5 v1 and LMO3-BORCS5 v2) while only one form was detected at 

diagnosis (LMO3-BORCS5 v1). LMO3-BORCS5 was higher expressed at relapse compared to 

diagnosis (Ct: 22.6 vs 39.7) and co-expressed with EWS-FLI1 (Figure 1Aa). 

The LMO3-BORCS5 fusion was also detected in 13 out of 31 (41%) cancer cell lines assessed 

(Figure 1Ab). As for the EWS tumor, the fusion transcript was present in the two variant forms 

(Figure 1Bb). However, LMO3-BORCS5 expression was low (Ct≈30) as compared to the recurrent 

tumor, impeding the use of these cell lines as models for further studies.  

The reconstitution of the sequence was performed after “Sanger” sequencing and showed the 

same result for EWS patient and for cell lines. LMO3-BORCS5 v1 resulted in the breakpoint on 

LMO3 at the end of exon 3 and, in the middle of the same exon for LMO3-BORCS5 v2 (Figure 1B). 

In both cases, the breakpoint in BORCS5 remains identical and is situated at the beginning of exon 

3 (Figure 1B).  

At the protein level on the N-terminal part, the variant 1 leads to a protein with complete 

conservation of LIM1 and loss of LIM2 domains of LMO3, while 24 amino-acids at the end of LIM1 

domain are lost in variant 2 (Figure 1C). In both cases on the C-terminal part, the fusion 

transcripts lead to a frameshift in the BORCS5 sequence giving a putative truncated out-of-frame 

BORCS5 protein with the creation of 43 amino-acids associated with unknown protein 

domain/function (Figure 1C, in dark red). 

 

Differences in LMO3 and BORCS5 gene expressions are observed among cell lines 

The relative mRNA expression of LMO3 and BORCS5 wild-type has been assessed by RT-qPCR, by 

using primers designed within regions not retained in the fusion,  among 31 cell lines previously 

tested for LMO3-BORCS5 fusion. The expression was extremely variable among the different cell 

lines: 15/31 almost did not express LMO3 gene while the neuroblastoma cell lines IGR-NB8, IGR-

N91 and SH-SY5Y and the EWS cell lines STA-ET-1, TC71 and A673 presented the highest 

expression of LMO3 (Figure 2A). Regarding expression of BORCS5 wild-type, all 31 cell lines 

tested were positive with the highest expression found in the medulloblastoma cell line D293MED, 

followed by EWS (EW7 and SK-N-MC) and osteosarcoma (HOS-143B, IOR/OS18 and SAOS2) cell 

lines (Figure 2B). 

 

Mutations and fusions in LMO3 and BORCS5 genes are found in diverse cancer types  

To assess the presence of LMO3 and BORCS5 alterations according to cancer types, large-scale 
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cancer genomics data were investigated among samples included in 215 different studies 

(http://www.cbioportal.org). LMO3 was altered on the genomic level in 1.5% of patients. These 

cases comprised 82% of missense mutations, 11% of mutations leading to truncation, 5% of 

fusions and 2% of in-frame mutations (Figure S1A). Five fusions were identified harboring LMO3 

and are detailed in Table S3. The function of LMO3-fused genes differed according to their 

position in the fusion. When LMO3 is situated in 5’, the second gene appears to systematically be 

related to cancer progression or involved in cell proliferation or migration. When situated in 3’, 

LMO3 fuses with genes related to metabolism (B4GALNT3, FAM135A and AEBP2) harboring high 

promoter activity (Table S3, upper panel). 

BORCS5 gene was altered in 1.5% of cases. They included 81.7% of missense mutations, 11% of 

fusions, 6.1% of truncating mutations and 1.2% of in-frame mutations (Figure S1B). Nine fusions 

were detected containing BORCS5 (Table S3, lower panel) and the function related to the 

partners fused with BORCS5 were variable with genes of transportation regulation, membrane 

trafficking, cell adhesion or oncogenes (Table S3, lower panel). 

An overview of LMO3 and BORCS5 genes alterations according to cancer types can be visualized 

on http://www.cbioportal.org. LMO3 appeared to be mainly affected by amplification among the 

different cancer types, as well as BORCS5 (figures S1C and S1D). We noticed that for BORCS5, 

certain cancers exclusively harbor mutations (colorectal adenocarcinoma) or deletions (non-

Hodgkin lymphoma and leukemia) or amplifications (cutaneous melanoma) (Figure S1D). 

 

The different clones derived from the same stable transfection showed the same profiles 

For the human EWS cell line A673, two clones (C1 and C2) were obtained containing empty vector 

(Figure S2 well 1), two clones (C1 and C2) containing LMO3-BORCS5 v1 (Figure S2A, well 2) and 

two clones (C1 and C2) containing LMO3-BORCS5 v2 (Figure S2A, well 3). Then, we investigated: 

i) the proliferation rate of the two clones (C1 and C2) derived from A673, ii) their doubling time 

and the repartition of cells within the cell cycle as well as iii) their transcriptome profile. As shown 

in Figure S2, each two-to-two clones derived from the same transfection showed similar doubling 

time (Figure S2B), and almost the same cell-cycle repartition (Figure S2C). Moreover, similar 

transcriptome profiles were observed between both C1 and C2 clones derived from A673 cells 

stably transfected with LMO3-BORCS5 v1 (Figure S3). Thus, we focused on the clones “C1” for 

further studies. 

Concerning A673 transfected with LMO3-BORCS5 v2, no significant difference in doubling time 

(Figure S2B) and cell cycle repartition was observed between A673+empty vector and 

A673+LMO3-BORCS5 v2 (C1 or C2) (Figure S2C), therefore A673+LMO3-BORCS5 variant 2 

function was not more deeply investigated. 

For the non-tumorigenic mouse fibroblast cell line NIH-3T3, one clone containing empty vector 
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and one clone containing pcDNA3.1-LMO3-BORCS5 v1 were obtained (Figure S2 wells 4 and 5 

respectively). One clone derived from NIH-3T3 containing pcDNA3.1-LMO3-BORCS5 v2 was 

obtained (Figure S2 well 6), however the cells did not expend in vitro, precluding further studies.  

 

LMO3-BORCS5 increases cell proliferation in vitro and tumorigenicity in vivo in both A673 

and NIH-3T3 cells 

The introduction of LMO3-BORCS5 in both A673 and NIH-3T3 cell lines led to an increase of 

proliferation, reflected by a decrease in doubling time of about 20% in cells expressing the fusion 

compared to cells expressing the empty vector (Figure 3A and B). In A673 this was accompanied 

by a significant decrease of cells in G0/G1 phase and an increase in G2/M (Figure 3C), while this 

was not observed in NIH-3T3 (Figure 3D). No effect of LMO3-BORCS5 expression on cell migration 

in both A673 and NIH-3T3 was detected (not shown). 

After subcutaneous injection of A673 clones, an increase of tumor growth was observed in 

xenografts expressing LMO3-BORCS5 compared to empty vector (Figure 3E). HES staining 

showed an increase of tumor infiltration in adipose (green arrows) and muscular (red arrows) 

tissues in presence of LMO3-BORCS5 expressing tumors compared to controls (empty vector) 

(Figure S4Aa) accompanied with an increased number of cells in mitosis (yellow arrows) (Figure 

S4Ab). Importantly, LMO3-BORCS5 expression in NIH-3T3 induced tumorigenicity (Figure 3F) 

and HES analysis showed a high number of mitotic cells in these tumors (Figure S4B). Of note, the 

presence of LMO3-BORCS5 fusion transcript was confirmed by RT-qPCR in both A673+LMO3-

BORCS5 and NIH-3T3+LMO3-BORCS5 tumors (Ct≈22 and 27 respectively). 

 

LMO3-BORCS5 decreases sensitivity to antineoplastic agents and apoptosis  

The effect of LMO3-BORCS5 on drug sensitivities was assessed by a MTT test. Eleven anti-cancer 

drugs were screened, including 5 received by the patient (enlisted in Material and Methods). Only 

vincristine and SN-38 showed an increase of IC50 values in A673+LMO3-BORCS (Figure 4A). The 

effects of vincristine and SN-38 treatment on early and late apoptosis of A673+LMO3-BORCS5 was 

tested (Figure 4B). A reduction of cells in early apoptosis to vincristine treatment was observed 

in A673+LMO3-BORCS5 cells compared to A673 empty vector (delta between treated and non-

treated cells of 28.8% for A673+empty vector vs 13.7% for A673+LMO3-BORCS5). The same 

tendency was observed after treatment with SN-38 but was not statistically significant (delta of 

31.1% for A673+empty vector vs 23.5% for A673+LMO3-BORCS5) (Figure 4B). Late apoptosis 

after vincristine or SN-38 treatment appeared to be unchanged in presence or absence of LMO3-

BORCS5. 

Expression of BAX, MDM2, NOXA, TP53 and P21 (also called CDKN1A) was assessed by RT-qPCR 

(Figure 4C). For A673, a significant decrease of all gene expressions was observed in 
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A673+LMO3-BORCS5 compared to A673+empty vector except for TP53 (Figure 4C, upper 

panels). Concerning NIH-3T3, only P21 expression was decreased in NIH-3T3+LMO3-BORCS5 

(Figure 4C, lower panels). 

 

LMO3-BORCS5 downregulates genes associated with cell differentiation pathways 

Microarray analysis was performed on 2 clones of A673+LMO3-BORCS5 and compared to A673 

empty vector. A total of 295 genes were found differentially expressed [-2<log2(fold change>2] 

(Figure S3). The heat map showed a clear clustering of the genes differentially regulated in 

A673+LMO3-BORCS5 vs A673+empty vector clones (Figure S3 A), confirming that the differential 

in gene expressions observed is exclusively due to the presence of LMO3-BORCS5. The volcano 

plot showed that more than 80% of differentially expressed genes were downregulated (243 

genes downregulated vs 52 genes upregulated; Figure S3 B). 

Using ToppGene Suite, the pathways enriched in the 295 genes differentially expressed between 

A673+empty vector and A673+LMO3-BORCS5 identified by microarray were analyzed (Table 1). 

When focusing on the 12 most significant enriched pathways in upregulated genes, they can be 

grouped into 3 different cellular functions: metabolism, extracellular matrix synthesis and 

proliferative signaling (Table 1, upper panel). Regarding the 12 most significant enriched 

pathways in downregulated genes, 60% (7/12) were related to cell differentiation, more precisely, 

to neural (e.g. “DCC signaling”, “NCAM1 interactions”, “TRKA signaling”), cardiac (e.g. “cardiac 

conduction signaling”, “muscle contraction pathway”) or renal (“aldosterone-regulated sodium 

reabsorption”) differentiations as well as cell pluripotency (transcriptional regulation of 

pluripotent stem cells pathway). Finally, apoptosis-related genes BAX, NOXA, MDM2 and P21, 

found differentially expressed between A673+empty vector and A673+LMO3-BORCS5 by RT-

qPCR were also found to be downregulated in the microarray results (Figure 4). The microarray 

data related to the study have been submitted to the Array Express data repository at the 

European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/), under the accession 

number: E-MTAB-7021.  

 

Then, we validated by RT-qPCR 18 genes highly linked to cancer pathways and found differentially 

expressed by the microarray analysis. All tested genes except ABCC3 were validated, representing 

95% of reliability (Table 2). The large majority of tested genes were found to be downregulated 

in presence of LMO3-BORCS5, while Fyn-related kinase (FRK) was the only one upregulated. 

Among these genes are found genes regulating cell fate determination (FGF1 and WNT6), genes 

linked to neural differentiation (ALK, CUX2, FGF13, NTRK1, PAX7 and SEMA3C), IGF2, MYOD1 and 

RHOJ for muscle cell differentiation and NRP1 regulating cardiac differentiation as well as genes 

linked to cell proliferation or migration (P21, PRKCA, MMP10 and LZTS1; Table 2). 
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BORCS5 disruption decreases cell migration and resistance in vitro but increases 

tumorigenicity  

First, we compared the two derived cloned obtained after KO of BORCS5 by CRISPR-Cas9 system. 

We found that both C1 and C2 did not expressed BORCS5 protein testifying the knockdown 

outcome (Figure S5A), showed the quasi same doubling time (Figure S5B) as well as identical 

repartition of cells within the cell cycle (Figure S5C). Therefore, only KO BORCS5 C1 was used for 

the further studies, named “A673 KO BORCS5”. 

In order to understand the role of BORCS5 on oncogenesis and tumorigenicity, BORCS5 gene was 

depleted using the CRISPR/Cas9 system in A673 cells. Sanger sequencing on clones harboring at 

least a heterozygous deletion of BORCS5 after PCR. We identified an homozygous KO BORCS5 

clone with on one allele a deletion of 950 bp in the exon 4, and on the other allele an insertion of 

one nucleotide leading to a frameshift (Figure S6 A et S6 B). The corresponding protein loss was 

proved by Western Blot (Figure S6 C). Then, the A673 WT was compared to the A673 KO BORCS5 

regarding proliferation, migration, sensitivity to anticancer drugs and tumorigenicity. A 

significant cell migration inhibition of 20% was noticed in A673 KO BORCS5 compared to A673 

WT (Figure 5A). 

The consequence of BORCS5 loss on drug sensitivities was assessed by MTT test with the eleven 

anti-cancer drugs previously tested. A significant decrease of IC50 values (60% vincristine and 

40% for both SN-38 and mafosfamide) was observed in A673 KO BORCS5 compared to WT 

(Figure 5B). In parallel, the effects of vincristine and SN-38 on early and late apoptosis of A673 

KO BORCS5 and A673WT cells were tested (Figure 5C). A significant increase of cells in late 

apoptosis after vincristine treatment was observed in A673 KO BORCS5 cells compared to A673 

WT (delta between treated and non-treated cells of 18.4% for A673 WT vs 43% for A673 KO 

BORCS5). The same tendency was observed after treatment with SN-38 but was not significant 

(delta of 32.6% vs 40.2%) while early apoptosis in A673 was not affected by the KO BORCS5 

(Figure 5C).  

Interestingly, after xenografting of A673 WT and A673 KO BORCS5 cells, an increase of tumor 

growth was observed for A673 KO BORCS5 compared to A673 WT (Figure 5D). HES revealed a 

similar general architecture of collected tumors (Figure S7 A). However, an increase of invasion 

in striated muscle fibers was observed in A673 KO BORCS5 tumors compared to A673 WT tumors 

(Figure S7 A, red arrows). In contrast, no difference was observed regarding the number of cells 

in mitosis (Figure S7 B).  

 

Discussion 
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This is the first study which reports the oncogenic function of a newly described fusion transcript 

LMO3-BORCS5. Initially found in a patient with EWS at relapse in addition to the tumor type 

characteristic EWS/FLI1 fusion, this fusion transcript was detectable also at diagnosis and in 

other cell lines albeit at lower levels and thus may not have been reported to date. According to 

cBioPortal cancer database, LMO3 and BORCS5 are altered in 1.5% of total cancers, and fusions 

represent the third and second alteration type respectively. Although this percentage appears to 

be low, it is probably underestimated as it comprises both adult and childhood cancers and several 

studies do not assess the presence of fusion genes.  

LMO3-BORCS5 was detected in two variant forms (v1 and v2) both leading after translation to a 

loss of the LIM2 domain. Interestingly, the loss of interaction domains in fusions has been shown 

to be a sign of oncogenicity (35,36). The variant 1 of the fusion transcript LMO3-BORCS5 was 

abundant at relapse and barely detected at diagnosis, suggesting that the fusion transcript was 

not caused by prior anticancer treatments but probably initially present and selected during 

disease progression. LMO3-BORCS5 transcript was also detected in 41% of the screened cell lines 

and found to be positive for either LMO3-BORCS5 v1 and/or v2. Even if most of the cell lines tested 

derived from pediatric cancer types, the positive ones were of diverse histological origins. 

However, the expression level of LMO3-BORCS5 in these cell lines was relatively low as previously 

observed for other chimeras (37). This could suggest that, a second event might be required for 

LMO3-BORCS5 oncogenicity as reported for several fusions (38,39). 

When assessing the expression of wild-type LMO3 and BORCS5 in 31 different tumor cell lines, 

LMO3 was mainly expressed in neuroblastoma and EWS. This result was concordant, as LMO3 is 

a brain-specific gene and both pathologies are thought to arise from precursors of the neural crest 

or neuroectoderm, respectively (39,40). Concerning BORCS5, it was expressed in all cell lines 

tested. The highest expression was found in cells of EWS and osteosarcoma bone tumors, as well 

as medulloblastoma. Therefore, LMO3 and BORCS5 should be explored in tumors derived from 

neural or bone precursors. 

