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Epigraphe

“A physician is obliged to consider more than a diseased organ, more even than the whole
man. He must view the man in his world”

Harvey Cushing

“The capacity of man himself is only revealed when, under stress and responsibility, he breaks
through his educational shell, and he may then be a splendid surprise to himself no less than
to these teachers”

Harvey Cushing
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Introduction

Les chordomes sont des tumeurs osseuses rares qui se développent a partir de vestiges
embryonnaires dérivés de la notochorde feetale (1,2). lls représentent 0,1 % a 0,2 % des
tumeurs de la base du crane et 2 % a 4 % des tumeurs osseuses primitives (2,3). L'incidence
rapportée est de 1 par millions d’habitants (3). L’age moyen du diagnostic est de 60 ans (3).

Les chordomes se développent le long de I'axe rachidien. On distingue 3 localisations
préférentielles que sont la base du crane (clivus), le sacrum, et le rachis mobile. Hormis
guelques différences histo-cliniques entre ces trois localisations, aucunes données
moléculaires ne permettent de caractériser les chordomes selon leur localisation.

Ses caractéristiques histopathologiques restent bénignes pour la grande majorité des cas et
son histoire naturelle s’apparente a celle d’'une tumeur a malignité principalement locale avec
invasion et destruction osseuse périphérique. La survenue de métastases reste possible (2)
mais plutét tardivement dans I'évolution de la maladie, touchant préférentiellement poumon,
foie, os et ganglions lymphatiques (4). Le taux de survie a 5 ans varie selon les séries et selon
le site de la tumeur : 55 % a 86 % pour les chordomes de la base du crane et du rachis cervical
qguand il se situe entre 54 % a 84 % pour les localisations du sacrum et du rachis thoraco-
lombaire (3,5).

Actuellement la prise en charge repose essentiellement sur la chirurgie, et le pronostic reste
principalement lié a la qualité de I'exérése (4). La grande majorité des patients bénéficie d’'une
radiothérapie complémentaire alors que les traitements systémiques ont une trés faible
efficacite.

N

Le futur de la prise en charge du chordome est certainement lié a une meilleure
compréhension des mécanismes oncogénétiques moléculaires ainsi qu’au développement de
nouvelles cibles thérapeutiques.

C’est pourquoi, devant la rareté de la pathologie, le développement de nouveaux modéles est
indispensable (12). En effet, le développement de modeéles reproduisant mimant au plus prés
'oncogenése du chordome est un préalable a toute étude de nouvelles cibles thérapeutiques
(13).

Méme si depuis ces 20 derniéres années, les techniques de biologie moléculaire ont permis
une meilleure caractérisation du chordome surtout en a-CGH (Array comparative genomic
hybridization) (6—11), la caractérisation moléculaire reste a ce jour encore mal définie. Il
apparait fondamental de mieux comprendre la biologie moléculaire du chordome notamment
en tenant compte des particularités clinico-pathologiques.

L’objectif de ce travail a été d’établir un modéle pertinent mimant au mieux 'oncogenése du
chordome et d’étudier différents marqueurs moléculaires pouvant améliorer la caractérisation
du chordome.
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Partie |. Rappels concernant les chordomes et leurs traitements

I.1. Notochorde et chordomes

Initialement, les chordomes étaient considérés comme d’origine cartilagineuse et la confusion
entre chondrosarcomes et chordomes a longtemps persisté. Aujourd’hui, cette différenciation
est clairement démontrée et acceptée et depuis 1958 les chordomes sont rattachés a leur
origine notochordale (14).

La notochorde est un élément en forme de tige qui définit I'axe primitif de 'embryon. Celle-ci
est remplacée par un squelette osseux qui devient la colonne vertébrale et une partie de la
base du créne. Cependant une partie de la notochorde va persister sous forme de vestiges.

Le processus notochordal débute a partir du 19°™ jour de vie embryonnaire. Il s’agit d’'un
meécanisme de migration cellulaire a partir du nceud primitif de Hensen sur la ligne médiane
en direction céphalique. On parle alors d’'invagination cellulaire en « doigt de gant » a partir
des cellules de I'ectoblaste. Pour rappel, 'embryon a ce stade est composé de deux couches
cellulaires (ectoblaste et entoblaste) formant une structure ovoide a grand axe antéro-
postérieur. Les cellules ectoblastiques migrent vers la ligne médiane pour former la ligne
primitive qui donnera naissance a son épaississement antérieur, au nceud de Hensen (Figure
1). L'invagination des cellules ectoblastiques de la ligne primitive débute au niveau du nceud
de Hensen et se prolonge en direction céphalique. En paralléle, le nceud de Hensen se
déplace en direction caudale au fur et & mesure que ce prolongement céphalique progresse.
Le processus notochordal s’allonge donc a son extrémité céphalique par prolifération des
cellules du nceud primitif de Hensen, jusqu’a la plaque préchordale, en méme temps que
régresse la ligne primitive. Vers le 23°™ jour, alors qu'il est enti€érement constitué, le processus
notochordal formé par du chordo-mésaoblaste et par un canal axial central, fusionne avec
I'entoblaste sous-jacent, puis se résorbe ventralement. Le tissu chordal est & ce moment en
continuité avec I'entoblaste et constitue dés lors la plaque chordale. Vers le 25™ jour, cette
derniére va se détacher de I'entoblaste et former un cordon cellulaire plein, la notochorde,
située au sein du mésoblaste, entre I'ectoblaste et I'entoblaste (Figure 2).

Si la notochorde est vouée a disparaitre, elle joue toutefois un réle primordial dans l'induction
de I'ectoblaste sus-jacent qui se différencie en neuro-ectoblaste formant la plaque neurale.
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Noeud de Hensen

Canal Chordal Ectoblaste

Mésoblaste

Entoblaste

Figure 1: Formation du nceud de Hensen (univ.ency-education.com)

Au-dessous, I'entoblaste va s’organiser pour former le tube digestif.

Les sclérotomes de chaque c6té de la notochorde, vont se rejoindre au-dessus et au- dessous
de la chorde pour constituer les vertébres. Progressivement, la chorde va présenter des
renflements correspondants aux disques et des rétrécissements au niveau des corps
vertébraux. Elle serait a 'origine du nucleus pulposus au centre des disques intervertébraux.
On observe une énorme dilatation au niveau de la région lombosacrée.
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Processus

notochoedal ‘

Entoblaste « —
1@
hA—J
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¢ >

Transformation du
processus notochordal
jours 16-22

A Début du 17* jour C Findu 17" jour

Figure 2: Différentes étapes de la formation de la notochorde (univ.ency-education.com)

La chorde s’étend alors depuis I'ébauche du sacro-coccyx jusqu’a la poche de Rathke sous
I'hypophyse. Elle passe donc a travers les corps vertébraux au niveau du tiers antérieur,
jusqu’a la pointe de I'odontoide, le corps de I'atlas et enfin la partie inférieure du clivus ; puis
elle traverse d’arriére en avant le basi-occiput pour se retrouver derriere le pharynx primitif ;
elle rentre a nouveau dans le basi-occiput pour finir dans la paroi osseuse derriere la
posthypophyse. (Figure 3)
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Pre sphenoid

Figure 3: Trajet de la Notochorde (en jaune : la notochorde, en noir : synchondrose spheno-occipital, en
rouge : canal cranio-pharyngien). S. Llorente Galéan et al.

Au fur et 8 mesure de 'organogénése et notamment de l'ossification des corps vertébraux, la
notochorde va entamer son processus d’involution. Ce processus qui débute vers la 6™
semaine peut se poursuivre jusqu’ a la deuxieme décennie de vie. Il est vraisemblable que ce
processus d’involution n’aboutisse pas totalement, et que des restes, des vestiges de
notochordes puissent persister tout au long de la vie de lindividu. Selon les données
autopsiques, il persisterait des vestiges notochordaux chez 2 a 5% des individus,
essentiellement au niveau du renflement sacro-coccygien (60% des cas environ) et dans la

région sphéno-occipitale (30 a 35% des cas) (15-17).