Our first aim was to investigate the function of LMO3-BORCS5 on oncogenesis. We showed that 

only LMO3-BORCS5 v1 plays a key role in oncogenesis: it increased proliferation in both cell lines 

(A673 and NIH-3T3) and increased or induced tumor growth and invasiveness in the A673 Ewing 

sarcoma and the non-tumorigenic NIH-3T3, respectively. This was strengthened by microarray 

analysis where LMO3-BORCS5 led to massive downregulation of the differentiation process. In 

fact, the LIM2 domain was shown to be critical for erythropoietic differentiation in LMO2 protein, 

highlighting the importance of LIM2 in cell differentiation (41). Loss of LIM2 within LMO3-

BORCS5 could explain the dedifferentiation and consequently the oncogenic effects observed. 

Dedifferentiation is considered as one of the main characteristics of cancer cells, which are 

blocked at early stages of differentiation resulting in an over-proliferative state (42). This was 
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reflected by a shift of cells towards mitosis phase in presence of LMO3-BORCS5 observed by FACS 

and tumor histological study.  

Additionally, decreased sensitivity to two antineoplastic agents (vincristine and SN-38) was 

observed in A673 cells expressing LMO3-BORCS5. We hypothesized that the inhibition of 

apoptotic gene expressions (BAX, MDM2, NOXA and P21) could favor resistance to cell death, and 

allow the selection through treatments of a minor clone expressing LMO3-BORCS5. 

The absence of oncogenic effects for LMO3-BORCS5 v2 would suggest that the complete 

conservation of LIM1 domain is required for oncogenicity. 

The upregulated genes observed in microarray in presence of LMO3-BORCS5 appeared to act on 

proliferative signaling, consistent with results obtained in vitro. Some of these genes were also 

belonging to pathways related to extracellular matrix synthesis, an aspect not impacted when 

observing migration in vitro but important in vivo as tumors with LMO3-BORCS5 were more 

invasive. This could reflect the limits of the scratch test used in vitro, a model of study that could 

be inadequate to our cells. Of note, the Fyn-related kinase (FRK) was increased in presence of 

LMO3-BORCS5. This non-receptor tyrosine kinase leads to an activation of STAT3 pathway and 

inhibition of TP53, and is highly expressed in sarcomas (43). However, sensitivity to dasatinib 

with or without LMO3-BORCS5 showed no difference to treatment as described for hepatocellular 

carcinoma cell lines (43).  

As LMO3-BORCS5 fusion leads to a frameshift of BORCS5 with the putative formation of 43 new 

amino-acids, our second aim was to understand the impact of BORCS5 loss on tumorigenicity. The 

disruption of BORCS5 in A673 cells appeared to have both pro- or anti-tumorigenic effects, which 

could depend on the tumor type and mainly on the microenvironment context. In vivo results 

would go in favor of a tumor suppressor role of BORCS5, consistent with the loss observed in the 

formation of LMO3-BORCS5 fusion in both patient’s tumor and cell lines. Herein, the disruption of 

BORCS5 after LMO3-BORCS5 formation could have two roles (i) its loss on one allele could serve 

as “second hit” or (ii) the 43 new amino-acids created in the C-terminal part of the fusion protein 

after LIM1 domain could enable the stabilization of the new smaller LMO3 protein, preventing 

from its degradation (27). 

Several studies previously reported that only in-frame transcripts needed to be considered as 

drivers (44,45), however we contrastingly show that an out-of-frame fusion can have highly 

oncogenic properties.  

These results put a new insight on non-recurrent alterations and infirm previous studies 

suggesting that non-recurrent singleton fusions represent passenger mutations (27,46).  As 

fusions appeared to be segregated according tumor type and given the rarity of EWS among 

population, the statistical power of our cohort might be insufficient to detect a recurrence (1,27). 

Additionally, it is possible that LMO3-BORCS5 was present in other patients but at lower levels, 
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undetectable with the coverage used for RNA-sequencing as clinically relevant somatic alterations 

might represent less than 5% of sequence reads (27). 

In conclusion, we discovered a new fusion oncogene LMO3-BORCS5 that put the accent on the 

critical role of fusion transcripts in tumor initiation, progression and resistance even in the 

individual patient. Their deep study could explain some consequences missed by traditional 

analyses. This suggest a need of mind changing and favors the vision that cancer can only be 

treated by considering pharmacogenomics and precision medicine rather than looking for 

universality. Fusion transcripts being one of the most remarkable tools used in personalized 

medicine should be systematically integrated to new genome-based clinical trials. 
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Tables 

 

 

Table 1: Enrichment pathway analysis of the genes differentially expressed between A673 

empty vector and A673+LMO3-BORCS5 identified by microarray. 

A list of 295 differentially expressed genes in presence of LMO3-BORCS5 in A673 cells was 

obtained from microarray analysis and analyzed for pathways enrichment using ToppGene Suite 

(https://toppgene.cchmc.org). The 12 most significant enriched pathways in both upregulated 

and downregulated genes are represented. The number of genes from input comprises the genes 

identified in the microarray analysis while the number of genes in annotation represents the total 

genes enlisted in the corresponding pathway database.  
a Source of pathways database associated. MSigDB C2 BIOCARTA (v6.0): Molecular Signatures 

Database, collection 2 “curated gene sets” from Broad Institute 

(http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb/collections.jsp); BioSystems: REACTOME: 

NCBI database of biological systems accessible on Reactome (https://reactome.org/); BioSystems: 

BIOCYC: NCBI database of biological systems BioCyc (http://biocyc.org/); PANTHER DB: Protein 

ANalysis THrough Evolutionary Relationships DataBase (http://www.pantherdb.org); 

BioSystems: KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (http://www.genome.jp/kegg/); 

Pathway ontology: database available at https://bioportal.bioontology.org/ontologies/PW. 

Pathway name Source a pValue

Nb of 

genes 

from 

input

Nb of genes 

in Annotation

Ensemble of genes encoding core extracellular matrix 

including ECM glycoproteins, collagens and proteoglycans MSigDB C2 BIOCARTA (v6.0) 9.564E-4 5 275

G-protein beta:gamma signalling BioSystems: REACTOME 8.980E-3 2 51

Ensemble of genes encoding extracellular matrix and 

extracellular matrix-associated proteins MSigDB C2 BIOCARTA (v6.0) 6.614E-3 8 1028

Defective CD320 causes methylmalonic aciduria BioSystems: REACTOME 5.615E-3 1 2

sulfate activation for sulfonation BioSystems: BIOCYC 5.615E-3 1 2

Sulfate assimilation PantherDB 5.615E-3 1 2

Sulfoglycolipids biosynthesis, ceramide/1-alkyl-2-

acylglycerol => sulfatide/seminolipid BioSystems: KEGG 5.615E-3 1 2

inositol metabolic Pathway Ontology 5.615E-3 1 2

African trypanosomiasis BioSystems: KEGG 4.310E-3 2 35

Phase II conjugation BioSystems: REACTOME 3.668E-3 3 111

propanoate metabolic Pathway Ontology 3.595E-2 1 13

TNFR2 non-canonical NF-kB pathway BioSystems: REACTOME 3.560E-2 2 106

Collagen degradation BioSystems: REACTOME 9.841E-3 3 41

DCC mediated attractive signaling BioSystems: REACTOME 9.752E-3 2 14

Breast cancer BioSystems: KEGG 9.665E-4 7 144

Cardiac conduction BioSystems: REACTOME 8.902E-4 7 142

POU5F1 (OCT4), SOX2, NANOG activate genes related to 

proliferation BioSystems: REACTOME 8.418E-3 2 13

Ensemble of genes encoding extracellular matrix and 

extracellular matrix-associated proteins MSigDB C2 BIOCARTA (v6.0) 7.403E-3 20 1028

Aldosterone-regulated sodium reabsorption BioSystems: KEGG 7.402E-3 3 37

NCAM1 (neural cell adhesion molecule) interactions BioSystems: REACTOME 7.402E-3 3 37

Trka Receptor Signaling Pathway (neuronal survival and 

differentiation) MSigDB C2 BIOCARTA (v6.0) 7.174E-3 2 12

insulin-like growth factor signaling Pathway Ontology 7.174E-3 2 12

Transcriptional regulation of pluripotent stem cells BioSystems: REACTOME 6.855E-3 3 36

Muscle contraction BioSystems: REACTOME 6.783E-3 7 204

Upregulated

Downregulated

https://reactome.org/
http://www.pantherdb.org/
http://www.genome.jp/kegg/
https://bioportal.bioontology.org/ontologies/PW
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Table 2: RT-qPCR validation of 18 genes differentially expressed on microarray in presence 

of LMO3-BORCS5 in A673 cells. 

Eighteen genes differentially expressed, as reflected by the fold change obtained from the 

microarray analysis, and highly linked to oncogenesis and associated to cancer pathways were 

validated by RT-qPCR. The expression of the genes in A673+LMO3-BORCS5 cells compared to 

A673 empty vector was determined by quantification-comparative 2-ΔΔCt method and normalized 

to GAPDH levels. All genes were differentially expressed and validated, except for ABCC3. 
a Gene function according to the human gene databases GeneCards (http://www.genecards.org/). 
b Ingenuity network/pathway in which the gene is included (www.ingenuity.com). 

  

Genes tested in qPCR

Fold 

change

qPCR 

result Function a References in litterature Network (Ingenuity) b

ABCC3 2,01 =
ATP-binding cassette (ABC) transporters. Involved in 

drug resistance

Zhao et. al, 2013

Cancer, Organismal injury and abnormalities, cell injury

ALK -3,129 ↘

Receptor tyrosine kinase, role in proliferation, 

growth, transformation, apoptosis. Important role in 

the genesis and differentiation of the nervous system

Yau et. al, 2015

Cancer, Organismal injury and abnormalities, cell injury
CUX2 -2,788 ↘ May be a transcription factor involved in neural Duan et. al, 2018 Cancer, Organismal injury and abnormalities, 

FGF1 -2,065 ↘

Acts as a modifier of endothelial cell migration and 

proliferation and as an angiogenic factor. Thought to 

be also involved in organogenesis

Li et. al, 2015 Endocrine system disorders, gastrointestinal disease, 

metabolic disease

FGF13 -5,872 ↘

Involved in embryonic development, cell growth, 

morphogenesis, tissue repair, tumor growth and 

invasion. Role in neuron polarization and migration in 

the cerebral cortex and hippocampus

Okada et. al, 2013 Endocrine system disorders, gastrointestinal disease, 

metabolic disease

FRK 2,202 ↗

Regulates growth, cell differentiation and innate 

immune response. Can have either pro- or anti-

oncogenic roles depending on cancer types

Goel et. al, 2016 Cancer, Organismal injury and abnormalities, cell injury

IGF2 -2,646 ↘

Insulin family of polypeptide growth factors,  

involved in development and growth. Controls 

muscle terminal differentiation.

Brouwer-Visser et. al, 

2015

Cellular compromise, neurological disease,  organismal 

injury and abnormalities

LZTS1 -2,181 ↘
Negative regulation of cell growth. Tumor suppressor Zhou et. al, 2015

Cancer, cell cycle, organismal injury and abnormalities

MMP10 -2,532 ↘
Breakdown of extracellular matrix in physiological 

and disease processes, such as metastasis

Justilien et. al, 2012 Cellular compromise, neurological disease,  organismal 

injury and abnormalities

MYOD1 -2,411 ↘
Myogenic bHLH transcription factor. Regulates 

muscle cell differentiation and muscle regeneration

Rekhi et. al, 2016

Cancer, Organismal injury and abnormalities, cell injury

NRP1 -2,206 ↘

Role in development of the cardiovascular system, 

angiogenesis and in organogenesis outside the 

nervous system

Chaudhary et. al, 2014

Cancer, cell cycle, organismal injury and abnormalities

NTRK1 -2,019 ↘
Regulation of proliferation, differentiation and 

survival of neurons

Vaishnavi et. al, 2013 Neurological diseases, organismal injury and 

abnormalities, cell death and survival

P21 -2,136 ↘ Promotes cell cycle arrest Parveen et. al, 2016 Cancer, cell cycle, organismal injury and abnormalities
PAX7 -3,163 ↘ Brain development. Regulates transcription, Barr et. al, 2001 Cancer, Organismal injury and abnormalities, cell injury

PRKCA -2,114 ↘
Roles in cell adhesion, transformation, cell cycle 

checkpoints and cell volume control

Bridge et. al, 2013 Cell-to-cell signaling, cellular assembly and organization, 

carbohydrate metabolism

RHOJ -2,752 ↘
May regulate angiogenesis and is involved in the 

regulation of fibroblasts cells morphology

Kim et. al, 2016 Endocrine system disorders, gastrointestinal disease, 

metabolic disease

SEMA3C -2,528 ↘
Axon guidance, migration and blood vessels 

remodeling

Man et. al, 2014 Endocrine system disorders, gastrointestinal disease, 

metabolic disease

WNT6 -2,035 ↘

Implicated in oncogenesis and in several 

developmental processes, including regulation of cell 

fate and patterning during embryogenesis

Zhang et. al, 2015 Endocrine system disorders, gastrointestinal disease, 

metabolic disease
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Figures 

 

 
Figure 1: Detection of LMO3-BORCS5 fusion transcript in a patient with EWS tumor samples 

at diagnosis and relapse and reconstitution of the different LMO3-BORCS5 variants at 

mRNA and protein levels. 

A. The presence of LMO3-BORCS5 was tested by RT-qPCR in the mRNA obtained from tumor 

samples at diagnosis and at relapse of a patient with EWS (a) and from 31 cancer cell lines of 

different origins (b). After mRNA extraction and reverse transcription (RT), the presence of LMO3-

BORCS5 was assessed by real time PCR (qPCR) followed by migration of the products on 2% 

agarose gel. The cycle threshold (Ct) values of LMO3-BORCS5 gene expression at diagnosis and at 

relapse is reported at the bottom of the figure. The expression of two variant transcripts named 

LMO3-BORCS5 v1 (v1) and LMO3-BORCS5 v2 (v2) was observed both in patient and cell lines. B. 

Sanger sequencing of LMO3-BORCS5 v1 and v2 and graphical reconstitution at mRNA and protein 

level according to LMO3 sequence (NM_001243610.1).  

C. Graphical reconstitution of LMO3-BORCS5 v1 and LMO3-BORCS5 v2 at protein level. The fusion 

is due to an interstitial deletion of 4.2 MB on chromosome 12 resulting in the disruption of the 

regulation domain of LMO3 (different regarding the variants) and disruption of BORCS5 in both 

variants. 
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Figure 2: Profiles of LMO3 and BORCS5 in cell lines of various cancer types. 

Expressions of LMO3 (A) and BORCS5 (B) genes in 31 cell lines analyzed by RT-qPCR. The results 

are expressed mean+SD of duplicates, as relative mRNA expression of LMO3 or BORCS5 according 

to GAPDH.  
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Figure 3: Effects of LMO3-BORCS5 on cell proliferation, cell cycle and tumorigenicity in 

A673 and NIH-3T3 cell lines.  

A673 (left) and NIH-3T3 (right) were stably transfected with the empty vector pcDNA3.1 or with 

pcDNA3.1 LMO3-BORCS5. Proliferation of A673 (A) or NIH-3T3 (B) cells using the IncuCyte™ 

video microscopy system was assessed. Doubling time of cells was calculated according to an 

exponential regression equation, given as: y = axebx, via the formula: t1/2 = ln(2)/b. Results are 

presented as mean ± SD in hours of three independent experiments. Cell cycle repartition in A673 

(C) or NIH-3T3 (D) cells obtained after DNA staining with propidium iodide-containing buffer 

followed by FACS analysis. The results are the mean of at least three independent experiments 

and represent the percentage of cells distributed in G0/G1, S and G2/M phases of the cell cycle. 

Tumor growth was monitored after inoculation of 10x106 A673 cells (E) or NIH-3T3 cells (F) in 

nude mice (n = 5/group). Results are presented as the tumor volume mean+SD in mm3 (n = 5) 

function of days. 
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Figure 4: Effects of LMO3-BORCS5 expression on the expression sensitivity to anti-cancer 

agents and of apoptosis-related genes. 

A. IC50 obtained after MTT assay of A673 stably transfected with pcDNA3.1 (A673+empty vector) 

or with pcDNA3.1 LMO3-BORCS5 (A673+LMO3-BORCS5) cells treated with vincristine (Vinc) and 

SN-38. B. Early and late apoptosis detection by flow cytometry in A673 stably transfected with 

A673+empty vector or with A673+LMO3-BORCS5 cells after treatment with Vinc or SN-38. The 

delta represents the difference between the percentage of cells in early or late apoptosis in cells 

treated with Vinc or SN-38 and the percentage of cells in early or late apoptosis in non-treated 

cells. C. Relative mRNA expressions of apoptosis-related genes BAX, MDM2, NOXA, TP53 and P21 

by RT-qPCR in A673 and NIH3T3 cells stably transfected with empty vector pcDNA3.1 or with 

pcDNA3.1 LMO3-BORCS5. * p < 0.05: by using Mann-Whitney test, a statistical difference was found 

for Vinc treatment between A673+empty vector and A673+LMO3-BORCS5 clones. 
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Figure 5: Impact of BORCS5 knockout on A673 cells in vitro and in vivo. 

A. Effects of BORCS5 disruption on A673 cell migration. Migration ability of the cells was assessed 

using scratch wound test to compare A673 WT and A673 KO BORCS5. Cells in monolayer were 

seeded in Matrigel™ (BD) then the monolayer was scratched using a 96-pin Wound Maker and 

wound confluence was monitored every 4 hours IncuCyte™. Images (x10) representative of one 

experiment, taken by the Incucyte ™ system of A673 WT or A673 KO BORCS5 cell migration after 

15h of incubation at 37 ºC and 5% CO2. Results are also presented as the mean time to completely 

close the wound per cell line of three independent experiments. B. IC50 obtained after MTT assay 

of A673 WT and A673 KO BORCS5 cells treated with vincristine, SN-38 and mafosfamide. C. Early 

and late apoptosis detection by flow cytometry in A673 WT and A673 KO BORCS5 cells after 

treatment with vincristine or SN-38. The delta represents the difference between the percentage 

of cells in early or late apoptosis in treated versus non-treated cells. D. 10x106 cells of A673 WT 

and A673 KO BORCS5 cells were injected subcutaneously in Nude mice in order to monitor tumor 

growth and test the influence of BORCS5 disruption on tumorigenicity (n=5/group). Results are 

presented as the tumor volume mean in mm3 of 5 mice per group function of days.  
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Supplementary figures 
 

 

Figure S1: LMO3 and BORCS5 alterations across cancer types. 

The different types of “mutations” affecting LMO3 (A) or BORCS5 (B) gene among 54510 samples 

analyzed included in 215 different studies, and alterations frequency in LMO3 (C) and BORCS5 (D) 

genes across cancer types. Results are presented as alterations frequency by cancer types. The 

proportion of mutations, fusions, amplifications, deep deletions and the presence of multiple 

alterations are represented in histograms per cancer type. Source: (http://www.cbioportal.org) 
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Figure S2: Validation of clones derived from A673 and NIH-3T3 cell lines stably transfected 

with empty vector, LMO3-BORCS5 v1 or LMO3-BORCS5 v2. A. Empty vector pcDNA3.1, 

pcDNA3.1 containing LMO3-BORCS5 v1 and pcDNA3.1 containing LMO3-BORCS5 v2 were stably 

transfected into A673 (human EWS cell line) or NIH-3T3 (non-tumorigenic mouse fibroblasts cell 

line). Verification of LMO3-BORCS5 presence in the clones was performed by RT-qPCR from total 

mRNA of each cell line followed by migration of the products on agarose gel. B. Doubling time of 

the different clones obtained after transfection of A673 cells with empty vector (clone 1 and 2), 

LMO3-BORCS5 v1 (clone 1 and 2) and LMO3-BORCS5 v2 (clone 1 and 2) cells was calculated 

according to an exponential regression equation, given as: y = axebx, via the formula: t1/2 = ln(2)/b. 

Results are presented as Mean ± SD in hours of at least two independent experiments. C. Cell cycle 

repartition was obtained after DNA staining with propidium iodide-containing buffer followed by 

FACS analysis. Results are presented as Mean ± SD in % of cells in each cell cycle phase of at least 

two independent experiments. * p > 0.05, ** p > 0.01; *** p > 0.001 compared to A673 empty vector 

C1. 
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Figure S3: Differential analysis of gene expression by microarray in A673 cells stably 

transfected with pcDNA3.1 LMO3-BORCS5 compared to A673 cells transfected with 

pcDNA3.1 empty vector.  

Each clone obtained after stable transfection with empty vector pcDNA3.1 or with pcDNA3.1 

LMO3-BORCS5 were tested (C1 and C2). For each clone, four independent total RNAs extractions 

were performed (number 1 to 4). Agilent® SurePrint G3 Human GE 8x60K Microarray were used 

and images were analyzed by using Feature Extraction software with defaults settings. The top-

ranked genes were selected with the following criteria: an absolute fold-change > 2 and an 

adjusted p-value (FDR) < 0.05. One sample (A673 empty vector C1 – 1) was discarded from the 

analysis due to bad quality. A. Heat map of the 295 genes differentially expressed in presence of 

LMO3-BORCS5 presented as normalized log2 intensities. B. Volcano plot of the retrieved 

microarray results, plotting the negative log10 of the adjusted P-value against the log2 of the fold 

change (FC). Green dots represent the significantly downregulated genes after stable transfection 

with pcDNA3.1 LMO3-BORCS5 and red dots are those upregulated. 
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Figure S4: Histology of tumors obtained after subcutaneous injection of A673 and NIH-3T3 

stably transfected with empty vector or LMO3-BORCS5.  

Tumorigenicity tests were performed by injecting subcutaneously 106 cells into Nude mice. 

Tumors were measured until reaching a size of 1000 m3. A. Comparison of HES images in tumors 

obtained from A673 empty vector or A673+LMO3-BORCS5 cell lines at x50 (a) or x400 (b) 

magnification. Histology revealed an increase of tumor infiltration in adipose (green arrows) and 

muscular (red arrows) tissues in presence of LMO3-BORCS5 in A673 cells (upper panel). An 

increase in the number of cells in mitosis was also observed in presence of the fusion (yellow 

arrows) in A673 cells (lower panel). B. HES of tumors obtained from NIH-3T3+LMO3-BORCS5 

x400 magnification showing cells in mitotic division (yellow arrows). 
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Figure S5. Comparison of the two clones obtained after KO of BORCS5 in A673 cells using 
CRIPR-Cas9 system. A. Western blot of BORCS5 protein in A673 KO BORCS5 clone 1 (C1) and 
A673 KO BORCS5 clone 2 (C2). B. Doubling time calculated according to an exponential regression 
equation, given as: y = axebx, via the formula: t1/2 = ln(2)/b. Results are presented as Mean ± SD 
in hours of at least two independent experiments. C. Cell cycle repartition after DNA staining with 
propidium iodide-containing buffer followed by FACS analysis. Results are presented as Mean ± 
SD in % of cells in each cell cycle phase of at least two independent experiments. 
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Figure S6: Knock-out of BORCS5 in A673 wild-type cells. 

BORCS5 gene was inactivated using the CRISPR/Cas9 system targeting the last exon which 

contains the functional domain. After insertion of the 2 guides into pLentiCRISPR V2 (Addgene) 

containing either GFP or CFP respectively, A673 cells were co-transfected with both plasmids. 

After 27h, GFP and CFP-positive cells were selected using FACSAria™ Fusion cell sorter and re-

seeded to allow single colony formation. After 10 days, genomic DNA was extracted from 

individual colonies. A. Deletion of the target sequence was tested by PCR which resulted in a 950 

bp smaller band in KO cells compared to WT cells. B. The KO was confirmed by Sanger sequencing 

which shows an insertion of one nucleotide on one allele (upper sequence) and a 957 bp deletion 

on the other allele (lower sequence) between two protospacer-adjacent motifs (PAM). C. Knock-

out of BORCS5 was further confirmed by Western Blot on the total protein extracts of A673 WT 

and A673 KO BORCS5 cells. By using an anti-BORCS5 antibody, no BORCS5 protein was detected 

in the KO cells.  
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Figure S7: Histological slides of tumors derived from A673 cells +/- BORCS5.  

Comparison of tumors obtained from A673 WT or A673 KO BORCS5 cell lines at x50 (A.) or x400 

(B.) magnification. Histology of tumors revealed a slight increase of tumor infiltration in muscular 

(red arrows) tissues in absence of BORCS5 in A673 cells (upper panel). No difference regarding 

the number of cells in mitosis was observed between A673 WT and A673 KO BORCS5 cells (yellow 

arrows; lower panel). 
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Supplementary tables 
 

 

Table S1: Cell lines used in the study with corresponding cancer types and culture medium.  

All the following cell lines were tested for LMO3-BORCS5 presence and for levels of expression of 

LMO3 WT and BORCS5 WT by RT-qPCR. RPMI = Roswell Park Memorial Institute medium; DMEM 

= Dulbecco's Modified Eagle's medium; ITCC = Innovative therapies for children with cancer; 

ATCC = American Type Culture Collection. 

 

  

Cell line Pathology Medium Cell line provenance

A673 Ewing sarcoma DMEM ITCC

ARO Anaplastic thyroid cancer RPMI ATCC

BHP 10-3 Papillary thyroid cancer DMEM ATCC

D283MED Medulloblastoma DMEM ITCC

DAOY Medulloblastoma DMEM ITCC

EW 7 Ewing sarcoma RPMI ITCC

GRU-1 Epitheloid sarcoma DMEM + 1% non-essential 

amino acids

ITCC

HOS Osteosarcoma DMEM ITCC

HOS 143B Osteosarcoma DMEM ITCC

HT29 Colon adenocarcinoma DMEM ATCC

IGR-N91 Neuroblastoma DMEM Gustave Roussy

IGR-NB8 Neuroblastoma DMEM Gustave Roussy

IMR32 Neuroblastoma RPMI ITCC

IOR-OS-18 Osteosarcoma DMEM ITCC

LAN1 Neuroblastoma RPMI ITCC

LAN5 Neuroblastoma RPMI ITCC

MG-63 Osteosarcoma DMEM ITCC

RD Embryonal rhabdomyosarcoma RPMI ITCC

RMS-1 Embryonal rhabdomyosarcoma RPMI ITCC

SAOS2 Osteosarcoma DMEM ITCC

SH-SY5Y Neuroblastoma RPMI ITCC

SJ-NB-6 Neuroblastoma DMEM ITCC

SJ-NB-8 Neuroblastoma DMEM ITCC

SK-N-BE Neuroblastoma DMEM ITCC

SK-N-MC Ewing sarcoma RPMI ITCC

STA-ET-1 Ewing sarcoma RPMI ITCC

TC71 Ewing sarcoma DMEM ITCC

TPC-1 Papillary thyroid cancer DMEM ATCC

U-2OS Osteosarcoma DMEM ITCC

VAESBJ Epitheloid sarcoma DMEM + 1% non-essential 

amino acids

ITCC

VCAP Prostate cancer DMEM ATCC
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Table S2: List of genes tested in RT-qPCR, sequences of primers used and corresponding 

manufacturer. 

Primers provided from AnyGenes (Paris, France) were received as included in a personalized 

Human qPCR SignArrays® qPCR plate, therefore the sequence is only known by the manufacturer. 

 

  

Genes Organism Forward (5'-3') Reverse (5'-3') Manufacturer

ABCC3 Human CACCAACTCAGTCAAACGTGC GCAAGACCATGAAAGCGACTC Eurofins Genomics

FGF1 Human ACACCGACGGGCTTTTATACG CCCATTCTTCTTGAGGCCAAC Eurofins Genomics

IGF2 Human GTGGCATCGTTGAGGAGTG CACGTCCCTCTCGGACTTG Eurofins Genomics

PAX7 Human TCCAAGATTCTTTGCCGCTAC GGTCACAGTGCCCATCCTTC Eurofins Genomics

PRKCA Human TGGACTTATCCATCAAGGGATGA AGTGTGATCCATTCCGCAGAG Eurofins Genomics

WNT6 Human GGTGCGAGAGTGCCAGTTC CGTCTCCCGAATGTCCTGTT Eurofins Genomics

BAX Human CCGAGAGGTCTTTTTCCG GCCTTGAGCACCAGTTTG Eurofins Genomics

Bax Mouse GGAGCAGCTTGGGAGCG AAAAGGCCCCTGTCTTCATGA Eurofins Genomics

NOXA Human CAGAGCTGGAAGTCGAGTGT AGGAGTCCCCTCATGCAAGT Eurofins Genomics

Noxa Mouse GGATTGTGATGTGATGAGAG CCCCGTCTATTATTCTTGAC Eurofins Genomics

P21 Human GCCCGCTCTACATCTTCTG AATGCCCAGCACTCTTAGG Eurofins Genomics

p21 Mouse GTGGCCTTGTCGCTGTCTTG CCCACGCCTATGGAATGGCT Eurofins Genomics

P53 Human CCTCCTCAGCATCTTATCCG CAAACACGCACCTCAAAGC Eurofins Genomics

p53 Mouse CAGCCAAGTCTGTTATGTGC CGAAAAGTCTGCCTGTCTTC Eurofins Genomics

GAPDH Human / mouse ATCCCATCACCATCTTCCAG CCATCACGCCACAGTTTCC Eurofins Genomics

ALK Human n.a n.a AnyGenes

CUX2 Human n.a n.a AnyGenes

FGF13 Human n.a n.a AnyGenes

FRK Human n.a n.a AnyGenes

LZTS1 Human n.a n.a AnyGenes

MMP10 Human n.a n.a AnyGenes

NRP1 Human n.a n.a AnyGenes

NTRK1 Human n.a n.a AnyGenes

RHOJ Human n.a n.a AnyGenes

SEMA3C Human n.a n.a AnyGenes
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Table S3: Fusions involving LMO3 or BORCS5 genes with clinical characteristics of the 

corresponding patients. 

Fusions detected in patients and involving LMO3 of BORCS5 genes, the corresponding study, 

cancer type, sex of the patient, age of the patient, tumor stage, primary tumor site and TP53 status 

were obtained from http://www.cbioportal.org.  

TCGA = The Cancer Genome Atlas; MSKCC = Memorial Sloan Kettering Cancer Center; MSK-

IMPACT = Memorial Sloan Kettering Integrated Mutation Profiling of Actionable Cancer Targets; 

NOS = Not Otherwise Specified; WT = Wild-Type; amp = amplification 
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C. Résultats complémentaires : interaction entre EWS-FLI et LMO3-BORCS5 
 

1. Matériel et méthodes 

Les cellules A673 exprimant stablement LMO3-BORCS5 v1 ont été transfectées par des petits ARNs 

interférents (siRNA) afin d’évaluer l’effet respectif de l’inhibition de EWS-FLI1 et de LMO3-BORCS5 

sur i) l’expression de EWS-FLI1 et ii) l’expression de LMO3-BORCS5 et ainsi déterminer 

l’interaction entre ces deux oncogènes de fusion. 

Les cellules A673 précédemment décrites, issues de sarcome d’Ewing et stablement transfectées 

avec LMO3-BORCS5 v1 ont été ensemencées à une concentration de 250000 cellules/puits dans 

des plaques six puits contenant le milieu DMEM supplémenté avec du sérum de veau fœtal 10%, 

de la pénicilline (100U/mL) et streptomycine (10µg/mL). Vingt-quatre heures plus tard, le milieu 

des cellules a été remplacé par 2mL de milieu OPTI-MEM (Life Technologies). La transfection a 

été réalisée en utilisant de la Lipofectamine 2000TM selon les recommandations du fabriquant. 

Brièvement, dans du milieu OPTI-MEM seul (NT), le siRNA contrôle ne ciblant aucun gène, le 

siRNA dirigé contre EWS-FLI1 ou le siRNA dirigé contre LMO3-BORCS5 v1 (appelé ici LMO3-

BORCS5) sont mélangés à 7,5µl de Lipofectamine 2000TM (1µG/mL) puis ajoutés aux cellules dans 

l’OPTI-MEM à une concentration finale de siRNA de 50nM/puits, et suivi d’une incubation à 37°C 

dans une atmosphère à 5% de CO2 pendant 4h. A la fin de l’incubation, le milieu est aspiré et 

remplacé par du milieu DMEM complet. 

Après 48h d’incubation à 37°C dans une atmosphère à 5% de CO2, les cellules sont collectées et 

recueillies dans 350µl de tampon d’extraction d’ARN.  

Chaque condition est effectuée en duplicat et l’expérience a été répétée trois fois 

indépendamment. Les séquences des siRNA utilisées sont répertoriées dans le tableau suivant : 

 

siRNA Séquence (5‘  3‘) 

siRNA EWS-FLI1 AGCAGAACCCUUCUUAUGA[dT][dT] 

siRNA LMO3-BORCS5 ACUAUCUGAGGGCUAUUGA[dT][dT] 

 

 

A partir des lysats cellulaires obtenus, les ARNs sont ensuite extraits puis convertis en ADNc et 

analysés par qPCR comme précédemment décrit dans la partie Chapitre II, Résultats II-B. 

 

2. Résultats 
 
Après analyse par RT-qPCR, nous avons pu observer que les deux siRNA utilisés dirigés 

respectivement contre EWS-FLI1 et LMO3-BORCS5 étaient spécifiques (Figure 1). Nous avons 
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également pu observer que l’inhibition de LMO3-BORCS5 n’avait aucun impact sur l’expression de 

EWS-FLI1 (Figure 1A). En revanche, l’inhibition de EWS-FLI1 a conduit à une augmentation 

significative de l’expression de LMO3-BORCS5 (Figure 1B).  