Cette persistance de vestiges de la notochorde serait a priori d’autant plus grande que les
remaniements embryologiques sont nombreux et importants. Cela expliquerait la
prépondérance de vestiges embryonnaires de notochordes au niveau des extrémités de I'axe
rachidien (sacro-coccyx et région sphéno-occipitale). De nombreux remaniements s’opérent
avec plicature du tube neural expliquant la possibilité de fragments résiduels détachés de la
notochorde désintégrée. Le rachis mobile est le lieu de beaucoup moins de modifications
embryologiques, d’ou la moindre concentration des vestiges notochordaux au niveau de celui-
ci. On a longtemps pensé que cette difféerence de concentration de vestiges notochordaux
pouvait expliquer I'apparition préférentielle des chordomes au niveau du sacrum et de la base
du crane et la moindre fréquence d’apparition au niveau du rachis mobile. Cependant des
données épidémiologiques récentes font état d’'une répartition équitable entre les chordomes
de la base du crane, du sacrum, et du rachis mobile (150).
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Pendant longtemps, certains ont pensé que le chordome se développaient a partir du nucleus
pulposus (noyau pulpeux) des disques intervertébraux. Si des restes de notochordes ont pu
étre mis en évidence dans le nucleus pulposus, il n’est pas le point de départ des chordomes
rachidiens. En effet, ces derniers se développent au niveau des corps vertébraux et non du
disque intervertébral. Trés souvent, I'envahissement de la tumeur implique uniguement une
seule vertébre et dans les rares cas ou plusieurs vertébres sont envahies, on observe en
général un respect du disque intervertébral.

L’origine privilégiée des chordomes se situe au niveau des vestiges de la notochorde,
lesquels se trouvent préférentiellement au niveau du clivus, de la couche sous-muqueuse
du nasopharynx, des corps vertébraux (partie antérieure de la vertébre) et la région sacro-
coccygienne (18,19). En conséquence, il apparait improbable que le développement du
chordome ait pour origine le disque intervertébral. Les chordomes trouveraient leur origine
a partir des vestiges de la notochorde et non de son seul résidu en fin d ‘évolution au niveau
du nucleus pulposus.

I.2. Histopathologie

Le chordome est une tumeur maligne présentant une différenciation notochordale. Virchow fut
le premier a caractériser I'histologie (18) en décrivant une masse constituée de cellules
« physaliphore » (vacuolée ou présentant des bulles) en référence aux nombreuses vacuoles
cytoplasmiques qui la caractérisent (2).

Du point de vue macroscopique, le chordome apparait comme une Iésion lobulée, de couleur
blanc-bleutée ou grisatre, de consistance molle, gélatineuse avec parfois des secteurs plus
fermes (cartilagineux). Elle est encapsulée avec typiquement une infiltration osseuse le long
des lignes de moindres résistances.

Sur le plan histologique, on trouve des zones de cartilage et de destructions osseuses, au sein
desquelles on a des foyers de chordomes mélangés a une abondante matrice cartilagineuse
(). La cellule caractéristique est la cellule physaliphore (en grec physalis bulle et phero porter)
dans laguelle on trouve de grosses gouttelettes ou vacuoles intracytoplasmiques remplies de
matériel mucoide (1). Ces vacuoles sont séparées par de fines cloisons intracytoplasmiques
(Figure 4). On peut observer des cellules plus fines, allongées, d’aspect étoilé qui auraient un
réle de précurseurs. Cependant, si la cellule physaliphore est la cellule caractéristique du
chordome, elle peut étre absente dans environ 10% des cas (1,2).

Dans la derniére classification OMS, publié en 2020, on distingue trois sous-types de
chordome. Le type «conventionnel» qui regroupe les sous type «classique » et
« chondroide », le type « dédifférencié », et un nouveau type récemment individualisé
« faiblement différencié » dénommé PDC (poorly differentiated, en littérature anglo-saxonne)
(2,19-22).
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[.2.1. Le chordome classique

Il présente une architecture lobulée séparée par des septa fibro-vasculaires. La cellule
« physaliphore » caractéristique est présente, de grande taille avec un cytoplasme bien
délimité, éosinophile et contenant souvent une ou plusieurs vacuoles optiguement vides
refoulant le noyau. (Figure 4)

"l :JM fﬂ .ﬁh

Figure 4: chordome classique (grossissement x 400). Cellule physaliphore (fleche) comportant une
vacuole (étoile). Labrousse et al. 2019.
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1.2.2. Le chordome chondroide

Il est assez similaire au type classique avec une matrice d’aspect chondroide pouvant étre
associée a des secteurs myxoides. (Figure 5)

Figure 5: chordome chondroide (grossissement x 150). Cellule physaliphore (fleche) avec matrice
chondroide (triangle). Labrousse et al. 2019.
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1.2.3. Le chordome dédifférencié

C’est une tumeur biphasique avec des zones de chordome bien reconnaissables et des
secteurs indifférenciés ou sarcomateux de haut grade. (Figure 6). Il se retrouve a la fois dans
la population adulte et pédiatrique.

Figure 6: chordome dédifférencié. Grossissement x 100. George et al. 2014.
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I.2.4. Le chordome faiblement différencié ou « Poorly differentiated, PDC »

Il est caractérisé par la perte d’expression SMARCB1/INI-1 (Figure 7). Ce sous-type PDC est
principalement diagnostiqué dans la population pédiatrique et il s’agit le plus souvent d’'une
tumeur de haut grade des le début de son évolution.

Figure 7: Chordome peu différencié (PDC, poorly differentiated chordoma). (Grossissement x 300),
Almeida et al. 2019
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[.2.5. Marqueurs immunohistochimiques des chordomes

Les marqueurs diagnostiques des chordomes sont en immunohistochimie, les cytokératines
(cytokératine AE1/AES3), la vimentine, la protéine S100, 'EMA (epithelial membrane antigen)
et Brachyury.

Figure 8: Marqueurs du chordome en immunohistochimie. (A) Cytokératine AE1/AE3 : expression forte et
diffuse. (Grossissement x 200). (B) EMA (antigéne épithélial de membrane) : marquage des cellules
tumorales. (Grossissement x 200), Labrousse et al. 2021

Une attention particuliere doit étre portée a Brachyury. Cette protéine est exprimée dans la
notochorde et il s’agit d'un marqueur trés spécifique des chordomes (24). La détection
immunohistochimique de la co-expression de Brachyury et des cytokératines est un élément
clé pour affirmer le diagnostic de chordome et présente une sensibilité de 98% et une
spécificité de 100% (23,24,26). L’expression de Brachyury permet de faire le diagnostic
différentiel entre un chordome chondroide et un chondrosarcome (25,26).
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Figure 9: Marqueurs du chordome en immunohistochimie. (A) Protéine S100 : marquage de la quasi-
totalité des cellules tumorales. (Grossissement x 200). (B) Brachyury : expression par les cellules
tumorales avec marquage nucléaire. (Grossissement x 400), Labrousse et al. 2021

Dans les chordomes dédifférenciés, I'expression de Brachyury et des cytokératines est perdue
au sein de la composante de haut grade. De plus, une perte de I'expression nucléaire de
SMARCBJ1/INI-1 peut étre observée dans une proportion significative de cas, alors qu’elle est
conservée dans la plupart des chordomes conventionnels (19).

Les chordomes « poorly differentiated » ou « PDC » sont caractérisés par la perte
d’expression SMARCB1/INI-1. La perte de SMARCB1/INI1 est spécifique de ce sous-type.
Cependant, ils conservent I'expression de Brachyury et des cytokératines contrairement aux
chordomes dédifférenciés (20-22,27). Les PDC ont des caractéristiques morphologiques
agressives, sans preuve de différenciation, et présentent un comportement clinique agressif
(28).

Le chordome apparait comme un groupe complexe de maladies rares. La derniere
classification de 'OMS en 2020 distingue 3 sous-types : conventionnel (classique et
chondroide), dédifférencié, et un nouveau sous-type, appelé « poorly differenciated »
(PDC).

La perte d’expression de SMARCB1, due a la perte 22q est associée aux types faiblement
différencié (PDC) (22,27) et dédifférencié (64,65) avec une prévalence accrue pour les cas
pédiatrique.

Nous voyons bien que la classification histologique des chordomes évolue avec le
développement des techniques biomoléculaires qui permet une meilleure classification de
la pathologie. L’amélioration des connaissances sur I'hétérogénéité morphologique et
moléculaire des chordomes reste donc essentielle. En effet, cette meilleure caractérisation
biomoléculaire peut permettre de mieux cibler d’éventuels agents moléculaires.
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I.3. Caractéristiques moléculaires et oncogenése

Du point de vue cytogénétique, le chordome est une tumeur plutdt hétérogene et présente des
caryotypes complexes. Les chordomes ont en général une charge mutationnelle extrémement
faible (29,30).