Cependant, il est à noter que nous n’avons pas pu vérifier ce résultat au niveau protéique par 

Western Blot dû à l’absence d’anticorps pouvant reconnaître spécifiquement la fusion LMO3-

BORCS5. 

 

 

 
Evaluation de l’interaction entre LMO3-BORCS5 v1 et EWS-FLI1. Inhibition de l’expression 

des gènes EWS-FLI1 ou LMO3-BORCS5 v1 (LMO3-BORCS5) dans les cellules A673 exprimant 

stablement LMO3-BORCS5 v1 par ARNs interférants (siRNA) et mesure de l’effet sur l’expression 

des gènes par RT-qPCR, L’expression a été determinée par RT-qPCR, en utilisant la méthode de 

quantification comparative du 2-ΔΔCt et après normalisation sur les niveaux d’expression de la 

GAPDH. Les résultats sont représentés par le niveau relatif d’ARNm de trois expériences 

indépendantes. 

 
De manière étonnante, EWS-FLI1 semble agir comme un inhibiteur de l’expression de LMO3-

BORCS5, bien que les deux aient des fonctions oncogéniques. Comme évoqué précédemment, bien 

que EWS-FLI1 soit l’altération à l’origine du développement et de l’apparition du sarcome d’Ewing, 

nous émettons l’hypothèse que LMO3-BORCS5 pourrait être une deuxième altération oncogénique, 

dont le mode d’action moléculaire ne passe pas par une interaction avec EWS-FLI1, et permettant 

le maintien de la croissance tumorale et l’acquisition de résistances aux traitements 

conventionnels. 
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Dans un cadre plus général, et en se basant sur l’ensemble de nos résultats montrant que LMO3-

BORCS5 augmente la prolifération, la résistance aux molécules antinéoplasiques et la 

tumorigénicité en présence ou en absence de EWS/FLI-1, il serait intéressant dans le futur 

d’évaluer l’impact de l’inhibition simultanée de ces deux oncogènes de fusion (EWS-FLI1 et LMO3-

BORCS5) dans la progression tumorale. 
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DISCUSSION GENERALE 
 

 

La découverte de gènes de fusion est d'un grand intérêt. Leur utilisation en clinique comme cibles 

thérapeutiques et comme biomarqueurs a été démontrée avec les exemples connus de BCR-ABL 

ou EWS-FLI1. L’étude des gènes des fusions participe également à l’amélioration de la 

compréhension des mécanismes biologiques menant au développement du cancer. Leur détection 

après séquençage de l'ARNm représente le premier pas vers leur découverte et il est donc 

essentiel de disposer d'outils fiables pour analyser les fusions, permettant de distinguer les 

événements réels des faux positifs, mais aussi les fusions responsables de l’oncogenicité de celles 

plus secondaires. Dans le but de découvrir de nouveaux transcrits de fusion oncogéniques, nous 

avons réalisé une étude rétrospective dans une cohorte de patients atteints de cancers 

pédiatriques solides, résistants ou en rechute inclus dans l'étude clinique MOSCATO-01 menée à 

Gustave Roussy (181). 

La pipeline bioinformatique ChimComp développée au laboratoire a été créée pour détecter de 

manière fiable les transcrits de fusion dans une cohorte unique, en combinant trois outils 

bioinformatiques de détection de fusion. Après analyse, nous nous sommes principalement 

concentrés sur les candidats de fusion les plus « confiants », c’est à dire détectés par les trois outils 

simultanément. Ce groupe comprenait 118/1374 transcrits de fusion (8,6%). Afin de les classer 

selon leur oncogénicité, ces transcrits ont été analysés par le logiciel OncoFuse qui permet 

l’attribution d’un score oncogénique (oncoscore) selon la fonction connue des gènes et la 

littérature . Remarquablement, 100% des candidats sélectionnés avec des oncoscores élevés et 

intermédiaires ont été validés par RT-qPCR, alors que 19% des transcrits de fusion sélectionnés 

ayant un faible ou pas d'oncoscore ne l’ont pas été. Néanmoins, il est important de garder à l’esprit 

que la sélection de ces fusions pour la validation a été principalement motivée par des intérêts 

biologiques et il est très probable que d'autres fusions soient biologiquement existantes et 

validées, représentant des événements constitutifs, des réarrangements non-oncogéniques ou des 

fusions impliquant des gènes dont la fonction n'a pas encore été explorée. Cependant, le but de 

notre étude était de mettre en évidence des fusions pouvant représenter des cibles thérapeutiques 

qui pourraient être pertinentes pour la médecine personnalisée et contribuer à mieux 

comprendre les voies oncogéniques impliquées dans les cancers pédiatriques. Ce point souligne 

l'importance de connaître avec précision les questions scientifiques abordées et les objectifs d'une 

recherche de nouveaux transcrits de fusion. 

 

Nous avons observé une tendance vers une validation préférentielle des fusions avec un haut 

oncoscore plutôt qu'avec un nombre de reads élevé. Cette observation est en ligne avec des 
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preuves émergentes que l’existence biologique d’un transcrit de fusion ne peut pas uniquement 

reposer sur le nombre de reads, ce nombre étant dépendant des paramètres d’alignement et de 

profondeur de séquençage (182,183)(183). L'utilisation de logiciels prédictifs tels que OncoFuse 

peut être bénéfique pour aider à sélectionner des fusions probablement intéressantes, mais seuls 

des tests fonctionnels valideront véritablement le potentiel oncogénique. De plus, nous avons pu 

noter certaines limites d'Oncofuse: i) l’incapacité à attribuer un score pour la majorité des 

transcrits de fusion (66%), ii) les variations de valeurs d'oncoscore en fonction de l'orientation 

des deux gènes dans la fusion et iii) la sous-évaluation des gènes suppresseurs de tumeurs. 

Le séquençage de l'ARN et l'analyse bioinformatique complète des patients pédiatriques à la 

rechute inclus dans l'essai clinique MOSCATO-01 ont révélé des centaines de fusions au total. 

Aucune corrélation significative entre le nombre de fusions et de points de cassures génomiques 

n’a été trouvée, soutenant l'hypothèse que les fusions observées pourraient être principalement 

dues à des événements « équilibrés » (translocations réciproques par exemple) ou non-

génomiques (au niveau transcriptionnel) (12,184). Ces études ont décrit une corrélation négative 

entre les fusions et les mutations, ce qui n'a pas été observé dans notre cohorte. Ces observations 

pourraient en partie s'expliquer par le statut particulier de notre cohorte, incluant des patients 

prétraités ayant acquis une succession d'événements génomiques et donc ayant des génomes plus 

chaotiques comparativement au diagnostic. De plus, à de tels stades tumoraux, la diversité clonale 

et l'hétérogénéité intratumorale sont plus élevées, ce qui peut biaiser l'analyse. (185).  

Dans notre étude, plus d'un tiers des transcrits de fusion appartenant au groupe de « confiance » 

étaient prédits en phase de lecture, ce qui pourrait donner lieu à des protéines avec des fonctions 

oncogéniques nouvelles ou augmentées. La plupart de ces fusions présentent un faible oncoscore, 

néanmoins la fonction de nouvelles oncoprotéines chimères doit toujours être investiguée lors 

des études fonctionnelles. Des oncogènes et gènes suppresseurs de tumeurs ont été fréquemment 

retrouvés dans notre analyse. Une proportion considérable de transcrits de fusion contenant des 

gènes suppresseurs de tumeurs a été détectée, reflétant leur importance dans les cancers 

pédiatriques. En effet, il est estimé qu'environ 10% des cancers pédiatriques sont causés par des 

événements génétiques héréditaires, principalement l'inactivation de gènes suppresseurs de 

tumeurs (31,186). De manière générale, la contribution des fusions conduisant à l'inactivation des 

gènes suppresseurs de tumeurs pourrait être sous-estimée puisque la plupart des études se 

concentrent sur les fusions impliquant des oncogènes, plus facilement ciblables en thérapie. 

Les fusions contenant des tyrosine-kinases ont été détectées à une faible incidence et 

majoritairement chez des patients atteints de tumeurs cérébrales. Alors que pour certains sous-

groupes moléculaires de gliomes de haut grade, les aberrations génétiques affectant les 

récepteurs tyrosine kinases ont été bien définies, celles-ci n’ont pas été retrouvées lors de la 

caractérisation moléculaire des médulloblastomes (187). En ce qui concerne les épendymomes, 
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la surexpression d’EGFR est fréquente et des fusions impliquant l'EGFR ont été rapportées (188). 

Cependant, étant donné leur potentiel thérapeutique élevé, les fusions contenant des tyrosines 

kinases dans notre analyse ont été testées par RT-PCR suivi d’un séquençage de Sanger pour 

confirmer les points de jonction. Tous les transcrits ont été validés, mais seul CCM2L-HCK 

conserve le cadre de lecture. Ce transcrit a été retrouvé chez un patient atteint de 

médulloblastome, ne présentant pas d’altérations de TP53 et des gènes des voies WNT et SHH au 

niveau tumoral. HCK appartient à la famille des protéines tyrosine kinases de type SRC et est 

capable d'augmenter la prolifération et la survie cellulaire notamment en s'associant à des 

récepteurs tyrosine kinases tels que EGFR, FGFR et PDGFR (189). La protéine HCK elle-même 

pourrait être directement ciblée par des inhibiteurs de kinases tels que le dasatinib, le bosutinib 

et le saracatinib. Le transcrit JAK2-PTPRD a été identifié chez un patient présentant un 

épendymome mais conduit à une perte du domaine tyrosine kinase C-terminal de JAK2. 

Cependant, le transcrit conduit également à un changement du cadre de lecture de PTPRD, un gène 

dont le rôle en tant que suppresseur de tumeur a été reporté dans de nombreuses tumeurs, y 

compris le neuroblastome et le glioblastome. (190,191). Notre étude souligne à nouveau la faible 

implication des tyrosine-kinases dans les tumeurs pédiatriques. 

 

En parallèle, nous avons extrait les fusions du groupe « de confiance » pouvant potentiellement 

être pertinentes sur le plan thérapeutique. Un tiers des patients analysés présentaient un transcrit 

de fusion avec potentiel d’association à une drogue connue ou impliqué dans la résistance aux 

agents antinéoplasiques. La présence de ces fusions au moment du diagnostic ou leur évolution 

au cours du temps et des traitements n'ont pas été étudiées, mais elles pourraient avoir un impact 

notable sur la progression de la maladie. De plus, les données appuyant les effets potentiels des 

fusions sont souvent précliniques et résultent de l'analyse d'autres tumeurs souvent «adultes» 

comme c’est le cas par exemple pour 2 transcrits impliquant le gène MYB confirmés chez 2 

patients différents (MYO16-IRS2 et MYB-AHI1). MYB a déjà été décrit dans la leucémie aiguë 

lymphoblastique et le cancer du sein (184,192) et son amplification a été associée in vitro à une 

sensibilité à l’inhibition d’IGF1R (193). Cependant l’inhibition d’IGF1R n’a pas pu être testée chez 

les patients correspondant en l’absence de drogue disponible.  

En résumé, nous avons identifié très peu de fusions pouvant être associées directement à une 

molécule thérapeutique. Cette observation a également été faite par Gao et. al, où parmi les fusions 

provenant de plus de 9000 échantillons (33 types de cancers différents), seules 6% ont été 

identifiées comme ciblables par un agent thérapeutique existant (130). Le but ultime serait la 

génération d'agents spécifiques à chaque fusion. Ainsi, de nouvelles technologies émergent afin 

de cibler directement la jonction oncogénique, comme l'utilisation de petits ARNs interférents 

(siRNA). Ces siRNA permettent l'inhibition de gènes au niveau de l'ARNm, empêchant leur 



188 

 

traduction. Ce type de stratégie offre la possibilité de cibler spécifiquement les transcrits de fusion 

grâce à leur séquence de jonction unique, seulement exprimée dans les cellules tumorales, sans 

affecter l’expression d’autres gènes. Notre équipe a précédemment montré que l'inhibition des 

fusions responsables de la progression tumorale du cancer de la thyroïde (RET/PTC) ou de la 

prostate (TMPRSS2-ERG) par l'injection de siRNA vectorisés in vivo entraîne une diminution de la 

croissance tumorale (194–196). Dans le cadre de la fusion LMO3-BORCS5, son utilisation comme 

cible thérapeutique pourrait être envisageable au regard de nos résultats. Etant donné qu’aucun 

inhibiteur de LMO3 n’existe, les siRNA vectorisés pourraient être l’une des solutions afin de cibler 

cet oncogène. Etant donné l’expression et le rôle oncogénique de LMO3 dans les neuroblastomes, 

l’adénocarcinome pancréatique, il serait également intéressant de tester l’impact de certaines 

molécules antinéoplasiques utilisées dans le traitement de ces pathologies. 

 

Dans la première partie de mon projet de thèse, nous avons donc établi une pipeline robuste 

appelée ChimComp pour détecter les transcrits de fusion chez les patients atteints de cancer, avec 

une fiabilité de 90,5% et proche de 100% lorsque des fusions avec un faible oncoscore sont 

écartées. Les raisons possibles de la non-validation de certains événements peuvent inclure des 

erreurs d'alignement, montrant que l'utilisation de plusieurs outils bioinformatiques simultanés 

(technique de « meta-caller ») ne permet pas d'atteindre une analyse parfaitement fiable. Un outil 

de visualisation de l’alignement des fusions semble être l'une des solutions pour appuyer 

l'existence réelle d'une fusion in silico. Notre méthode de détection de fusions a également atteint 

ses limites car i) les résultats doivent être comparés au tissu sain respectif de chaque patient et ii) 

les changements dans les cadres de lecture ne peuvent pas être prédits de manière fiable au niveau 

bioinformatique. Dans notre cohorte de patients, nous avons identifié plusieurs fusions pouvant 

potentiellement être des cibles thérapeutiques directes ou indirectes. La connaissance des 

différents effecteurs des voies des gènes impliqués dans ces fusions et la validation par des tests 

fonctionnels peuvent fournir de nouvelles options thérapeutiques pour les patients.  

Dans le cas des tumeurs pédiatriques, la disponibilité des médicaments et l'effort de recherche 

principalement sur les tumeurs adultes peuvent limiter le traitement d'un patient au regard de 

son profil de gènes de fusion. Par conséquent, des essais cliniques basés sur la génomique tels que 

MOSCATO-01 (NCT01566019), couplés avec des tests fonctionnels en laboratoire sont 

nécessaires chez les patients pédiatriques et c'est ce qui est actuellement fait dans notre institut. 

Avec l'ouverture de MAPPYACTS (NCT02813135), un essai clinique multicentrique et 

international incluant seulement des enfants et des jeunes adultes en rechute, la méthode de 

détection développée pour identifier les fusions sera d'une grande aide. Nous espérons que 

l'élargissement de la cohorte améliorera notre étude préliminaire en augmentant notre base de 

données de fusions et permettra la détection d'événements récurrents responsables de la 
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progression tumorale et de la résistance dans les cancers pédiatriques. Etant donné que le cancer 

est une maladie très complexe et hétérogène, nous espérons qu'à l'avenir combiner la détection 

de la fusion avec la détection de variations du nombre de copies, le séquençage de l'exome entier 

(WES) et le séquençage du génome entier (WGS) permettra d'obtenir le profil moléculaire 

complet patient et par conséquent déterminer le traitement le plus approprié.  

Parmi le groupe fusions « de confiance élevée », le transcrit de fusion LMO3-BORCS5 a 

particulièrement retenu notre intérêt. Cette fusion a été détectée sous deux isoformes (LMO3-

BORCS5 v1 et v2), chez un patient atteint de sarcome d'Ewing, âgé de 20 ans et ayant rechuté après 

plusieurs traitements de chimiothérapie et de radiothérapie. Le transcrit EWS-FLI1, 

caractéristique du sarcome d'Ewing a également été détecté au niveau tumoral (85) tout comme 

des délétions des gènes CDKN2A (P16) et CDKN2B (P15), impliqués dans la régulation du cycle 

cellulaire (197,198). En particulier, CDKN2B est connu pour promouvoir la stabilité de P53, qui 

contrairement à d’autres tumeurs, est rarement altéré chez les patients atteints de sarcome 

d'Ewing (~10%) (199). 

Le variant 1 du transcrit de fusion LMO3-BORCS5 a également été détecté au diagnostic chez le 

même patient, mais avec un niveau d'expression beaucoup plus faible suggérant que le transcrit 

de fusion i) n'est pas le résultat de réarrangements causés par la radiothérapie reçue par le patient 

et ii) était probablement exprimé dans un clone minoritaire, sélectionné au cours du temps et des 

traitements. En effet, il est connu que les cellules cancéreuses accumulent plusieurs modifications 

génétiques (y compris des fusions) dont la plupart sont des événements passagers. La sélection 

des clones conduisant à la transformation maligne dépend de multiples combinaisons 

d'événements oncogéniques (101). Au cours du processus d'évolution clonale de la tumeur, ces 

évènements oncogéniques confèrent un avantage de sélection aux sous-clones résistants. Dans 

notre cas, il est possible que EWS-FLI1 soit présent dans la cellule à l’origine de la tumeur initiale 

et donc exprimé dans tous les clones, mais que LMO3-BORCS5 soit l'une des altérations 

complémentaires présente dans un sous-clone particulier, devenu dominant au cours des 

traitements par sa capacité de résistance. 

Parallèlement, la présence du transcrit LMO3-BORCS5 a été évaluée sur l'ARN de 31 lignées 

cellulaires différentes disponibles au laboratoire. 41% des lignées testées étaient positives pour 

le variant 1 et/ou le variant 2 de LMO3-BORCS5. Bien que la plupart des lignées cellulaires testées 

proviennent de cancers pédiatriques, les lignées positives présentent des origines histologiques 

diverses. Cependant, des informations sur la plupart de ces lignées cellulaires restent inconnues, 

notamment en ce qui concerne les traitements reçus et le stade d'évolution tumorale à partir 

duquel elles ont été établies, empêchant ainsi d’associer le statut de LMO3-BORCS5 à un 

quelconque paramètre. Le niveau d'expression de LMO3-BORCS5 dans ces lignées cellulaires était 

relativement faible en RT-qPCR, comme décrit précédemment dans la littérature pour la majorité 
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des nouvelles fusions découvertes (200). Ceci pourrait suggérer que LMO3-BORCS5 est 

potentiellement présent à une plus forte incidence dans les différents tissus tumoraux et conférer 

un avantage à la résistance au traitement ou bien qu’il est faiblement exprimé dans des tissus sains 

et surexprimé au cours du processus de transformation. L'expression accrue de fusions 

constitutives apparemment «saines» au cours du développement tumoral du tissu associé a 

d’ailleurs déjà été décrite, comme JAZF1-JJAZ1 dans l'endomètre ou SLC45A3-ELK4 dans la 

prostate (128). L'évaluation de la présence d’un transcrit de fusion détecté dans la tumeur d’un 

patient, dans les tissus sains correspondants pourrait donc s’avérer d'une grande importance et 

fournir plus d’informations sur la biologie des fusions. L'expression faible de LMO3-BORCS5 dans 

les lignées suggère également qu'une seconde altération inconnue pourrait être nécessaire pour 

l'expansion des cellules exprimant LMO3-BORCS5 comme rapporté pour plusieurs autres fusions 

(201,202). 

 

L’analyse du statut d’expression de LMO3 et BORCS5 « sauvages » a montré que LMO3 était 

majoritairement exprimé dans les lignées de neuroblastome et de sarcome d’Ewing, un résultat 

concordant puisque LMO3 est uniquement exprimé au niveau cérébral et que ces deux pathologies 

sont supposées provenir de précurseurs embryonnaires de la crête neurale ou 

neuroectodermique (202,203). Les lignées ayant le plus haut taux d’expression de BORCS5 étaient 

issues de tumeurs osseuses (sarcome d’Ewing, ostéosarcome) et de médulloblastome. De ce fait, 

ces résultats renforcent l’idée que le sarcome d’Ewing ainsi que les tumeurs dérivées de 

précurseurs neurologiques ou osseux semblent être les pathologies dans lesquelles LMO3 et 

BORCS5 ont un rôle majeur, cependant d’autres études sont nécessaires. 

LMO3 et BORCS5 sont altérés au niveau génomique dans 1,5% des cas de cancer (source : 

www.cbioportal.org). Parmi ces altérations, les fusions représentent le troisième et le deuxième 

type d'altération des gènes LMO3 et BORCS5 respectivement. Bien que ce pourcentage soit faible, 

il est nécessaire de considérer que ces études regroupent des cas de cancer extrêmement 

différents, adultes et pédiatriques, et que la plupart des études n'analysent pas la présence de 

gènes de fusion. La quasi-totalité des fusions contenant LMO3 (80%) sont également 

accompagnées d’une amplification de ce gène, et présentent des partenaires de fusion impliqués 

dans des voies de signalisation liées au cancer, renforçant le statut oncogénique de LMO3 (143). 

De plus et de manière intéressante, 100% des patients présentant une fusion avec LMO3 

présentent également une délétion de TP53, dont la protéine est directement régulée par LMO3 

(149), et dont la voie de signalisation est également altérée dans la tumeur du patient inclus dans 

notre étude et exprimant LMO3-BORCS5. Un lien pourrait donc exister entre la voie P53 et LMO3-

BORCS5. 
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L'analyse des séquences des deux isoformes du transcrit LMO3-BORCS5 a montré différents points 

de jonction au niveau de LMO3, conduisant après traduction à une perte du domaine LIM2 et à une 

conservation totale (variant 1) ou à une perte de 24 acides aminés (variant 2) du domaine LIM1. 

De manière intéressante, la perte de domaines d'interaction protéiques dans des fusions est 

considérée comme un signe d'oncogénicité (204,205). Concernant BORCS5, le point de jonction 

est systématiquement le même entre les deux variants, situé avant l'exon 3 et provoque un 

décalage du cadre entraînant une rupture complète de BORCS5 au niveau protéique, et la 

formation de 43 nouveaux acides aminés à la place. Plusieurs études ont rapporté l'existence de 

différents isoformes pour le même transcrit de fusion, mais leurs rôles respectifs distincts sont 

rarement évalués (206–208).  

 

La compréhension des transcrits de fusion pour le développement de nouvelles thérapies est 

associée à la nécessité d’études de séquençage à grande échelle, à de nouvelles méthodes de 

détection efficaces in silico, combinées avec des études fonctionnelles (209,210). Pour cela, le 

deuxième objectif de mon projet doctoral était d'étudier le rôle de LMO3-BORCS5 sur la 

tumorigénicité, incluant les différences entre les deux isoformes (v1 et v2), et l'impact de la perte 

de BORCS5 sur la tumorigénicité. LMO3-BORCS5 v2 n'a eu aucun effet sur la prolifération et le 

cycle cellulaire dans les lignées cellulaires A673 et NIH-3T3. En revanche, l'introduction de LMO3-

BORCS5 v1 (simplement appelé "LMO3-BORCS5" au cours de l'étude) dans ces mêmes lignées a 

conduit à une augmentation de la prolifération in vitro et à une augmentation (A673) ou induction 

(NIH-3T3) de la croissance tumorale et de l'invasion cellulaire in vivo. 

Les effets de LMO3-BORCS5 sur l'apoptose ont appuyé l’idée de l'existence d'un lien entre la voie 

TP53 et LMO3-BORCS5. Ainsi, en présence de LMO3-BORCS5 dans les cellules cancéreuses A673, 

l'expression des gènes liés à l'apoptose est inhibée et une diminution de la sensibilité à la 

vincristine et au SN- 38 (métabolite actif de la campthotécine) est observée. Il convient de noter 

que la vincristine est l’une des molécules principales utilisée pour le traitement initial du sarcome 

d'Ewing et reçue par le patient exprimant LMO3-BORCS5. Ces résultats soulignent l'hypothèse 

antérieure de l'existence probable d'un clone minoritaire exprimant LMO3-BORCS5 ayant résisté 

aux thérapies reçues et devenu le clone majoritaire à la rechute et mettent en avant le rôle critique 

de ce transcrit de fusion dans la résistance aux traitements, un aspect de l’impact des gènes de 

fusion rarement étudié et nécessitant plus d'investigations. 

Les conséquences de l'introduction de LMO3-BORCS5 sur le profil d’expression génique des 

cellules A673 ont également été évaluées par des analyses de microarray. La grande majorité des 

gènes différentiellement exprimés en présence de LMO3-BORCS5 étaient inhibés. Parmi ceux-ci, la 

plupart étaient impliqués dans la différenciation cellulaire. Le processus de dédifférenciation est 

considéré comme l'une des caractéristiques principales des cellules cancéreuses, qui sont 
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bloquées aux premiers stades de la différenciation, ce qui entraîne un état de prolifération 

excessive (211). Les gènes surexprimés en présence de LMO3-BORCS5 étaient liés aux processus 

métaboliques et à la prolifération, en accord avec les résultats obtenus in vitro. Notamment, la 

kinase FRK est un des gènes dont l’expression était considérablement augmentée en présence de 

LMO3-BORCS5, ce qui a été validé par RT-qPCR. Cette tyrosine kinase conduit à une activation de 

la voie STAT3 et à l'inhibition de P53 et à des effets pro-tumorigènes dans certaines leucémies, 

ainsi que dans le carcinome hépatique et du pancréas. De plus, la FRK est surexprimée dans les 

cas de sarcomes (212). Cette protéine pourrait de ce fait représenter une cible potentielle 

indirecte dans les cellules exprimant LMO3-BORCS5. 

Afin de comprendre l'impact du décalage du cadre de lecture de BORCS5 après formation de la 

fusion LMO3-BORCS5, et plus généralement du rôle de BORCS5 sur la tumorigénicité, nous l’avons 

inactivé dans les cellules A673 en utilisant le système CRISPR/Cas9. La perte de BORCS5 a conduit 

à une diminution de la capacité de migration des cellules, comme décrit précédemment par Pu et. 

al, (174), et de la résistance aux traitements in vitro. Cependant, in vivo, une augmentation de la 

croissance tumorale et de la capacité d’invasion ont été observées. Ces derniers résultats 

suggèrent un rôle suppresseur de tumeur de BORCS5, compatible avec la perte observée dans la 

formation de la fusion LMO3-BORCS5, mais cependant ceci pourrait dépendre du type tumoral et 

du microenvironnement. 

 

En conclusion à cette partie de l’étude, nous avons découvert un nouveau transcrit de fusion, 

LMO3-BORCS5 jamais précédemment décrit et présent sous deux isoformes. La forme la plus 

longue de ce transcrit s'est avérée avoir un fort pouvoir oncogénique, agissant sur la prolifération 

cellulaire in vitro et in vivo et provoquant la transformation d'une lignée cellulaire non-

tumorigène. Cette activité oncogénique semble être principalement due à une régulation négative 

des voies de différenciation, en adéquation avec le rôle des protéines LMO. En effet, la fusion 

LMO3-BORCS5 conduit, après traduction, à une perte du domaine LIM2 de LMO3. Ce domaine 

s'avère important pour la fixation à d’autres protéines régulatrices, comme c’est le cas pour CIB, 

qui entraîne une relocalisation de LMO3 et une inhibition de la prolifération (148). De plus, Terano 

et. al ont montré que la mutation du domaine LIM2 de LMO2 entraîne l'inhibition de 

l'érythropoïèse dans les progéniteurs foetaux in vivo, en empêchant la liaison de LMO2 à GATA, 

soulignant ainsi l'importance de la préservation LIM2 pour la différenciation cellulaire (159). 

Etant donné que ce domaine LIM2 est perdu dans la fusion, cela pourrait expliquer les effets 

oncogéniques de LMO3-BORCS5 et le profil génétique de dédifférenciation observé.  

Plusieurs études ont précédemment rapporté que la préservation du cadre de lecture dans les 

fusions devaient être considérée comme un facteur déterminant pour l’oncogénicité (213,214), 

cependant nous montrons dans cette étude qu'une fusion dont le cadre de lecture n’est pas 
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conservé, peut avoir des propriétés fortement oncogéniques. Ici, la disruption de BORCS5 après 

la formation de LMO3-BORCS5 peut avoir deux rôles: i) la perte de BORCS5 sur un allèle pourrait 

servir de second « hit » pour la perte du gène suppresseur de tumeur putatif ou ii) les 43 nouveaux 

acides aminés créés dans la partie C-terminale de la protéine de fusion après le domaine LIM1  

pourraient permettre la stabilisation de la nouvelle protéine LMO3 tronquée, empêchant sa 

dégradation (128).    

 

Notre étude met l'accent sur le rôle critique des transcrits de fusion dans l'initiation tumorale, la 

progression et la résistance. Le cancer étant une maladie extrêmement variable, la présence 

récurrente d’une fusion semble être un critère insuffisant pour permettre de la considérer comme 

l’évènement responsable de la tumorigénicité. Ces résultats apportent un nouveau regard sur les 

altérations non-récurrentes et contredisent des études antérieures suggérant que les fusions 

uniques représentent uniquement des évènements secondaires (128,215). Cependant, LMO3-

BORCS5 a également été détecté à des faibles niveaux d’expression dans plusieurs lignées 

cellulaires. Par conséquent, plusieurs explications possibles pourraient expliquer l’absence de 

détection de cette fusion chez plusieurs patients. Premièrement, la prédominance d'une altération 

au sein d'une tumeur est liée à l'histoire du patient, au contexte génétique, au type de tumeur et 

aux combinaisons de traitements reçues. Dans notre étude, la combinaison des traitements 

précédemment reçus par le patient a probablement constitué le « cocktail » permettant 

l'évolution du clone exprimant LMO3-BORCS5. Deuxièmement, les cancers pédiatriques, et de 

manière encore plus importante les sarcomes d’Ewing, sont considérés comme des maladies rares 

avec une incidence très faible au sein de la population (216). Ainsi, la puissance statistique de 

notre cohorte pourrait être insuffisante pour pouvoir détecter une récurrence. Enfin, il est 

possible que LMO3-BORCS5 soit présent dans d'autres tumeurs mais à des niveaux d’expression 

faibles, non détectables avec la couverture utilisée pour notre séquençage de l'ARN. Latysheva et. 

al, ont par ailleurs suggéré que les altérations génomiques somatiques pertinentes pour la 

médecine personnalisée pourraient représenter moins de 5% des reads de séquençage, en raison 

de la contamination par des cellules non tumorales et la présence de plusieurs sous-populations 

de cellules tumorales. Afin d'augmenter la sensibilité, les protocoles doivent donc être adaptés 

avec une couverture de séquençage plus élevée (128). 

Les fusions sont d'une importance capitale dans l'oncogenèse et leur étude approfondie pourrait 

expliquer certaines conséquences manquées par les analyses traditionnelles restreintes aux 

mutations et aux variations du nombre de copies (77). L'analyse des biopsies à la fois à la rechute 

et au diagnostic chez les patients peut contribuer à une meilleure compréhension de l’impact des 

transcrits de fusion dans l'évolution tumorale de chaque patient. L'arrivée de nouvelles 

techniques de séquençage améliorées à l'échelle de cellule unique contribuera à mieux 
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comprendre la place des fusions dans l’architecture clonale et à élargir considérablement les bases 

de données sur les altérations cancéreuses (121).  

De manière générale, notre étude favorise la vision selon laquelle le cancer ne peut être traité 

qu'en considérant la pharmacogénomique et en appliquant une médecine personnalisée plutôt 

que de rechercher l'universalité, les transcrits de fusion représentant l'un des outils les plus 

remarquables en médecine de précision et leur détection devrait systématiquement être intégrée 

aux nouveaux essais cliniques basés sur l’analyse moléculaire des patients. 

 
 

CONCLUSION GENERALE 
 

Au cours de ma thèse j’ai pu : 

- Contribuer au développement d’une « pipeline » robuste permettant de détecter avec une 

haute fiabilité des transcrits de fusions à partir des données RNA-seq. 

- Analyser le paysage moléculaire des transcrits de fusion présents dans une cohorte de 

patients atteints de cancers pédiatriques solides en rechute 

- Découvrir un nouveau transcrit de fusion LMO3-BORCS5 jamais préalablement décrit et 

ayant un rôle central dans l’oncogenèse et dans la résistance à certains traitements 

antinéoplasiques. 

 

La figure ci-dessous représente la conclusion des résultats obtenus lors de la préparation de ma 

thèse de sciences : 
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Schéma récapitulatif de l’ensemble des travaux de thèse. 
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ANNEXE : Résultats des travaux de Master 2 

A. Effets moléculaires et cellulaires de la réexpression des facteurs de 
transcription thyroïdiens TTF-1 et PAX-8 

 
 

Les facteurs de transcription TTF-1 (thyroid transcription factor) et PAX-8 (paired box gene 8) 

sont responsables de l’organogénèse thyroïdienne et du maintien de la différenciation des 

thyrocytes. Nous avons émis l’hypothèse que l’induction de ces deux facteurs de transcription 

pourrait agir sur la différenciation et sur la tumorigénicité dans des carcinomes thyroïdiens. 

Pour cette étude, nous avons utilisé des lignées cellulaires dérivant de carcinomes thyroïdiens 

papillaires (TPC-1 et BHP 10-3) et anaplasique (ARO) stablement transfectées par des vecteurs 

d’expression contenant les gènes TTF-1 ou PAX-8. De plus, la capacité de divers agents 

pharmacologiques à moduler l'expression de TTF-1 et PAX-8 et leurs effets sur l'apoptose ont 

également été analysés. Les effets sur l'expression au niveau génique et protéique des deux 

facteurs, ainsi que sur la prolifération, le cycle cellulaire, la migration in vitro et la tumorigénicité 

dans les trois lignées de carcinomes thyroïdiens ont été évalués. 