[.3.1. Données CGH et anomalies chromosomiques

La CGH a permis de mettre en évidence des changements quantitatifs du génome des
chordomes (Tableau 1). Scheil et al. (33) ont montré que les anomalies cytogénétiques
intéressaient davantage les pertes que les gains. Les pertes les plus fréquemment retrouvées
concernaient les chromosomes 1p, 3p, 4q, 10q, 13q. Phi Le et al. (7) ont retrouvé des pertes
chromosomiques plus nombreuses que les gains surtout sur 1p, 3, 4, 9, 10, 13, 14 et 18.

Les gains concernaient plus particulierement les chromosomes 7q, 12q, 17q, 209 et 22q (33).

Les techniques de cytogénétique moléculaire ont permis de cartographier les gains les plus
fréquents aux loci suivants : 7p15, 7p21-p22, ainsi que 7922, 7933, 7934 et 7936. De plus, il
a été montré que l'atteinte du chromosome 7 entrainait une altération de I'expression c-MET
et jouait un réle dans le développement et la progression du chordome (34).

Lononi et al. ont retrouvé une perte d’hétérozygotie de 1p36 dans 75-85% des cas. De plus,
cette équipe a pu cartographier 8 génes intervenant au niveau de I'apoptose au niveau de 1p
36. Les geénes concernés étaient : CASP9, DFFA, DFFB, TP73, TNFRSF1B, TNFRSF8,
TNFRSF9 et TNFRSF14 (35).

Dans le travail de Rinner et al (36), les anomalies cytogénétiques les plus fréquentes
concernaient les pertes des chromosomes 1, 4, 9, 10, 13, 14, 18, 20, et 22 et les gains 7,12
et 19 (36). Ce méme groupe a également mis en évidence une instabilité génomique avec une
perte de 3926.32 (intéressant le géne PIK3KA) et 3g27.3 (sur lequel est situé BCL6) indiquant
une implication potentielle de la voie PI3K dans la chordomagénese (35,36).

1.3.2. Principaux mécanismes oncogénétiques des chordomes

Brachyury est un facteur de transcription T box. Le géne lié a cette protéine présente un
domaine spécifique T box et se situe au locus 6g27. Ce géne contréle la production de
protéines inconnues mais qui interférent dans les étapes précoces du développement
embryonnaire et notamment de la notochorde (23).

Certains auteurs ont montré que Brachyury pouvait jouer un réle dans la chordomagenése.
Dans les chordomes familiaux, une duplication germinale de T sur le chromosome 6927 a été
rapportée (32). Otani et al. ont montré que le niveau d’expression de Brachyury était corrélé a
I'expression des geénes de la voie PI3K/Akt et que le nombre de copies somatiques du gene
Brachyury était positivement corrélé au niveau d’expression de Brachyury.

En dehors de la surexpression ubiquitaire du facteur de Brachyury, les « drivers » moléculaires
restent encore a déterminer puisque aucune mutation n’a été retrouvée dans plus de la moitié
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des cas sporadiques (29). Des mutations récurrentes apparaissent dans une petite proportion
de cas. Les plus fréquentes sont des mutations inactivatrices de LYST, un transporteur
lysosomal, dans 10% des cas (29), et du promoteur TERT (C228T/C250T) dans 8,8% des cas
(32).

1.3.3. Rble de la dérégulation du cycle cellulaire

La dérégulation du cycle cellulaire semble jouer un réle important dans la chordomagénése.
En effet, certains auteurs ont montré que la perte du géne CDKN2a sur 9p21.3 et la perte de
PTEN sur 10g23.31 pouvaient jouer un rdle dans la physiopathologie du chordome (37).
Kaloostian et al (38), ont mis en évidence une perte homozygote ou hétérozygote du géne
CDKN2A situé en 9p21 dans 70% des chordomes. D’autres auteurs ont montré que les taux
d’expression de CDK4, P53, Ki67 mais aussi 'index mitotique et la présence d’atypie nucléaire
étaient corrélés a la survie (116). D’autres études ont aussi montré I'implication de SMARCB1
dans la chordomagénése (37). Enfin, Brachyury pourrait étre impliqué dans la régulation de la
transcription d’'oncogénes intervenant dans diverses voies de signalisation du cycle cellulaire
(164).

I.3.4. Altérations génétiques en fonction de la localisation du chordome

Les différences moléculaires entre les chordomes du sacrum et de la base du crane n’ont été
analysées que dans quelques études. Sur des cultures cellulaires issues de chordomes du
clivus et du sacrum, Jager et al. (149) ont étudié I'expression des génes HOX, une famille de
génes impliquée dans I'embryogenése notamment dans la formation de I'axe antéro-postérieur
de 'embryon. Ces auteurs ont montré une plus forte expression des géenes HOXA7, HOXA9
et HOXA10 dans les lignées issues de chordomes du clivus comparativement a des lignées
provenant de chordomes sacrés. Ces connées pourraient indiquer que la régulation de
I'expression des génes serait liée au site anatomique.

A notre connaissance, il n’y a pas dans la littérature de séries de taille significative ayant réalisé
une analyse moléculaire en fonction de la localisation.
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Tableau 1: Principales variations du nombre de copie (CNV), Lemnos et al. 2020

Ercndal et ol. 2003 {13) Diczetal. 2012 {13) Hartioret gl. 2008 (12} Loctol. 2051 {23) Scetol. 2027 (£7) Scheiiétol. 2001 {16)
Nombra de tumeurs 6 22 21 21 10 H
Clivies 0 21 ] 2 10 5
Rachls b 1 11 15 0 11
123024 (30%) 1021.1925.2 (38%), 1931.3043 (38%)
5p15.313
5q31.1q31.2,5035.1935.3 (33%) 3q(38%|
6425 3627 (29%)
Tp21p22 (50%) chr 7 (68%) chr7 (52%) 1p36.3p22.3(25%) chr?
7q(67%) 7q(69%)
8g24.21g24.22 £g24.3{35%)
11912 2q11.4 (30%)
12p13.33p12.2(33%)
12q13.114913.13 12q{38%)
i5q11.2
16021422 (29%)
17q11.1g25.3 [25%) 1iq
19013 (50%) che 19 {55%) 19p133p13 .2 19p13.3913 43 (30%)
19912q13.43 33%)
20q{29%) chr 20 (20%)
L1pd6 33p11.1{57%) ip 1p(sa%)
2934q27.3(33%)
chr 3 {45%) hr3{N1%) Ip29p26.3 [(75%) 3p (50%)
cha(23%) apl6.3gi5.2 [a0%)
6321922.3(25%)
8p12p11 1(26%)
9p22p23 (50%) 9p24.3931.3{76% 9p24.3q34.3 (25%)
10p (51 %) thr 1D(81%) 10p15.3G26.3 (65%) thr 10
10g (57%)
11g14.3q25 (33%) 11p15.5p11.12 (30%)
12424 31 33%)
13g(61%) chril(33%) 13glig3a (60%) chrll 13g{31%)
14q (65%) chr 14 (32%) 14q11.1932 33 (65%)|
16p12.3q924. 3 {52%)
17p13.3p11.1(a8%) 17p13.3p11.1(35%)
chr 18 (48%) 18p11.32q23 (A0N)
19p11. 3p11 (a3%)
20p11.21q11.21({29%)
21922 26223 (29 %)
22q(71%) chr22(c7%) 22q11.1q13.33 (45%|

Xp22.33{29%)

Les anomalies chromosomiques du chordome concernent davantage les pertes que les
gains.

Les pertes cytogénétiques les plus fréquentes concernent les chromosomes 1p, 3(SETD2,
BAP1, PBRM1), 9p (CDKN2A), 10 (PTEN), 13, 14, et 22 (SMARCB1) (37,111).

Brachyury qui est un facteur de transcription T box dont le géne se situe sur 6g27, semble
jouer un réle dans la chordomagénése. Aucune spécificité moléculaire n’a été mis en
évidence en fonction des différentes localisations du chordome.

Les mutations génétiques sont peu nombreuses et les mécanismes oncogénétiques du
chordome restent a déterminer.

Si la chordomagénése n’est pas encore bien établie, le déreglement du cycle cellulaire
semble jouer un réle important.
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I.4. Données radiologiques

Au scanner, un chordome se présente comme une masse tissulaire bien circonscrite avec une
infiltration des structures avoisinantes et notamment une destruction Ilytique de l'os
environnant. Il peut y avoir des hyperdensités intra-tumorales correspondant a des séquestres
d’'os normal, sauf dans le cadre des chordomes chondroides ou il s'agit le plus souvent de
véritables calcifications tumorales. Des zones hypodenses peuvent étre observées
correspondant a des zones tumorales myxoides ou gélatineuses. Le chordome prend en
général le contraste. Au niveau du rachis mobile et du sacrum, le chordome infiltre un ou
plusieurs corps vertébraux avec ou sans infiltration épidurale ou des parties molles
avoisinantes. Le disque intervertébral est souvent épargné (39,40).

A I'IRM, en séquence T1, le chordome présente plutét un signal hypo-intense. Cependant on
peut observer de petits foyers tumoraux hyper-intense en T1 pouvant correspondre a des
micro-saignements intra-tumoraux ou une accumulation de mucus. En séquence T2, le
chordome apparait hyper-intense avec des septa hypo-intenses ainsi que des petits foyers
hypo-intenses correspondant soit a des zones hémorragiques, calcifiées ou a une
accumulation de mucus (39,40). La plupart des chordomes se réhaussent modérément aprés
injection de gadolinium et le degré de rehaussement serait corrélé au caractére agressif de la
tumeur ainsi qu’au risque de récidive ou de progression aprés exérése chirurgicale (41).

Figure 10: Chordome du clivus. Scanner avec injection de produit de contraste en coupe axiale (A), et
sagittale (B). Chordome lytique du clivus et du corps du sphénoide. Calcifications intra-tumorale (fléeches)
pouvant correspondre a des résidus osseux. Refoulement hypophysaire vers le haut (téte de fleche)
George et al. 2013
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Figure 11: Chordome du clivus. IRM en coupe axiale (T1) (A), et sagittale (B), avec infiltration des parties
molles et bombement dans le nasopharynx. La graisse de I’espace rétropharyngé est refoulée vers
I’avant (fleches blanches). Envahissement de la masse latérale de C2. La muqueuse du nasopharynx est
normale (téte de fleche). George et al. 2013.

Figure 12: Chordome du clivus. IRM en coupe sagittale T2 (A), et axiale (T2) (B), avec envahissement du
sphénoide, de la selle turcique et de la citerne opto-chiasmatique. La dure-mére est refoulée mais non
rompue (fleches). George et al. 2013
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Figure 13: Chordome du sacrum (€toile). IRM en coupe sagittale hyposignal T1 (A) et hypersignal T2 (B),
avec infiltration des derniéres piéces sacrées et du coccyx. Envahissement des espaces pré-sacrés et
épiduraux. L4 apparait hémangiomateuse (fleche). George et al. 2013

I.5. Prise en charge et traitement

Du fait de sa localisation anatomique et de la trés grande proximité avec des structures
neurovasculaires importantes, ainsi que de sa croissance lente et de sa résistance aux
traitements systémiques traditionnels, la prise en charge du chordome reste un défi majeur.
Celle-ci doit étre effectuée dans des centres expérimentés bénéficiant de toutes les ressources
thérapeutiques disponibles, au sein d’équipes pluridisciplinaires possédant la compétence
nécessaire. L’évaluation de la maladie doit toujours commencer par une imagerie du site
tumoral et de tout I'axe spinal. L'IRM est I'examen de référence (42), permettant de bien
différencier le tissu sain du tissu pathologique et reste la plus performante pour la détection de
métastases rachidiennes. Un scanner (TDM) en coupe osseuse fine doit étre réalisé avant tout
acte chirurgical et en cas de doute diagnostic.

I.5.1. Biopsie

Si le diagnostic histologique préopératoire est recommandé de principe, une biopsie peut étre
évitée dans certains chordomes de la base du crane ou du rachis cervical. En effet, la tumeur
peut engainer des éléments neuro-vasculaires rendant la biopsie problématique. Il existe par
ailleurs un risque élevé d’ensemencement tumoral sur la trajectoire de la biopsie (43). La
biopsie doit donc étre sécurisée et pratiquée dans un centre expérimenté avant toute
intervention chirurgicale. La biopsie doit toujours étre centrée sur le trajet de résection
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tumorale. Pour les chordomes du sacrum et du rachis mobile, la biopsie préopératoire guidée
par le scanner est recommandée. Le site de biopsie doit étre postérieur et le plus prés de la
ligne médiane (43).

1.5.2. Chirurgie

Pour les Iésions de la base du crane ou du rachis cervical haut, I'équipe chirurgicale doit
étre entrainée aux approches médianes, latérales et endoscopiques. La chirurgie a pour
objectif une résection tumorale maximale associée a une préservation des fonctions
neurologiques. Le monitoring des nerfs craniens est particulierement conseillé pour prévenir
tous risques de lésions (44). La résection RO est difficile a obtenir mais les nouvelles
techniques endoscopiques au sein d’équipes spécialisées et entrainées rendent cet objectif
de plus en plus accessible (45,46). Une résection R1 est un objectif chirurgical raisonnable.
L’objectif est alors la décompression du tronc cérébral, des voies optiques avec une réduction
de la masse tumorale afin d’améliorer l'efficacité de la radiothérapie ultérieure (43). La
localisation préférentiellement médiane et extra-durale du chordome permet ['utilisation des
approches endoscopiques endonasales. Les approches latérales (tranpétreuses et latérales)

sont nécessaires pour les extensions latérales importantes (44).

Pour les lésions du sacrum, I'exérése chirurgicale doit inclure le trajet de biopsie. La
résection en bloc est le principal facteur de bon pronostic a long terme. La chirurgie intra-
lésionnelle (exérése fragmentée) suivie d’une radiothérapie, ne doit pas étre une alternative a
la résection en bloc, si celle-ci est faisable. La rupture de la tumeur doit étre évitée au maximum
car elle conduit a une dissémination tumorale et une inévitable récidive locorégionale. Ainsi,
les classifications d’Enneking ou de Weinstain-Boriani-Biagini aident a définir les marges de
résections pour les chordomes du sacrum (21,47-50). La classification d’Enneking a été
développée a l'origine pour les tumeurs musculo-squelettiques et plusieurs modifications
doivent étre apporter afin de prendre en compte la dure-mére et 'anatomie intradurale propre
au rachis.

L’obtention de marges adaptées est cependant difficile a atteindre. Plusieurs mesures doivent
étre respectées pour augmenter les chances d’obtention de marges suffisantes. Par exemple,
le plan de résection antérieur doit inclure le fascia pré-sacré qui est quasiment toujours infiltré.
La résection doit inclure le mésosigmoide ou le mésorectum pour que la tumeur soit entourée
de tissu sain. Une résection segmentaire du rectum protégée par une colostomie peut étre
envisagée, mais reste assez rare. Elle est surtout envisagée lorsque la biopsie a été effectuée
a travers la paroi rectale (43).

Pour les tumeurs se développant au niveau de S4 et en dessous, la chirurgie est la meilleure
proposition thérapeutique pour le patient. Pour les tumeurs développées au niveau de S3, la
chirurgie est le traitement standard surtout si la préservation des racines S2 est possible (51).
Pour les tumeurs au-dessus de S3, la chirurgie a toujours une conséquence neurologique
importante avec un taux de résection RO peu élevé. Dans ce cas, le rapport bénéfice risque
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de la chirurgie par rapport a la radiothérapie seule doit étre discuté avec le patient (51). Pour
les tumeurs développées a partir de S1, la chirurgie a une morbidité importante. Par
conséquent, la radiothérapie seule doit étre considérée comme une alternative valable a la

chirurgie chez les patients aux fonctions neurologiques intactes.

Concernant les localisations thoraco-lombaire, la chirurgie doit suivre les mémes principes que
pour les chordomes du sacrum (43).

Pour les lésions du rachis mobile, tout comme les chordomes du sacrum, les
recommandations suivent la classification d’Enneking (47,48). L'objectif de la chirurgie reste
le méme a savoir I'obtention d’'une exérése en bloc, sans effraction intra -lésionnelle,
permettant de diminuer au maximum le risque de dissémination et donc de récidive loco-
régionale.