Nos résultats montrent que: i) TTF-1 induit réciproquement l'expression de PAX-8; ii) l'état basal 

de TTF-1 ou PAX-8 influence la prolifération, la migration et la tumorigénicité des cellules; iii) 

l'induction de TTF-1 a un effet plus important sur la prolifération cellulaire que PAX-8 et affecte 

principalement la tumorigénicité in vivo; et iv) TTF-1 s'est révélé plus sensible aux modulateurs 

épigénétiques que le PAX-8. 

En conclusion, les résultats obtenus au cours de mon stage de M2 suggèrent que les facteurs de 

transcription TTF-1 et PAX-8 semblent être finement régulés, le déséquilibre de cette régulation 

pourrait conduire à un effet promoteur de la tumorigenèse et pro-tumorigène.  

Par conséquent, il semblerait que TTF-1 et PAX-8 co-exprimés ont des propriétés anti-

prolifératives et anti-tumorigènes jusqu'à un niveau d'expression seuil au-delà duquel ils sont 

capables d'induire des effets pro-tumorigènes. A l'avenir, il serait ainsi intéressant de prendre 

systématiquement en compte l'état basal d'expression de TTF-1 et de PAX-8 et de les étudier en 

tant que duo responsable du contrôle de la tumorigénicité thyroïdienne. Ceci pourrait, à long 

terme, ouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques pour les carcinomes thyroïdiens. 

 
La figure ci-dessous représente la conclusion des résultats obtenus lors de la préparation de mon 

Master 2 effectué au sein du laboratoire : 
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Schéma récapitulatif des résultats obtenus dans le cadre des travaux de Master 2  
 
 

 
B. Article “Induction of TTF-1 or PAX-8 expression on proliferation and 
tumorigenicity in thyroid carcinomas” 
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Abstract. TTF-1 and PAX-8 are responsible for thyroid organ-
ogenesis and for maintenance of differentiation in thyrocytes. 
Thus, we hypothesized that the induction of these two tran-
scription factors could affect proliferation and tumorigenicity. 
Moreover, the ability of various pharmacological agents to 
modulate expression of the TTF-1 and PAX-8 and their effects 
on apoptosis were also analysed. For this purpose, cell lines 
derived from papillary (TPC-1 and BHP 10-3) and anaplastic 
(ARO) thyroid carcinomas were stably transfected with expres-
sion vectors containing TTF-1 or PAX-8 genes. Subsequently, 
the effects on expression at gene and protein levels, as well as 
on cell growth, cell cycle, migration and in vivo tumorigenicity 
were studied. Our results showed that: i) TTF-1 reciprocally 
induces PAX-8 expression; ii) the basal state of TTF-1 or PAX-8 
influences proliferation, migration and tumorigenicity; iii) the 
induction of TTF-1 acts on cell proliferation more than PAX-8 
and mainly affects tumorigenicity; and iv) TTF-1 was found 
to be more sensitive to epigenetic modulators than PAX-8. 
Therefore, we postulated that both TTF-1 and PAX-8 when 
co-expressed have anti-proliferative and anti-tumorigenic 
properties up to a threshold expression level and beyond that, 
are able to induce pro-tumorigenic effects. Hence in future, it 
will be quite interesting to systematically take into account the 
basal state of expression of TTF-1 and PAX-8. It will also be 
important to study the two thyroid transcription factors as part 
of a duo. This could open in the long-term, new therapeutic 
perspectives for thyroid carcinomas.

Introduction

Genes involved in the thyroid differentiation are essentially 
thyroid transcription factor-1 (TTF-1) and human paired box-8 
(PAX-8). Both TTF-1 and PAX-8 control the expression of 

thyroglobulin (Tg), thyroperoxidase (TPO), thyroid-stimulating 
hormone receptor (TSHr) and sodium/iodide symporter (NIS) 
by binding to the promoters of these genes (1).

TTF-1 (also known as NKX2-1, T/EBP or TITF-1) is 
commonly expressed in thyroid gland and the central nervous 
system (2). It is considered as a marker of differentiation in thyroid 
and lung carcinomas and has been widely used to discern the 
tumours of thyroid and lung origin, in the patients with metastatic 
disease (3). Moreover, it is also a useful immunohistochemical 
marker in the diagnosis of these cancers (4,5). TTF-1 mRNA 
has been detected in papillary thyroid carcinomas (PTC) but 
not in anaplastic cancers; therefore, TTF-1 would be a marker to 
distinguish between these two types of thyroid neoplasms (6,7). 
Regarding its prognosis, TTF-1 may be increased in PTC with 
aggressive clinical course (8). It is also reported that high or low 
expression of TTF-1 compared to normal levels is a marker of 
worse prognosis in lung adenocarcinoma; suggesting its impor-
tance in disease progression (9). Notably, NKX2-1 encoding 
TTF-1 has been described as a double-edged sword gene due to 
its dual function, with both pro- and anti-oncogenic activities in 
lung cancer, depending on the co-existing oncogenic events and 
differentiation status (10-13).

PAX-8 is a transcription factor expressed in thyrocytes and 
renal cells (14). It was found to be important in the regulation of 
organogenesis of kidney and Müllerian system and expressed 
in several tumours including thyroid, kidney and ovarian carci-
nomas (14,15). It is also considered to be a diagnostic marker 
for renal, endometrial and ovarian cancers (16) but inconsis-
tent results are reported concerning its expression in thyroid 
carcinomas. In fact, PAX-8 was found to be expressed in 
differentiated thyroid tumours [PTC and follicular TC (FTC)] 
while, discrepancies were described in results for anaplastic 
thyroid carcinomas (6,17). Hence, the relevance of PAX-8 in 
thyroid carcinogenesis still remains to be investigated.

Several authors pointed out the key roles of both TTF-1 
and PAX-8 in the differentiation of thyrocytes. Presta et al (18) 
postulated that the induction of PAX-8 induces re-differentia-
tion of undifferentiated thyroid cancer cells (18). Mu et al (19) 
showed that co-expression of TTF-1 and PAX-8 in thyroid 
tumour cell lines, derived from papillary or follicular cancers 
and infected with recombinant adenoviruses (AdTTF-1 and 
AdPAX-8), leads to accumulation of TPO and Tg and organi-
fication and intracellular retention of iodine. Interestingly, 
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transient expression of TTF-1 and PAX-8 in mouse embryonic 
stem cells leads to the development of functional follicular 
cells able to organize iodine (20). Therefore, TTF-1 and PAX-8 
act together to promote the generation and differentiation of 
functional thyroid tissue.

Hence, the critical importance of TTF-1 and PAX-8 in 
thyroid organogenesis and their function directs the atten-
tion to their expression status which could be modulated 
during tumorigenesis by gene mutations, post-transcriptional 
regulations or by epigenetic modifications (21,22). The use of 
histone deacetylase inhibitors [HDACi; trichostatin A (TSA), 
depsipeptide (DEPSI), sodium butyrate (NaB), suberoylanilide 
hydroxamic acid (SAHA), LBH589 or valproic acid (VPA)] or 
demethylating agents [5'azacytidine (5'-AzA), generally used 
in the treatment of malignant hemopathies] showed dissimilar 
effects on expression of TTF-1 or PAX-8 (23-27). We noted 
only slight discrepancy in the published results, even if the 
authors used the same cell line and similar molecule, thus, 
making it quite difficult to conclude about the usefulness 
of these epigenetic modulators in cell differentiation and 
anticancer activity. Moreover, kondo et al (28) correlated 
the absence of TTF-1 expression with methylated status of 
TTF-1 in several differentiated and undifferentiated thyroid 
carcinoma cell lines. They also showed a positive correlation 
between acetylation of histone H3-Lys9 and the absence of 
TTF-1 expression (28) and thus, concluded that DNA demeth-
ylating agents could restore TTF-1 gene expression in thyroid 
carcinoma cell lines. Our team showed that other molecules 
would impact on cell differentiation through expression of 
TTF-1. We reported that TTF-1 is tightly regulated through 
Wnt/β-catenin signaling pathway in PTC cells by several 
mechanisms including transcriptional regulation mediated 
by β-catenin-binding to a TCF/LEF-responsive element in 
the TTF-1 promoter and by post-transcriptional modifications 
influencing TTF-1 mRNA and protein expressions (29). We 
speculated that the administration of GSk-3β inhibitors such 
as lithium chloride (LiCl) or other epigenetic TTF-1 modula-
tors could stimulate TTF-1 expression and as a consequence, 
promote differentiation of thyroid cells in pathologies where 
TTF-1 expression is low or absent (30). This hypothesis was 
recently validated when LiCl was shown to improve the effi-
cacy of treatment for thyroid carcinoma by radioiodine (31). 
Moreover, bortezomib (Velcade®), a proteasome inhibitor 
used in multiple myeloma, showed antineoplastic effects on 
anaplastic thyroid carcinoma-derived cell lines and regulates 
TTF-1 and PAX-8 expressions (32). Furthermore, it has been 
described to modulate histone acetylation (33).

Thus, in the present study, we hypothesized that both 
TTF-1 and PAX-8 are tightly regulated and their over- or 
underexpression could influence the tissue differentiation. 
Therefore, we first investigated the role of TTF-1 and PAX-8 
in proliferation and tumorigenicity, then we analyzed the effi-
ciency of several pharmacological molecules able to modulate 
TTF-1 and PAX-8 expressions and studied their outcome in 
apoptosis.

Materials and methods

Chemicals. Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), 
Opti-MEM, Roswell Park Memorial Institute medium 

(RPMI), fetal calf serum (FCS), Lipofectamine 2000™ 
(1 mg/ml), propidium iodide (PI) kit and PCR primers were 
purchased from Life Technologies™ (Saint Aubin, France). 
Annexin-V Fluos kit was purchased from Roche (Neuilly-
sur-Seine, France). BD Matrigel™ (Basement Membrane 
Matrix Growth Factor Reduced) was purchased from BD 
Biosciences (Le Pont de Claix, France). Water was purified 
by Milli-Q system (Millipore, Saint Quentin en Yvelines, 
France). The chemicals used in the present study were of 
highest analytical grade.

Cell lines and cell culture. TPC-1, a human PTC cell line and 
ARO cells derived from anaplastic thyroid carcinoma were 
kindly provided by Dr C. Dupuy (Gustave Roussy, Villejuif, 
France). BHP 10-3SCmice cells have the same genetic profile as 
TPC-1 cell line and were kindly provided by Dr G. Clayman 
(MD Anderson Cancer Center, Houston, TX, USA). TPC-1 
and BHP 10-3 were grown in DMEM and ARO in RPMI 
medium. DMEM and RPMI were supplemented with 10% 
fetal calf serum (FCS), penicillin (100 U/ml) and streptomycin 
(10 µg/ml) and maintained at 37˚C in an atmosphere of 5% 
CO2 and 95% humidity. Cells were systematically tested by 
PCR analysis to be free of mycoplasma.

Establishment of clones stably expressing TTF-1 and PAX-8. 
Plasmids used in the present study are human expression vectors 
(cDNA TTF-1 and cDNA PAX-8) cloned in pcDNA3 (34,35). 
pcDNA3.1-TTF-1 and pcDNA3.1-PAX-8 plasmids containing 
ampicillin and neomycin resistance genes were a generous gift 
from Dr M. Polak (INSERM UMR S1016 CNRS, UMR 8104 
Institut Cochin, Paris, France). The pcDNA3 empty vector was 
used as a control.

To obtain the cell lines with TTF-1 or PAX-8 stable expres-
sions, TPC-1, BHP 10-3 and ARO cells were seeded in 6-well 
plates and transfected with pcDNA-TTF-1 or with pcDNA-
PAX-8 plasmids. In order to control the transfection effects, 
the three cell lines were also stably transfected with pcDNA3 
empty vector. Transfections were realized by Lipofectamine 
2000 as recommended by the supplier. Briefly, 6 µg of plasmid 
and 7.5 µl of Lipofectamine 2000 (1 µg/µl) were mixed in 2 ml 
of serum free Opti-MEM culture medium. After 6 h of incuba-
tion at 37˚C, the medium was replaced with complete DMEM 
culture medium containing FCS. Then, after 48 h of incuba-
tion, cell colonies were collected and expanded in the same 
growth medium. The selective pressure by neomycin (88 µM) 
was maintained in cell culture during three weeks.

Pharmacological treatments. Cells were seeded in 6-well 
plates at a concentration of 4x105 cells/well in 2 ml of DMEM. 
After 24 h, cells are treated by one of the pharmacological 
agents: trichostatin A (TSA; 300 nM or 1 µM), lithium chlo-
ride (LiCl; 20 mM), valproic acid (VPA; 3 mM), 5'-azacitidin 
(5’-AzA; 500 nM or 1 µM) or bortezomib (BOR; 100 nM). 
Cells were incubated for 48 h at 37˚C in cell culture medium 
for hydrophilic (LiCl, VPA and 5'-AzA) or in ethanol (EtOH 
100%) for hydrophobic (TSA and BOR) molecules. A calibra-
tion curve was performed by spectrophotometry to ensure the 
final TSA and BOR concentrations after dissolution. Each 
condition was tested in duplicate in three independent experi-
ments.
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Reverse transcription-quantitative PCR (RT-qPCR). Total 
RNA extraction and RT-qPCR were performed to compare 
TTF-1 and PAX-8 mRNA levels for: i) basal expression of 
wild-type cell lines; ii) WT cell lines vs. their stably trans-
fected clones; and iii) treated cells with pharmacological 
molecules vs. untreated cells. RNA extraction was performed 
from 5x106 collected cells using RNeasy Mini kit (Qiagen, 
Courtaboeuf, France) as previously described (36). RNA 
purity and quantity were evaluated by NanoDrop® ND-1000 
spectrophotometry (spectrophotometer; Thermo Fisher 
Scientific, Wilmington, DE, USA). First-strand cDNA was 
generated with M-MLV RT from Life Technologies and real-
time PCR (qPCR) was carried out with StepOnePlus PCR 
System (AB Applied Biosystems, Villebon-sur-Yvette, France) 
using GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, Charbonnières-
les-Bains, France) according to the manufacturer's instructions. 
The following primers were used to amplify the target genes: 
i) TTF-1 forward (F), 5'-CGCGTTTAGACCAAGGAAC-3' 
and TTF-1 reverse (R), 5'-GAGTGTGCCCAGAGTGAAG-3'; 
ii) PAX-8 (F), 5'-AGGTGGTGGAGAAGATTGG-3' and 
PAX-8 (R), 5'-ATAGGGAGGTTGAATGGTTG-3'. Gene 
expression was determined by quantification-comparative 
2-ΔΔCt method (37) and normalized to GAPDH levels using 
these sequences: [GAPDH (F), 5'-ATCCCATCACCATCT 
TCCAG-3' and GAPDH (R), 5'-CCATCACGCCACAGTTT 
CC-3']. Results are expressed as relative mRNA levels 
comparing the clones or treated cells to WT cell lines and 
represent at least three independent experiments realized in 
duplicate.

Immunoblotting. Cells were lysed and total proteins were 
extracted using mammalian protein extraction reagent 
(M-PER; Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) 
in the presence of a protease inhibitor cocktail (Roche, 
Neuilly-sur-Seine, France) and quantified by Bio-RAD assay 
at 570 nm (36,38). The amount of 30 µg of each sample were 
heated at 70˚C for 10 min with 1X sample reducing buffer 
(NuPAGE sample reducing agent; Invitrogen) and 1X sample 
loading buffer (NuPAGE LDS sample agent; Invitrogen). 
Samples were then loaded on 10% polyacrylamide gel 
(NuPAGE Bis-Tris mini gels 10%; Life Technologies). 
Proteins were transferred on nitrocellulose membranes 
using iBlot™ Dry blotting system (Invitrogen). After satu-
ration with either I-Block reagent (Tropix, Inc., Bedford, 
MA, USA) or 10% BSA (bovine serum albumin) solution, 
membranes were incubated overnight at 4˚C under agitation 
with one of the following primary antibodies: monoclonal 
rabbit TTF-1 (1:1,000, ab133737; Abcam Biochemicals, 
Par is, France); monoclonal rabbit PAX-8 (1:1,000, 
ab53490; Abcam Biochemicals). β-actin-HRP (horseradish 
peroxidase) was used as an internal control (1:1,000; Sigma-
Aldrich Chemicals Co., Saint Quentin Fallavier, France). 
Blots were then washed and incubated with corresponding 
secondary antibodies: anti-rabbit-AP (alkaline phospha-
tase 1:20,000; Tropix) or anti-rabbit-HRP (1:3,000; Cell 
Signaling Technology, Saint Quentin en Yvelines, France). 
Bands were revealed with CDP-Star Chemiluminescence 
reagent (alkaline phosphatase system; Perkin Elmer, 
Courtaboeuf, France) or by enhanced chemiluminescence 
reagent (HRP system, Clarity™; Bio-Rad Laboratories, 

Marnes-la-Coquette, France). Experiments were repeated at 
least 3 times.

Doubling time and cell cycle analysis. In order to establish 
the doubling time of WT cell lines compared to their stably 
transfected clones by TTF-1 or PAX-8, 104 cells/well were 
seeded in 200 µl culture medium in 96-well plates. Cells were 
then incubated in the IncuCyte™ (Essen Instruments, Inc., 
Ann Arbor, MI, USA); that allows a non-invasive automated 
method to monitor viable cell growth and proliferation in 
culture. Each well was scanned by camera fitted in IncuCyte™ 
at 4-h intervals for three days, with 4 images per well. Thereby, 
time lapse cell confluence was obtained for each cell type and 
their doubling time was calculated according to an exponen-
tial regression equation, given as: y = axebx, via the formula: 
t1/2 = ln(2)/b.

For cell cycle analysis, TPC-1, BHP 10-3 and ARO and 
their corresponding transfected clones were collected and 
incubated with DNA staining buffer (50 µg/ml PI in 0.1% 
sodium citrate, 0.1% Triton X-100, 100 µg/ml RNase A) in 
the dark, for 30 min at room temperature. Samples were then 
analysed by flow cytometry (Accuri C6 flow cytometer; BD 
Biosciences, San Jose, CA, USA). The results are of at least 
three independent experiments and represent the percentage 
of cells distributed in the cell cycle phases, in the stable clones 
vs. their corresponding WT cell lines or in treated cells vs. 
untreated ones.

Cell migration assays. Scratch test was performed to evaluate 
the effects of stable transfection either with TTF-1 or PAX-8 
genes on cell migration, as previously described (39). Briefly, 
100 µl BD Matrigel™ was plated in 96-well ImageLock™ 
cell migration plates (Essen BioScience Inc., Ann Arbor, 
MI, USA) 24 h before seeding of TPC-1, BHP 10-3 and ARO 
cells and their corresponding stably transfected clones. Cells 
(1x104/well) were then plated and when reached 90% conflu-
ence, the monolayer was scratched with a 96-pin WoundMaker 
(Essen BioScience). The cells were maintained in fresh culture 
medium until complete wound confluence and the cell mobility 
was monitored by IncuCyte™ every 4 h by ‘scratch wound’ 
scan type. Results are presented as scratch wound width in 
function of time.

Annexin V apoptosis assay. Apoptosis was determined by flow 
cytometric analysis using Annexin V kit. Each cell line was 
seeded in 6-well plates (3.5x105 cells/well) in 2 ml medium and 
pharmacologically treated with EtOH (20 µl), TSA (300 nM 
or 1 µM), LiCl (20 mM), VPA (3 mM), BOR (100 nM) or 
5'-AzA (500 nM or 1 µM). After 48 h of incubation, cells 
were collected and centrifuged and the pellets were stained 
with Annexin V Fluos kit (Roche, Neuilly-sur-Seine, France) 
according to the manufacturer's instructions. Experiments 
were performed in triplicate of independent experiments and 
data represent percentage of apoptotic cells compared to non-
treated cells, normalized to EtOH condition.

Animal studies and tumorigenicity tests. All animal 
experiments and the use of cell lines were approved by the 
institutional Ethics Committee of Animal Experimentation 
(CEEA) and research council (Integrated Research Cancer 
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Institute in Villejuif; IRCIV), registered in the French 
Ministry of Higher Education and Research (Ministère de 
l'Enseignement Supérieur et de la Recherche; MESR) under 
the authorization number CEEA IRCIV/IGR no. 26: 94-226, 
no. 2011-09 and carried out according to French laws under the 
conditions established by the European Community (Directive 
2010/63/UE). Six-week-old nude nu/nu and five-week-old NSG 
(NOD/SCID Gamma) female mice were purchased from the 
Animal Facility of the Institute Gustave Roussy and housed 
in a sterilised laminar flow caging system. Water and bedding 
were given ad libitum and autoclaved before being put in the 
cages. All efforts were made to minimize animal sufferance 
and animals were sacrificed by CO2 inhalation at the end of the 
experiments, before the collection of tumours.

Nude mice were used to test the tumorigenicity of BHP 
10-3 and ARO cell lines and their respective clones. Since, 
TPC-1 cells are reported as non-tumorigenic in nude mice (40), 
NSG mice were used for this purpose. All cell lines and their 
corresponding clones diluted in 100 µl PBS were injected 
subcutaneously into the flank of mice (n=5/group) at a rate of 
2.0x106 cells/mouse for BHP 10-3 and ARO or 107 cells/mouse 
for TPC-1. Mice were monitored every two or three days for 
tumour growth and then sacrificed when tumours reached a 
volume of 1,000 mm3. Tumours were immediately frozen in 
liquid nitrogen for western blot analysis.

Protein extractions from tumours and western blot experi-
ments. Tumours were ground, total proteins were extracted and 
western blots were performed as described above, to evaluate 
expression of the TTF-1 and PAX-8 protein.

Statistical analysis. The data are presented as mean ± SD 
(standard deviation). By using GraphPad Prism 4 software, 
Mann-Witney test was employed to compare between two 
groups of treatments and kruskal-Wallis test was performed to 
compare among multiple treatments. Non-parametric analysis 

of longitudinal data in factorial experiments was performed 
to compare the treatments in vivo, using ‘nparLD’ package 
from ‘R’ software. P<0.05 was considered as the statistically 
significant level.

Results

TTF-1 and PAX-8 have different expression profiles in wild-type 
cell lines. First, we tested expression of the TTF-1 and PAX-8 
in TPC-1, BHP 10-3 and ARO cell lines by RT-qPCR (Fig. 1A) 
and western blot analysis (Fig. 1B). Regarding TTF-1 basal 
expression, our results showed that TTF-1 is more expressed 
in ARO compared to TPC-1 and BHP 10-3 cell lines, both at 
mRNA (Fig. 1A-a) and protein (Fig. 1B-a) levels. Concerning 
PAX-8, mRNA and protein were found to be highly expressed 
in BHP 10-3 cells compared to TPC-1 cells whereas it was 
detected slightly in anaplastic ARO cell line (Fig. 1A-b and 
B-b). These results confirmed the thyroid origin of the three 
cell lines, and the different expression profiles of TTF-1 and 
PAX-8 genes.

TTF-1 upregulates PAX-8 in thyroid carcinoma cell lines. 
TPC-1, BHP 10-3 and ARO cell lines were stably transfected 
with pcDNA plasmids containing either TTF-1 or PAX-8 genes 
or with pcDNA3 empty vector. After 3 weeks of neomycin 
selection, the resulting clones were collected and character-
ized by RT-qPCR and western blot analysis.

Firstly, we assessed the effects of pcDNA3 empty vector on 
the expression of TTF-1 and PAX-8 mRNA by RT-qPCR. We 
found that TTF-1 mRNA level was not affected by pcDNA3 
stable transfection in either TPC-1 or ARO cells. Concerning 
BHP 10-3 cells, we noted a decrease in mRNA TTF-1 expres-
sion that will not interfere with our following experiments, 
since no induction in TTF-1 transcription factor was observed. 
Also, for PAX-8, the stable transfection did not affect the 
mRNA levels of the three cell lines tested (data not shown).

Figure 1. Basal expression of TTF-1 and PAX-8 in TPC-1, BHP 10-3 and ARO. Total mRNA and proteins were extracted from TPC-1, BHP 10-3 and ARO 
cells. (A-a) Relative TTF-1 mRNA levels were analysed by RT-qPCR and compared to TPC-1 cell line. (B-a) Relative PAX-8 mRNA levels were analysed by 
RT-qPCR and compared to TPC-1 cell line. All the results are normalised to GAPDH mRNA levels and are the mean ± SD of three independent experiments. 
**P<0.01, ***P<0.001. Western blot analysis of TTF-1 (A-b) and PAX-8 (B-b) proteins in TPC-1, BHP 10-3 and ARO cell lines. β-actin was used as an internal 
control. Results are representative of two independent experiments.
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Then, clones derived from each cell line transfected with 
pcDNA plasmids containing either TTF-1 or PAX-8 genes 
were tested for the expression profiles of TTF-1 and PAX-8 
mRNA and their corresponding proteins (Fig. 2). The relative 
mRNA TTF-1 level in transfected clones with pcDNA TTF-1 
for TPC-1, BHP 10-3 and ARO cells was ~2.5-, 20- and 5-fold, 
respectively more important compared to their corresponding 
wild type cell lines (Fig. 2A-a-c; RT-qPCR). The upregula-
tion of TTF-1 mRNA levels was paralleled by a similar 
increase in TTF-1 protein in all pcDNA TTF-1 derived clones 
(Fig. 2C-a-c; western blot analysis, upper panels). Similarly, 
the relative mRNA PAX-8 expression was respectively 3-, 2- 
and 8000-fold higher in TPC-1, BHP 10-3 and ARO clones 
transfected with pcDNA PAX-8 vector (Fig. 2B-a-c; RT-qPCR) 
and paralleled with higher PAX-8 protein level (Fig. 2C-a-c; 
western blot analysis, mid-panels). It should be noticed that the 
strong increase in PAX-8 level found in ARO clone transfected 

with pcDNA PAX-8 could be a consequence of low mRNA 
levels at basal state in ARO WT cells (ct=34±0.9) (Fig. 2B-c, 
RT-qPCR and 2C-c, western blot analysis).

Therefore, in the three cell lines tested, TTF-1 induction 
is able to enhance mRNA and protein PAX-8 contents except 
when the basal state of PAX-8 is absent or too low (Fig. 2B-c 
and 2C-c). Taking together our results showed that the upregu-
lation of TTF-1 is able to induce PAX-8 expression.

Upregulation of TTF-1 acts more effectively on cell doubling 
time and cell cycle than PAX-8. Both cell doubling time and 
cell cycle of the clones were compared to their corresponding 
WT cells. In the three clones stably transfected with pcDNA 
TTF-1, our results showed that the doubling time calculated 
according to the confluence was significantly increased 
compared to their counterpart WT cells (Table I). The pcDNA 
PAX-8 transfection had no effects on doubling time of TPC-1 

Figure 2. Induction of the expression of TTF-1 and PAX-8 in TPC-1, BHP 10-3 and ARO, after stable transfection. Total mRNA was extracted from TPC-1 
(A-a and B-a; RT-qPCR), BHP 10-3 (A-b and B-b; RT-qPCR) and ARO cells (A-c and B-c; RT-qPCR). (A) TTF-1 and (B) PAX-8 mRNA levels were analysed 
by RT-qPCR and compared to their corresponding wild-type cell lines. Results are normalised to GAPDH mRNA levels. Bars represent mean ± SD of three 
independent experiments. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. TTF-1 and PAX-8 protein levels were tested by western blot analysis in TPC-1 (C-a), BHP 10-3 (C-b) 
and ARO (C-c), clones and their respective WT cell lines. β-actin was used as an internal control. Results are representative of at least three independent 
experiments.
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and ARO derived clones but significantly increased the growth 
of BHP 10-3 clone; this might be due to high basal expression 
of PAX-8 in BHP 10-3 WT cells compared to TPC-1 and ARO 
cells (Fig. 1B and C). Moreover, it should also be noted that the 
growth characteristics of each WT cell line is different, thus, 
making it difficult to compare their growth rate (TPC-1 and 
BHP 10-3 spread along the surface of the support while ARO 
grows in clusters).

These results were further supported by cell cycle studies, 
wherein we observed that TTF-1 induction triggered an 
increase in cell percentage at G0/G1 phase, up to significant 

level for TPC-1 and ARO clones (Table I). Concerning the 
empty vector, the results of cell cycle studies did not show 
any difference between WT cells and the corresponding cell 
clones transfected with pcDNA3 alone (Table I).

These results suggest that in the tested cell lines, only 
TTF-1 could have anti-proliferative effects by delaying cell 
growth and halting cell cycle in G0/G1 phase.

A high basal state expression of PAX-8 influences the migra-
tion ability. Wild-type cell lines and their corresponding clones 
were assessed for their migration ability. We observed that 

Table I. Doubling time and cell cycle progression of TPC-1, BHP 10-3 and ARO cells and their corresponding clones transfected 
with pcDNA TTF-1 or pcDNA PAX-8.

 Doubling time Cell cycle
 ---------------------------- -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Cell lines and clones Mean ± SD (h) G0/G1 (%) S (%) G2/M (%)

TPC-1 WT 25.00±4.61 80.86±4.15 8.20±2.95 10.82±1.60
TPC-1 + pcDNA3  NT 80.2±13.15 5.45±1.48 13.90±13.44
TPC-1 + pcDNA TTF-1 43.12±5.76c 93.70±2.63c 3.34±2.28a 2.30±0.57c

TPC-1 + pcDNA PAX-8 25.23±2.87 85.02±4.62 6.32±3.30 8.48±1.77

BHP 10-3 WT 47.12±5.95 74.63±3.33 17.10±1.67 12.65±3.31
BHP 10-3 + pcDNA3 NT 77.95±0.78 12.00±1.93 15.65±1.06
BHP 10-3 + pcDNA TTF-1 57.75±5.57b 77.93±2.74 11.00±1.41b 11.05±2.20
BHP 10-3 + pcDNA PAX-8 33.36±3.68c 58.30±13.23 18.9±7.3 18.98±6.92

ARO WT 28.73±2.14 54.00±2.26 32.90±0.28 14.20±1.41
ARO + pcDNA3 NT 59.25±0.49 29.30±1.41 11.05±2.05
ARO + pcDNA TTF-1 47.13±3.24c 61.70±0.42a 23.55±2.76a 15.75±1.91
ARO + pcDNA PAX-8 25.74±5.54 56.55±2.90 22.15±0.35c 22.10±1.98a

Doubling time: WT cell lines and their corresponding stably transfected clones were incubated in IncuCyte™. The time lapse cell confluence 
was obtained for each cell type and their doubling time was calculated. NT, non tested for empty vector. Cell cycle: cells were incubated with 
propidium iodide (PI) after permeabilization and the repartition of cells within different phases of cell cycle was analysed by flow cytometry 
(FACS). All results are expressed as mean ± SD, stars indicate the degree of significance observed between WT and their corresponding clones. 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Figure 3. Migration ability of TPC-1, BHP 10-3 and ARO WT cell lines and their corresponding TTF-1 and PAX-8 clones. The cell motility was determined by 
the IncuCyte™. Results are presented as relative wound width in function of time of WT cell lines and their respective clones stably transfected with pcDNA 
TTF-1 or pcDNA PAX-8. Migration ability of WT cells were compared to their corresponding clones. (A) TPC-1, (B) BHP 10-3 and (C) ARO. Bars represent 
mean ± SD of two independent experiments.



INTERNATIONAL JOURNAL OF ONCOLOGY  49:  1248-1258,  20161254

TTF-1 transfection leads to increased cell migration in clones 
derived from TPC-1 and ARO WT cell lines (respectively for 
clones vs. WT: 14 vs. 22 h for TPC-1 and 14 vs. 30 h for ARO; 
Fig. 3A and C, respectively); no effects were observed for BHP 
10-3 cells. While in this latter cell line, PAX-8 transfection 
enhanced the migration of its corresponding clone (respec-
tively for clone vs. WT: 24 vs. 35 h; Fig. 3B). However, PAX-8 
transfection did not affect the migration of TPC-1 and ARO 
cells. Herein, each transcription factor also seems to have an 
impact on the migration behavior that appeared to be more 
influenced when a high PAX-8 basal state level was detected.

TTF-1 expression mainly influences tumorigenicity. According 
to our previous results, we postulated that the induction of 
TTF-1 or PAX-8 could influence the tumorigenic potential. 
Concerning TPC-1 cells, known to be non-tumorigenic in 
nude mice (40), the enhancement in the expression of both 
transcription factors did not result in tumour formation in NSG 
mice, known to be more immuno-depressed than nude mice, 
injected with TPC-1 WT or with TPC-1 + pcDNA TTF-1 or 
TPC-1 + pcDNA PAX-8 clones (data not shown).

Regarding BHP 10-3 cell line, its injection in nude mice 
resulted in tumour development. This observation is in accor-
dance with previous results showing that BHP 10-3 cells are 
tumorigenic in immuno-depressed mice (41). Notably, when 
BHP 10-3 + pcDNA TTF-1 clone highly expressing TTF-1 
was injected in nude mice, no tumours developed (Fig. 4A-a). 
Contrastingly, the inoculation of BHP 10-3 + pcDNA PAX-8 
clone in nude mice increased tumour growth (Fig. 4A-b). 
These results were further confirmed by western blot analysis. 
Tumours collected at the end of the experiments and analyzed 
for TTF-1 and of PAX-8 protein contents showed an increase 
in PAX-8 levels in tumours derived from BHP 10-3 + pcDNA 
PAX-8 clone compared to BHP 10-3 WT tumours. Whereas, 
the TTF-1 protein contents were less expressed in the same 
samples (Fig. 4A-c).