Le traitement chirurgical reste I'élément clé dans le traitement du chordome. La biopsie
pré-chirurgicale a visée diagnostique est conseillée mais non indispensable. En effet, si
I'environnement vasculo-nerveux la rend trop risquée et/ou si le risque de dissémination
est jugé trop important, elle peut étre évitée. Cette situation se présente surtout pour les
chordomes de la base du crane.

Beaucoup de progrés ont été fait sur les techniques endoscopiques endonasales
permettant d’obtenir des qualités de résection tout a fait acceptable et ainsi d’obtenir un
bon contrdle de la maladie.

L’objectif chirurgical pour les Iésions du rachis mobile et du sacrum est une exérése en
bloc, sans pénétration intra-tumorale, avec une exérése du trajet de biopsie.

1.5.3. Radiothérapie

La radiothérapie conventionnelle est inefficace comme unique traitement ou lorsqu’elle est
associée a des résections incomplétes (intra-lésionnelles) (52,53). L'efficacité de Ia
radiothérapie, dans le traitement du chordome est sujette a controverse (54-56). Cependant,
des données récentes suggerent que la radiothérapie moderne pourrait avoir un bénéfice dans
le cadre d’'un traitement adjuvant a une résection agressive, en particulier lorsqu’elle est
effectuée a un stade précoce de la maladie (52,57-60). La radiothérapie stéréotaxique a haute
dose permet un contrdle local durable, méme lorsqu’elle est utilisée comme traitement définitif
pour des patients ne pouvant bénéficier une chirurgie d’exérése agressive.

L’un des défis principaux de la radiothérapie est li¢ au riche environnement neuro-vasculaire
des chordomes, et en particulier les chordomes de la base du crane. En effet, cet
environnement est relativement radiosensible et souvent intimement lié voire circonscrit par le
chordome. La stéréotaxie, la planification dosimétrique et I'utilisation d’hadrons (comme les
protons et autres ions carbone) ont amélioré la délivrance de fortes doses de rayonnement
ionisant en épargnant I'anatomie voisine. La radiothérapie par hadrons tire parti de I'effet de
pic de Bragg, selon lequel la dose maximale de rayonnement délivrée par des particules
lourdes et chargées comme les protons et les ions carbone se produit & une profondeur précise
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(le pic de Bragg), et entrainant des doses relativement faibles de rayonnement dans le reste
du corps (61). La profondeur et la largeur du pic de Bragg varient en fonction de I'énergie du
faisceau et de la composition des tissus se trouvant dans la trajectoire du faisceau. Ces
techniques de radiothérapies permettent de délivrer de fortes doses de rayonnement au
niveau du tissu cible tout en épargnant les tissus traversés ou a proximité.

Concernant les photons, le pic de dépbt d’énergie est atteint pour une profondeur maximale
de tissu traversé infracentimétrique. L'énergie délivrée par la suite diminue de fagon
exponentielle. On comprend bien que l'irradiation d’une cible profonde par photon ne peut se
faire que dans des conditions particulieres et surtout nécessite [I'utilisation de multiples
directions de faisceaux (62).

Méme si la littérature n’est pas consensuelle sur le mode de rayonnement, la plupart des
centres experts utilisent la protonthérapie. Il n’existe aucune preuve de la supériorité d’'un type
de radiothérapie sur une autre. En revanche, plus que le type de rayonnement utilisé, plusieurs
études ont montré que le délai de l'irradiation par rapport a la chirurgie pouvait avoir un impact
sur le contréle local de la maladie. Ainsi, celui-ci apparait plus élevé (56,59) lorsque qu’il est
administré au moment de la premiére chirurgie sans attendre une éventuelle reprise évolutive.
Certaines études ont montré de bons résultats avec une radiothérapie préopératoire suivie
d’'un boost postopératoire (58).

La radiothérapie a un réle important dans la prise en charge des chordomes avec une place
centrale pour les hautes doses de rayonnement qui fournissent un bon controle local de la
tumeur. Les chordomes sont relativement résistant a la radiothérapie conventionnelle. La
radiosensibilité des chordomes est comprise entre 70-80 Gy. Les méthodes les plus
adaptées sont la proton thérapie et la radiochirurgie Gamma Knife (42) apres exérese.

I.5.4. Traitement médical et systématique

Le chordome est globalement résistant aux chimiothérapies traditionnelles (63,64). Certaines
thérapies ciblées ont montré un certain bénéfice. L'imatinib et le sunitinib sont tous deux des
inhibiteurs de tyrosine kinase ayant une activité contre les récepteurs PDGFR, KIT, VEGFR et
d’autres cibles moléculaires de la voie de signalisation des récepteurs Tyrosine kinase
connues pour étre surexprimées dans le chordome. Les premiers essais cliniques ont montré
une efficacité cependant modeste (65,66). La surexpression de EGFR et de c-MET dans
certains chordomes a permis l'utilisation d’agents anti-EGFR comme I'erlotinib et le lapatinib,
avec une efficacité relative mise en évidence sur de petites séries (67,68). L’afatinib, inhibiteur
de 'EGFR a lui montré une efficacité sur certaines lignées cellulaires étudiée in vivo et fait
I'objet d’essai clinique de phase 2.

Récemment, les CDK (cyclin dependant kinase) et en particulier CDK4 et CDK6 (69) ont fait
I'objet de cibles thérapeutiques. En ce sens, le palbociclib, inhibiteur de CDK4/6 a montré son
efficacité in vitro et fait actuellement I'objet d’'un essai clinique de phase 2 (69).

L'immunothérapie, comme dans d’autres pathologies néoplasiques, représente une voie
prometteuse dans le développement de nouvelles thérapies efficaces (70). Ainsi, les
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inhibiteurs de points de contrble (checkpoint) immunitaire (ICI, immune checkpoint inhibitors)
ont fait leur apparition dans la prise en charge du chordome. Ces anticorps thérapeutiques
ciblent ces co-signaux inhibiteurs entre cellules tumorales ou cellules présentatrices
d’antigenes et lymphocytes T, activant ou réactivant une immunité cellulaire T anti-tumorale.
Ainsi, on a montré que les points de contréle immunitaire PD-1 (anti-programmed cell death
protein) et PD-L1 (anti-programmed cell death ligand-1) étaient surexprimés dans des lignées
cellulaires de chordome (70,71). En ce sens, 'Avelumab (Anticorps monoclonal anti-PD-L1) a
montré son efficacité in vitro (72). Des essais cliniques de phase 2 sont en cours.

Brachyury a été testée comme autre cible potentielle du fait de son caractére quasi-ubiquitaire.
Il a déja été montré que l'arrét ou la diminution d’expression de Brachyury sur des lignées
cellulaires de chordomes entrainaient un arrét voire une mort de ces mémes lignées (73).
Certains auteurs ont montré un réle de Brachyury dans la progression tumorale et en particulier
le processus métastatique (74). En ce sens, des plateformes vaccinales se sont développés
afin d’induire une immunisation contre Brachyury (75). De nombreux types de vaccins sont en
développement et font I'objet de tests in vitro et d’essais cliniques (75). Enfin, plusieurs équipes
développent la thérapie génique visant a inhiber 'oncogéne, TBXT (facteur de transcription de
Brachyury) (76,77).

Les traitements systémiques conventionnels restent peu efficaces. Cette pauvreté des
traitements systémiques renforce la nécessité d’améliorer la compréhension de la
chordomagénese et plus largement de la biologie moléculaire des chordomes.
L’'immunothérapie est en plein développement avec de nombreux essais cliniques en
cours.
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Partie Il. Modéles animaux

Plusieurs types de modéles animaux ont développés. Il est important de bien prendre en
compte qu’ils ne sont que des représentations imparfaites des mécanismes génétiques
complexes qui interviennent dans le développement des cancers humains. En effet, il serait
assez réducteur de considérer le cancer comme un seul et unique processus pathologique. Il
est au contraire, d’'une considérable hétérogénéité intra et inter-tumorale tant sur le plan
génotypique que phénotypique impliguant de multiples voies de signalisation pour réguler sa
survie et sa croissance (78-80). Au cours des 20 dernieres années, de nombreuses études
fondamentales ont pu révéler les bases moléculaires de cette hétérogénéité des cancers
humains a l'aide de nouvelles techniques de séquencages. Ces analyses ont montré la tres
grande variété des altérations génétiques (mutations somatiques, amplifications et délétions
de génes) et épigénétiques (81-86). Cette complexité génétique et épigénétique ainsi que
'hétérogéneéité phénotypique qui en découle doit étre pris en compte dans l'interprétation et
I'extrapolation des données générées dans les modéles précliniques de cancers humains,
notamment concernant la pertinence des résultats dans I'évaluation de nouveaux agents
thérapeutiques.

Cependant, les modeles animaux de cancers humains et les informations biologigues in vivo
gu’ils peuvent fournir restent des supports incontournables dans la compréhension de la
physiopathologie et I'études de nouveaux agents. Si de nombreuses différences existent entre
les modeles animaux, les modéles murins permettraient un développement tumoral plus
rapide et plus homogéne, se révélant ainsi plus adaptés pour tester de nouveaux agents
thérapeutiques (87-91).

Ces modeéles murins précliniques peuvent étre établi par différentes techniques. Parmi elles,
on distingue les xénogreffes issues de lignées cellulaires qui sont greffées en général en sous-
cutanée ou en intra-musculaire. Il s’agit d’'une technique assez simple a effectuer et
relativement accessible du fait de I'existence et de la disponibilité préalable de la lignée
cellulaire étudiée. On distingue aussi les xénogreffes issues de tissus frais, sans intermédiaire
in vitro, implantées directement sur le petit animal. Il s’agit d'un modéle de xénogreffe
« primaire ». Le dernier grand type de modéle est le modele orthotopique qui consiste en
I'élaboration d’'une xénogreffe dans le méme tissu que celui dans lequel s’est développé le

cancer, permettant ainsi de conserver le microenvironnement tumoral.
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II.1. Xénogreffe ectopique issue de lignée cellulaire

Ce modele de xénogreffe apparait comme le plus simple a établir et a fait la preuve de sa
reproductibilité sur le petit animal immunodéprimé. Dans les années 1970, de nombreux
modeles de xénogreffes ectopiques se développent permettant une approche nouvelle pour
I'étude de la biologie et de la thérapeutique du cancer (87,88,90,91). Ces modeles issus de
lignées cellulaires tumorales offrent un moyen facile et efficace d’obtenir d’importantes
données de biologie translationnelle dans I'évaluation de nouvelles thérapeutiques, comme la
réponse a la dose, l'exposition plasmatique et toutes autres informations reliées a la
pharmacocinétiqgue et dynamique. Ces modéles permettent aussi d’étudier facilement I'effet
antitumoral et la tolérance de ces nouveaux agents.

Malgré ces avantages, les modéles reposant sur des lignées cellulaires présentent une
pertinence physiopathologique ainsi qu’une prévisibilité clinique limitées (79,80,89,92). La
principale limite réside dans la nature et les propriétés biologiques des lignées de cellules
tumorales sur lesquelles ils reposent (93,94). L’autre aspect limitant est en lien avec le site de
greffe. Dans la majorité des études, les greffes sont réalisées en tissu sous cutané ce qui ne
permet pas une croissance physiologique du greffon en raison de I'absence d’interaction du
microenvironnement et des tissus non cancéreux de I'héte (78,93-96).

Bien que I'étude de panels de lignées cellulaires aient produit une mine d’informations pour la
compréhension et I'étude de la biologie du cancer ainsi qu'au développement de nouveaux
agents thérapeutiques, les lignées sélectionnées présentent des caractéristiques biologiques
qui doivent étre prises en compte dans le contexte de leur utilisation pour des études in vitro
et in vivo.

La plupart des lignées de cellules tumorales ont été maintenues pendant des décennies dans
des milieux de croissances enrichis, cultivées en monocouche (et non dans des matrices
tridimensionnelles) et sous des teneurs en oxygenes non physiologiques. Ces conditions de
culture ont entrainé une sélection artificielle des cellules tumorales, aboutissant a des lignées
constituées de cellules principalement indifférenciées avec un fort potentiel prolifératif, ne
reflétant pas I'’hétérogénéité génétique et épigénétique de la tumeur primaire (88,92—94,97).
De plus, la culture prolongée de ces lignées cellulaires dans des conditions non physiologigues
a un impact sur leur fidélité génétique, en induisant des altérations supplémentaires, comme
des variations du nombre de copies de génes ou des mutations pouvant ainsi modifier le profil
transcriptionnel de la tumeur d’origine. Plusieurs études ont montré que, bien que les
« drivers » mutationnels soient souvent conservées dans les lignées cellulaires, la perte de
fidélité génétique donne naissance a des lignées cellulaires tumorales qui se ressemblent
toutes les unes des autres et qui s’éloignent de la tumeur d’origine dont elles sont issues
(82,93,94,97).

De plus, les taux de métastases des modéles ectopiques issues de lignées cellulaires sont
trés faibles voire inexistants, en grande partie en raison de I'absence de microenvironnement
tumorale adapté (78,88,92,95). Par conséquent, I'étude des effets thérapeutiques sur les
interactions entre microenvironnement tumoral et métastases, néovascularisation, et
mécanismes de résistance tumorale ne peut étre réalisée que de fagon incompléte avec ce
type de modéle (91,92,94,95,98).
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I1.2. Xénogreffe orthotopique

Les modeles de xénogreffe orthotopique consistent en I'implantation de cellules tumorales ou
de tissus tumoraux primaires au niveau du site tissulaire d'origine du cancer. Ce modéle
permet I'obtention de taux de métastases beaucoup plus élevés, et permet de conserver un
phénotype pathologique fidéle a la réalité (88,90,95,99-102). A la différence du modeéle
d’'implantation ectopique, I'implantation orthotopique simule plus étroitement le milieu naturel
de la tumeur d’origine, avec des réponses pathologiques et immunologiques relativement
intactes. L’obtention de modeéles animaux orthotopiques stables, fiables et reproductibles est
essentielle, car ils permettent d’étudier les mécanismes oncogénétique de progression
tumorale comme l'invasion locale et la dissémination métastatique.

Contrairement aux modeéles de xénogreffe de tumeurs ectopiques, les modéles orthotopiques
permettent I'étude du processus de progression tumorale et de dissémination a distance
(95,98,101,102). Les composants cellulaires non-malins qui se situent au niveau du
microenvironnement stromal des tumeurs comprennent les cellules inflammatoires, les
macrophages, les fibroblastes, les cellules endothéliales ainsi que les cytokines, les
composants de la matrice cellulaire et les protéines d’adhésion. Ces composants influencent
le processus métastatique des tumeurs, mais sont également capables de modifier la réponse
des tumeurs a des agents thérapeutiques cytotoxiques et anti-angiogénique (95,100-102).

Ainsi, les modéles orthotopiques paraissent les plus adaptés pour évaluer les effets de
nouvelles thérapeutiques ciblant les cellules tumorales directement ou leur
microenvironnement.

Cependant, les modeles orthotopiques présentent des inconvénients. Bien qu’ils permettent
de placer les greffes tumorales dans un microenvironnement le plus physiologique possible,
ils présentent les mémes limites que les modéles ectopiques établis a partir de lignées
cellulaires. Ainsi, la xénogreffe orthotopique issue de lignée cellulaire ne régle pas le probléme

de sélection artificielle in vitro des lignées cellulaires.

De plus, leur développement reste techniguement plus complexe que les modéles ectopiques.

Les modéles orthotopiques peuvent étre difficiles a établir et a entretenir, avec des taux de
prise de greffe et de croissance tumorale variables et avec une morbidité animale parfois
importante en raison de I'implantation chirurgicale orthotopique (88,95,100,101).

Par ailleurs, la surveillance du volume de la xénogreffe est beaucoup plus simple dans les
modeéles ectopiques sous-cutanés. La croissance de la xénogreffe peut étre suivie avec un
compas électronique, ce qui ne peut en général étre obtenu lors d’'une greffe orthotopique. Le
plus souvent, la surveillance de I'évolution des xénogreffes orthotopiques et la réponse
éventuelle a différents agents testés repose sur I'utilisation d’imagerie par résonnance
magnétique ou par tomographie par émission de positon voire par échographie doppler ou
bioluminescence. Ces méthodes de surveillance et d’évaluation sont certainement plus fiables
gue la surveillance manuelle mais sont techniquement et financiérement plus difficile d’accés
ce qui limite la mise au point des modéles orthotopiques (78,95,103,104).
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Les modeéles orthotopiques permettent d’étudier essentiellement les mécanismes de
progression tumorale qu'ils soient localisés ou métastatiques. Ces modeles orthotopiques
peuvent également étre utilisés efficacement pour des études précliniques de la survie en
testant de nouveaux agents thérapeutiques. lls sont plus difficiles a établir que les modeles
ectopiques et la surveillance peut s’avérer techniquement et financierement compliquée.