In ARO cell line, also known to be tumorigenic (40), TTF-1 
induction (ARO + pcDNA TTF-1) increased tumour growth 
(Fig. 4B-a), whereas PAX-8 upregulation (ARO + pcDNA 
PAX-8) did not influence tumorigenicity (Fig. 4B-b). Herein, 
western blot analysis showed that TTF-1 protein pattern seems 
to be slightly increased in the ARO + pcDNA TTF-1 derived 

Figure 4. Tumorigenicity of BHP 10-3 and ARO and their corresponding stably transfected clones. Cell lines were tested for their tumorigenic ability in nude 
mice. Results are presented as tumour volume in function of time. Nude mice (n=5/group) were injected with BHP 10-3 cells (A) or with ARO cells (B). The 
corresponding clones transfected with pcDNA TTF-1 (A-a and B-a) or with pcDNA PAX-8 (A-b and B-b) were also xenografted. Tumour growth was followed 
during the course of the experiment until the tumour size reached 1 cm3. Mice were sacrificed and tumours were collected for western blot analysis using 
TTF-1 or PAX-8 antibodies (A-c and B-c). Positive controls were the clones derived from TPC-1 or BHP 10-3 cell lines maintained in culture medium. ‘no. 1’ 
and ‘no. 2’ represent the tumours collected from two different mice. β-actin was monitored as loading control. BHP, BHP 10-3; TTF-1, pcDNA TTF-1; PAX-8, 
pcDNA PAX-8.
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clone. Concerning PAX-8, the protein was not expressed either 
in ARO derived clones (pcDNA TTF-1 and pcDNA PAX-8) or 
in the corresponding WT tumours (Fig. 4B-c).

Taken together, these results demonstrated that the basal 
state of TTF-1 or PAX-8 influences tumorigenicity. Moreover, 
TTF-1 seems to influence tumour development more than 
PAX-8 expression.

TTF-1 is more sensitive to epigenetic modulators than PAX-8. 
Then, the ability of some pharmacological agents to modulate 
expression of the TTF-1 and PAX-8 in TPC-1, BHP 10-3 and 
ARO cell lines was studied. It was found that TTF-1 expres-
sion seems to be more affected than PAX-8 by most of the 
molecules studied (Table II).

In TPC-1 cells, all molecules except 5'-AzA increased 
TTF-1 expression whereas, only LiCl and TSA significantly 
induced the PAX-8 level (Table II).

Regarding BHP 10-3 cells, all molecules enhanced 
TTF-1 expression except for GSk-3β inhibitor (LiCl) and 
5'-AzA which inhibited it. PAX-8 expression was slightly 
induced only by VPA and reduced by both TSA and 5'-AzA 
(Table II).

In ARO cell line, only epigenetic modulators (HDACi and 
demethylating agents) significantly increased TTF-1 expres-
sion, while LiCl and BOR lead to its inhibition (Table II). 
Concerning PAX-8, only VPA and 5'-AzA significantly 
increased its expression while BOR significantly decreased 
PAX-8 level (Table II).

Table II. Effects of pharmacological molecules on expression of TTF-1 and PAX-8 in TPC-1, BHP10-3 and ARO thyroid cell lines.

 TPC-1 BHP 10-3  ARO
 ------------------------------------------------------- -------------------------------------------------------- ----------------------------------------------------------
 TTF-1 PAX-8 TTF-1 PAX-8 TTF-1 PAX-8

EtOH 1% 1.00±0.04 1.00±0.06 1.00±0.08 1.00±0.07 1.00±0.04 1.00±0.10
TSA 0.3 µM 1.12±0.54 1.56±0.28a 0.95±0.16 0.71±0.10a 2.80±0.37b 1.09±0.10
TSA 1 µM 2.66±0.46a 5.98±1.57b 4.13±1.96a 1.21±0.08a 17.65±0.46c 1.16±0.02
VPA 3 mM 5.20±1.47a 1.35±0.20 1.99±0.22b 1.55±0.05a 2.70±0.53a 5.23±1.24b

5'AzA 0.5 µM 0.30±0.11b 0.31±0.13c 0.40±0.10b 0.56±0.17a 14.92±1.37b 2.56±0.60a

5'AzA 1.0 µM 0.27±0.09b 0.30±0.09c 0.36±0.09a 0.72±0.32 15.25±0.56b 3.27±0.08c

LiCl 10 mM 3.54±1.11a 2.37±1.32a 0.65±0.18 0.97±0.08 0.23±0.05b 0.76±0.15
BOR 100 nM 4.37±1.39a 1.82±0.66 1.81±0.55a 0.91±0.09 0.46±0.13b 0.51±0.09a

Variations in expression of TTF-1 and PAX-8 were observed in TPC-1, BHP 10-3 and ARO cells after 48-h treatment by trichostatin A (TSA), 
valproic acid (VPA), 5'-azacytidine (5'-AzA), lithium chloride (LiCl) and bortezomib (BOR). The control represents the cells treated with the 
vehicle (EtOH = 1%). TTF-1 and PAX-8 mRNA expressions were quantified by real-time qPCR and normalized with GAPDH mRNA level. 
Results of three independent experiments are reported as mean ± SD. Mann-Whitney statistical test was used to compare the difference between 
treated and untreated cells. Stars represent significant differences; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Table III. Effects of epigenetic modulators on apoptosis of TPC-1, BHP 10-3 and ARO cell lines.

 TPC-1 BHP 10-3 ARO
 --------------------------------------------------------- --------------------------------------------------------- -------------------------------------------------------
  EA LA EA LA EA LA

EtOH 1% 1.00±0.03 1.00±0.03 1.00±0.02 1.00±0.02 1.00±0.03 1.00±0.02
TSA 0.3 µM 1.42±0.02c 1.50±0.02a 1.18±0.02c 1.00±0.02 2.02±0.02b 1.10±0.03c

TSA 1 µM 1.84±0.01c 1.51±0.01b 1.32±0.01c 0.66±0.01c 2.21±0.15b 2.33±0.08c

VPA 3 mM 1.10±0.01b 5.00±0.01c 1.10±0.01a 1.00±0.01 1.10±0.01b 1.43±0.07b

5'-AzA 0.5 µM 1.48±0.01b 4.00±0.01c 0.88±0.02 2.50±0.02b 1.87±0.03c 0.84±0.04
5'-AzA 1.0 µM 1.55±0.01b 3.00±0.02c 1.02±0.01 2.50±0.02b 1.53±0.06c 1.13±0.07
LiCl 10 mM 1.40±0.05c 4.00±0.05c 0.89±0.05 2.00±0.05b 1.29±0.05b 0.91±0.04
BOR 100 nM 2.22±0.04c 2.00±0.04b 1.00±0.04 3.70±0.04b 2.22±0.20b 2.04±0.05b

TPC-1, BHP 10-3 and ARO cells were treated for 48 h with trichostatine A (TSA), valproic acid (VPA), 5'-azacytidine (5'-AzA), lithium 
chloride (LiCl) and bortezomib (BOR). The cells treated with vehicle (EtOH = 1%) were used as an internal control. Cells were labelled with 
Annexin-V (AV) and propidium iodide (PI). Early apoptosis (EA; AV+PI-), late apoptosis (LA; AV+PI+). Results are expressed as mean ± SD. 
Mann-Whitney statistical test was used to compare the difference between treated and untreated cells. Stars represent significant differences; 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Epigenetic modulators provoke apoptosis. Flow cytometric 
analysis performed on TPC-1, BHP 10-3 and ARO cell lines 
showed that the used molecules could stimulate apoptosis 
(Table III). Regarding TPC-1 cell line, all the tested molecules 
induced early and late apoptosis (Table III). Notably, for BHP 
10-3 cells, only HDACi were able to provoke early apoptosis 
while all the other molecules induced late apoptosis (Table III). 
Concerning ARO cell line, all the tested molecules induced 
early apoptosis however, only HDACi and BOR triggered late 
apoptosis (Table III).

Discussion

TTF-1 and PAX-8 are the major transcription factors involved 
in the development and differentiation of thyroid gland and 
play a key role in regulating the expressions of thyroid genes. 
We hypothesized that an enhancement of expression of TTF-1 
and PAX-8 could affect both aggressiveness and tumorigenic 
properties. This hypothesis was evaluated in three models of 
thyroid carcinoma, two cell lines derived from PTC (TPC-1, 
BHP 10-3) and one from anaplastic carcinoma (ARO cell line).

In these models, we studied the basal state of TTF-1 
and PAX-8 expression. Our results are in accordance with 
previous studies showing the presence of both transcription 
factors in TPC-1 and BHP 10-3 cells (30,42). Concerning ARO 
anaplastic cell line, only TTF-1 was detected, thus providing 
once more evidence of its thyroid origin (43,44). Moreover, 
our results showed that the basal state of the expression of 
TTF-1 and PAX-8 is a major parameter that must always be 
taken into consideration and could explain the divergence of 
results among various studies concerning the role of these 
factors (6,10,11,17). In fact, we found that the upregulation 
of either TTF-1 or PAX-8 could affect tumorigenic behavior 
independently of the histological origin of the cell lines used. 
We also confirmed previous observations showing that the 
overexpression of TTF-1 induces PAX-8 expression (45-47).

The functional studies depicted the importance of TTF-1 
in the regulation of cell cycle, migration and tumorigenicity. 
TTF-1 overexpression led to anti-proliferative effects reflected 
by an increase in doubling time and raised cell percentage 
in G0/G1 phase leading to a decrease in cell migration and 
tumorigenic potential. Contrastingly, this inspection was not 
confirmed in ARO cells, wherein the upregulation of TTF-1 
led to an increase in cell migration and tumorigenicity. We 
hypothesized that the migratory and consequently the tumori-
genic potential of enhanced TTF-1 level are dependent on its 
background expression within the cell lines. Thus, the ‘TTF-1 
paradox’ is again highlighted (10,48). In the same context, 
functional studies of PAX-8 depicted that its basal state plays 
a key role in proliferation and tumorigenicity which are 
enhanced when PAX-8 is highly expressed in tumor cells.

Taken together, our observations converge to the findings 
that the induction of TTF-1 and PAX-8 and their consequences 
on tumour growth depends on their basal states. Over-
expression of one of these factors beyond a certain ‘threshold’ 
level could lead to pro-tumorigenic effects. Therefore, the 
modulation of these genes seems to be important to re-estab-
lish the differentiation balance.

To improve this hypothesis, we modulated the expression  
of TTF-1 and PAX-8 by several pharmacological agents. In the 

case of TTF-1, our results support the observations reported 
in the literature showing that TTF-1 is mainly regulated by 
epigenetic mechanisms such as methylation and acetylation 
but also by inhibitors of GSk-3β and of proteasome (28,30). 
Whereas, PAX-8 generally appeared to be less sensitive to 
different treatments; suggesting that other molecular mecha-
nisms might also be involved in its regulation. Interestingly, 
demethylating agent (5'-AzA) was capable of inducing PAX-8 
only in ARO cell line, emphasizing that PAX-8 regulation in 
anaplastic thyroid tumours is different from PTC.

The evaluation of these molecules on apoptosis showed 
that all the used molecules triggered early and/or late apop-
tosis or in some cases both. It is further important to highlight 
the fact that, even though some agents did not modulate gene 
expression, they succeeded in triggering apoptosis. Indeed, 
these pharmacological agents have a large spectrum and a 
wide range of targets (21,49,50). Epigenetic modulators such 
as HDACi or demethylating agents (TSA, VPA and 5'-AzA) 
used in our experiments are known to act directly on DNA 
conformation and therefore, on the regulation of several genes 
to induce inhibition of proliferation, cell cycle arrest, apoptosis 
and even senescence (49). In the same way, BOR or LiCl also 
act on several signaling pathways (51,52).

Taken together, our results suggest that different path-
ways could be involved in regulation of TTF-1 and PAX-8. 
Therefore, the response to various treatments could be different 
according to the genetic background of the cell line studied. 
Nevertheless, we can speculate that an excessive induction 
of both transcription factors could lead to pro-tumorigenic 
effects e.g. treatment with 5'-AzA in anaplastic carcinomas 
could have opposite unintended effects. Indeed, 5'-AzA 
showed to increase, in vitro, iodine uptake and the expression 
of NIS (53) and has been tested in phase-I clinical trials. The 
positive effects of its use after clinical trials have not yet been 
published (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00004062?t
erm=azacytidine+thyroid&rank=1).

In conclusion, the present study improved our understand-
ings regarding the role of thyroid transcription factors in 
tumorigenesis. We showed that both genetic and pharmaco-
logical approaches are able to induce expression of TTF-1 and 
PAX-8. Thus, in future, it will be quite helpful to systematically 
take into account the basal state of these transcription factors 
while exploring tumour development. Moreover, it will also 
be important to consider TTF-1 and PAX-8 as part of a duo. 
These findings could open new therapeutic perspectives for 
the treatment of thyroid carcinomas.
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Résumé : Les cancers pédiatriques représentent la première cause de décès par maladie chez les enfants 
puisque 20% des patients présentent des résistances et rechutent. Les traitements actuels sont à leurs 
limites d'efficacité mais aussi de toxicité. L'amélioration des connaissances de la biologie des tumeurs 
résistantes et l'identification de nouvelles cibles moléculaires sont nécessaires pour ces pathologies rares, 
extrêmement diverses et mal comprises. Les oncogènes de fusion sont responsables de  l’oncogenèse de 
~ 20% des cancers. En raison de la biologie particulière des cancers pédiatriques, nous avons émis 
l'hypothèse qu’ils seraient dus à des oncogènes de fusion. Leur exploration, particulièrement à la 
rechute où les données actuelles sont limitées, permettrait de mieux comprendre ces pathologies et 
d’introduire de nouvelles cibles thérapeutiques. Notre premier objectif était de détecter de nouveaux 
transcrits de fusion parmi 48 patients pédiatriques en rechute inclus dans l'essai de médecine de 
précision MOSCATO-01 mené à Gustave Roussy. A partir de données de RNA-seq, nous avons détecté 
l’ensemble des fusions retrouvées dans ces tumeurs et classé les plus pertinentes selon leur fonction et 
leur potentiel thérapeutique. Un nouvel oncogène de fusion nommé LMO3-BORCS5 retrouvé chez un 
patient atteint de sarcome d'Ewing dans les biopsies tumorales à la rechute et au diagnostic, et dans 
diverses lignées cellulaires a particulièrement retenu notre attention. Nos études fonctionnelles montrent 
que LMO3-BORCS5 a un rôle important dans la tumorigenèse et la sensibilité au traitement et que BORCS5 
fonctionnerait, in vivo, comme un gène suppresseur de tumeur. Ces résultats montrent  le rôle critique 
des transcrits de fusion dans l'initiation et la progression tumorale ainsi que dans l’acquisition de 
résistance au traitement et que les fusions isolées ne doivent pas être ignorées. A l'avenir, la prise 
en charge des cancers réside en une médecine moléculaire de précision, les oncogènes de fusions 
représentant l'un des outils les plus remarquables en clinique.  

 
 
Title : Discovery of new fusion transcripts in pediatric tumors at relapse and functional 
characterization of a new oncogene LMO3-BORCS5 
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Abstract: Pediatric cancers represent the first cause of death by disease in children as 20% of patients 
harbor resistances and die from recurrence of the malignancy. Nowadays treatment are at their limits of 
efficacy but also toxicity. Improving the knowledge on the biology of the relapsed/resistant tumors and 
identifying new molecular targets are needed for these rare, extremely diverse and misunderstood 
pathologies. Fusion oncogenes are known to be major drivers of oncogenesis, responsible for ~20% of 
cancers. Due to their particular biology, we hypothesized that pediatric tumors would be more 
likely to harbor fusions and that their exploration, especially at relapse where very limited data are 
available, could help to understand the particularity of these malignancies and consequently to provide 
new therapeutic targets. Our first aim was to detect new fusion transcripts in a cohort of 48 pediatric 
patients at relapse included in the precision medicine trial MOSCATO-01, previously conducted in Gustave 
Roussy. From the RNA-seq data, we described the landscape of fusions in these tumors and classified the 
most confident candidates according to their biological function and druggability predictions. A new 
fusion named LMO3-BORCS5 found in biopsies of a patient with Ewing's sarcoma, at diagnosis and at 
relapse as well as in various cell lines particularly caught our attention. Functional studies showed that 
LMO3-BORCS5 has a high impact on tumorigenesis and treatment sensitivity and that BORCS5 would act, 
in vivo, as a tumor suppressor gene. Our results strengthened the critical role of fusion transcripts in 
tumor initiation, progression and resistance and reinforces the idea that a private fusion oncogene 
should not be ignored. Indeed, the future of cancer care lays in precision medicine, with fusion 
transcripts being one of the most remarkable tool for treatment decision 