I1.3. Xénogreffe primaire

Les modéles de xénogreffes de tumeurs primaires font partie de la classe la plus récente de
modeéles précliniques de cancer et consistent en I'implantation directe de tumeurs humaines
fraichement prélevées (quelques heures apres la chirurgie) sur le petit animal (en général des
souris immunodéficientes). L'idée est de créer une greffe de tumeur humaine primaire de
maniére a préserver les caractéristiques génotypiques et phénotypiques de la tumeur humaine
originelle (105).

Il s’agit d’'une approche plus rigoureuse sur le plan expérimental et plus prédictive sur le plan
clinique pour le développement de nouveaux agents thérapeutiques (106). Cette approche
permet d’éviter les modifications moléculaires et épigénétiques ainsi que les faux profils de
croissance tumorale qui peuvent apparaitre apres de longues périodes de sélection in vitro
dans des milieux de cultures non physiologiques. De plus, I'autre avantage de ce modéle est
le maintien de [larchitecture cellulaire de la tumeur primaire et la conservation de
'hétérogénéité tumorale (105-109).

Il est important de noter que I'implantation orthotopique de greffons de tumeurs primaires offre
lavantage supplémentaire de mimer des modeles de métastases cliniquement pertinents
(108-110).

Il a été montré que le passage en série des xénogreffes primaires était stable sans changer
de maniére importante le profil de croissance, le phénotype et le génotype de la tumeur
originaire (106,108). Cette caractéristiqgue constitue un avantage considérable en termes de
cohérence et de reproductibilité dans I'évaluation pharmacologique in vivo de thérapeutiques
nouvelles ou déja établies, par rapport aux études sur les xénogreffes ectopique ou
orthotopique dérivées de lignées cellulaires. De plus, la réponse pré-clinique serait prédictive
de la réponse clinique (62,64,66,105).

Les modeéles de xénogreffes primaires permettent d’éviter les changements moléculaires
qui peuvent se produire in vitro. De plus, ils maintiennent I'hétérogénéité tumorale via la
conservation du microenvironnement. Ces propriétés lui conférent une plus grande stabilité
génomique et donc une meilleure conservation phénotypique de la tumeur humaine.

Les caractéristiques « orthotopique » et « primaire » des modeéles animaux permettent
donc une reproduction génotypique et phénotypique de la tumeur humaine avec une
grande fidélité et ainsi augmentent leur pertinence.
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Partie Ill. Objectifs du travail

La prise en charge d’'un patient atteint d’'un chordome repose actuellement sur une démarche
multidisciplinaire et trés spécialisée. Sa faible incidence, qui en fait une maladie quasi
orpheline et l'absence de traitements systémiques efficaces rendent son approche
thérapeutique complexe. La mise au point de modéles expérimentaux reproduisant
'environnement physiopathologique des tumeurs humaines permettrait de tester dans des
conditions optimales de nouveaux traitements. Cependant, ces nouvelles thérapeutiques ne
pourront étre efficaces qu’a condition que des cibles moléculaires pertinentes soient
identifiées.

Notre travail s’est orienté sur deux axes :

[1.1. Mise en place d’un modéle murin de chordome : 1°¢ étape du travail

Nous avons souhaité dans un premier temps mettre au point un modéle murin de chordome.
En effet, les modéles de chordome sont peu hombreux, peu fiables et difficiles a établir en
raison de la rareté de la pathologie et surtout d’'une croissance tumorale lente. Certaines
lignées cellulaires ont permis I'élaboration de modéles murins par greffe ectopique mais nous
avons vu que ces modeles avaient leurs limites. Afin d’étre le plus pertinent possible, le modele
doit étre primaire (sans intermédiaire in vitro entre le prélévement humain et le site de greffe
sur le petit animal) et orthotopique (greffé au sein du milieu naturel du chordome, c’est a dire
l'os).

L’objectif principal de cette 1°¢ étape était de développer et caractériser un modeéle
pertinent de xénogreffe primaire de chordome en milieu orthotopique sur la souris nude.

[1.2. Caractérisation biomoléculaire d’une série de chordomes : 2°™¢ étape de
travail

La physiopathologie de la chordomagenése est incompletement comprise. Si le rbéle de
Brachyury semble admis, les mécanismes conduisant a la dérégulation du cycle cellulaire sont
encore largement méconnus. De plus, trés peu d’études ont comparé les altérations
génétiques des chordomes en fonction de leur localisation.

L’objectif principal de cette 2°°™ étape était d’étudier dans une série de 43 chordomes de
la base du créne et du sacrum, les altérations cytogénétiques par aCGH et de rechercher par
NGS des mutations sur 84 génes intervenant dans le controle du cycle cellulaire.
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Partie IV. Travaux d’expérimentation

Nos travaux réalisés au cours de ce doctorat ont fait 'objet de deux publications. lls sont ainsi
présentés sous forme de thése par article publié ou soumis dans des revues a comité de
lecture, reconnues dans les domaines de la neuropathologie et 'oncologie.

- 1°" article : Salle et al. 2020 J Neuropathol Exp Neurol

Development of a Novel Orthotopic Primary Human Chordoma Xenograft Model: A Relevant
Support for Future Research on Chordoma.

Salle H, Pocard M, Lehmann-Che J, Bourthoumieu S, Labrousse F, Pimpie C, Lemnos L,
Guichard JP, Froelich S, Adle-Biassette H. J Neuropathol Exp Neurol. 2020 Mar 1;79(3):314-
324. doi: 10.1093/jnen/nlz121. PMID: 31841164

- 21®me article: Salle et al, 2021 Modern Pathology (« under review »)

Comparative analysis of histopathological parameters, genome-wide copy humber
alterations, and mutations in genes involved in cell cycle regulation in chordomas of the skull
base and sacrum.

Henri Salle, Leslie Lemnos, Karine Durand, Sylvie Bourthoumieu, Stéphanie Durand,
Sandrine Robert, Justine Pollet, Thibault Passeri, Rosaria Abritti, Sébastien Froelich, Homa
Adle-Biassette, Frangois Labrousse. Modern Pathology, 2021.
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IV.1. 1¢" article : modele murin de xénogreffe primaire de chordome en milieu
orthotopique

Les modéles animaux de chordome sont encore trop peu nombreux (111). Or I'établissement
de ces modéles reste un enjeu majeur pour I'étude et la compréhension de la physiopathologie
et 'oncogenése de ces tumeurs. De plus, ces modéles sont particulierement intéressant pour
tester in vivo de nouvelles cibles thérapeutiques dans le cadre de recherche pré-clinique.

Actuellement, la plupart des modeéles de chordome utilisés pour ce type de recherche
concernent des lignées cellulaires ou des modéles de xénogreffes issues de ces lignées
cellulaires. Le site de greffe est ectopique, sous-cutané dans la grande majorité des cas (112—
114).

L’objectif de cette étude expérimentale a été de développer un nouveau modele pertinent qui
pourrait servir de support pour toutes recherches thérapeutiques pré-cliniques et ainsi tester
de nouvelles cibles. Ce futur modéle, pour étre pertinent doit étre primaire et orthotopique.

Nous avons greffé sur la souris nude une série de prélevements macroscopiques de
chordomes issus directement du bloc opératoire. Les sites de greffes étaient doubles avec des
greffes au niveau sous-cutané et d’autres au niveau du sacrum en milieu orthotopique. La
croissance tumorale était monitorée sur plusieurs mois. Les taux de prises de greffes entre les
deux sites (sous-cutané et osseux) ont été comparés.

Nous avons montré que le taux de prise de greffe était plus élevé pour les greffes
orthotopiques que pour les greffes ectopiques. Les xénogreffes orthotopiques ont été
transplantées en série jusqu’au 5°™ passage.

Une analyse histologique a montré que la xénogreffe infiltrait I'os.

De plus, sur le plan moléculaire, les analyses en CGH et en NGS ont révélé que le modéle
était stable passages aprés passages.

En conclusion, un nouveau modele de xénogreffe primaire de chordome en milieu
orthotopique a été mis au point. Nous avons montré que ce type de modéle pertinent était
faisable malgré le phénotype a croissance lente du chordome. Ce modéle a I'avantage d’étre
reproductible, facile et peu morbide pour I'animal. Il servira de support pour étudier de
nouvelles cibles thérapeutiques.
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Abstract

Chordomas are slow-growing rare malignant neoplasms. The aim
of this study was to establish a primary model of chordoma in the
lumbosacral orthotopic area, to compare the growth rate to the sub-
cutaneous site, and to show that this new graft site optimizes tumor
growth and bony invasion. Eleven chordoma samples were trans-
planted subcutaneously in the flank and/or in contact with the lum-
bosacral region and grown into nude mice. Engraftment rate was
significantly more successful in the lumbosacral environment com-
pared with the flank at PO. Two xenografts from 2 patients showed
bone invasion. One tumor was maintained through multiple rounds
of serial transplantation, creating a model for study. Histological and
immunostaining analysis confirmed that tumor grafts recapitulated
the primary tumor from which they were derived, consisting of a
myxoid chordoma expressing brachyury, cytokeratin AE1, EMA,
and VEGF. Clear destruction of the bone by the tumor cells could be
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demonstrated. Molecular studies revealed PIK3CA and PTEN muta-
tions involved in PI3K signaling pathway and most of the frequently
reported chromosomal alterations. We present a novel orthotopic
primary xenograft model of chordoma implanted for the first time in
the lumbosacral area showing bone invasion, PIK3CA, and PTEN
mutations that will facilitate preclinical studies.

Key Words: Chordoma, Orthotopic xenograft model, Patient
derived xenograft (PDX), PIK3CA mutation, PTEN mutation.

INTRODUCTION

Chordomas are rare malignant bone tumors that occur
along the axial skeleton and skull base. The overall incidence
for chordoma is estimated around 0.465 per 1000 000. Global
prognosis is hampered by the local invasiveness and recur-
rence of the chordoma rather than the occurrence of metastasis
that generally occur late in the course of the disease (1, 2). We
have reported prognostic and therapeutic markers in the larg-
est series of patients (3). In this series, we described the pres-
ence of activating hotspot mutations (p.His1047Leu and
p.Glu542Arg) in the PIK3CA gene in chordoma (3). Other
mutations in PIK3CA have also been reported (4, 5).

Because of the low incidence of the tumor and the lack
of large randomized studies, therapeutic strategies are not well
defined. The most efficient therapeutic strategy consists of to-
tal resection followed by radiotherapy. Because chordomas
are radioresistant, a dose of at least 74 GyE should be deliv-
ered using conventional fractionation (1.8-2 GyE) for photon
and proton therapy (2). Moderate hypofractionation is feasible
using carbon ions and a standardized approach has been pro-
posed by the chordoma consensus group (2). Despite these ag-
gressive treatment strategies, the recurrence rate is high and
the long-term prognosis remains poor.

Together, these data underline the need for development
of animal models to better characterize the pathophysiology of
chordoma, including the molecular mechanisms involved in
oncogenesis, tumor growth or recurrences, and to identify
novel therapeutic agents. However, to date, the establishment
of such models has been difficult due to the slow rate of tumor

6102 Jaquiedaq /Z Uo 1asn Ateiqr Alun 1iqiepueA Aq §9/8/95/1 Z1ZIuuaul/g 601 01 /I0pAcRISqe-ajole-80uBAPE/UBUlWO0D dNo lWepeoR)/:sd)y Wol papeojumod

42



Salle et al

| Neuropathol Exp Neurol ® Volume 0, Number 0, 2019

growth. To the best of our knowledge, 4 types of models are
currently available: Cell lines (6-8), subcutaneous xenografts
established from cell lines (7, 9-12), primary subcutaneous
xenografts (13, 14), and an orthotopic primary xenograft (15).
An extensive cell line/PDX resource is organized by the
Chordoma  Foundation  (https://www.chordomafoundation.
org/research/disease-models/).

The establishment of primary tumor graft models
includes the direct implantation of freshly excised human pri-
mary tumors into immune deficient mice, followed by serial
transplantation. Several lines of data suggest that immuno-
compromised mice engrafted with primary human tumors re-
tain the genotypic and phenotypic features of the original
human tumor (16, 17). They afford a more clinically predic-
tive approach to oncology drug discovery (18-20). Compared
with cell lines, some data show that this approach allows the
maintenance of the primary tumor cell architecture, the reten-
tion of the inherent genetic heterogeneity of the original tumor
and avoids in vitro selection of tumor cells (16, 17, 21-24). In
addition, it has been shown that orthotopic models would be
more relevant to target processes involved in local invasion
and have similar tumor microenvironment as the original tu-
mor (17, 25-30). Taken together, these findings suggest that
transplanting the tumors in an orthotopic site would increase
the engraftment of primary tumor and decrease selection of tu-
mor species. Therefore, they represent one of the best preclini-
cal drug discovery models.

According to the National Cancer Institutes’ (NCI) NCI
Dictionary of Cancer Terms, we postulated that an orthotopic
place could be represented by bone surrounding the nervous
system. The lumbosacral area was preferred compared with
the clivus in order to allow tumor growth and avoid animal
suffering and mortality related to the growth of the tumor. The
goal of our study was to establish the first primary xenograft
model of chordomas implanted in lumbosacral area and to
compare the growth potential of human chordomas after sub-
cutaneous and orthotopic engraftment in immunocompro-
mised mice. We also analyzed the presence of mutations in
genes classically altered in solid tumors and copy number var-
iants using targeted next generation sequencing (NGS) gene
panel and array comparative genomic hybridization (aCGH)
in primary tumors and subsequent passages.

MATERIALS AND METHODS

Samples of Human Chordoma

Tumor samples were obtained from 10 patients with his-
tologically proven chordoma presenting to Lariboisiére Hospi-
tal (Paris) for surgery between December 2012 and November
2013. Nine patients were previously untreated (1 patient had
received proton therapy) and underwent preoperative imaging;
the management of the cases was decided in a multidiscipli-
nary meeting. All of the tissue samples were collected after In-
stitutional Review Board approval and after written informed
consent was obtained from all of the patients.

All fresh tumors were obtained directly in the operating
room under sterile conditions, and immediately immersed in
culture medium (IMDM/RPMI, 10% fetal bovine serum,
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antibiotics and antifungal [ThermoFisher Scientific, Paris,
France])).

Animal Experimentation

All experiments were performed in accordance with the
European ethical rules (Decree No. 2001-131 of February 6,
2001, related to the European Directive 86-609-EEC 1986)
and the national charter on the ethics of animal experimenta-
tion established in 2008. Immunodeficient nude mice (4-6-
week-old females) were used for the study. The animals were
maintained under specific pathogen-free conditions, and irra-
diated food and water were supplied ad libitum. Mice were
anesthetized via inhalation of isoflurane (2.5%, Baxter, Paris,
France) with a 1.5L/minute flow. Anesthesia was maintained
at 2% isoflurane. Each mouse received buprenorphine
(0.1 mg/kg subcutaneously, Baxter) during surgery, then every
12 hours for 2 days following surgery. Following surgery, the
mice were maintained at 37°C and observed until awakening
as previously described (31, 32).

Establishment of Subcutaneous and/or
Orthotopic Xenografts

The tumor samples were cut using a sterile bistoury into
small pieces. For the subcutaneous grafts, mice were anesthe-
tized and a skin incision was made with scissors after skin dis-
infection. A small tumor sample around 3-mm diameter was
introduced subcutaneously after careful dissection of the sub-
cutaneous plane as previously described (31).

For orthotopic xenografts, bones lesions were induced at
the level of the lumbosacral region by removing the spinous
apophysis or by laminectomy using scissors and the sacrum
was scraped. The tumor was introduced into the operative site
in contact with the area of the damaged bone. Skin closure
was carried out using a continuous suture with Monocryl 5/0
(Ethicon, Somerville, NJ), and the skin was closed with sta-
ples, establishing the primary passage ([PO] initial transplant
from human to mouse).

In Vivo Evaluation of the Transplant

In order to analyze the size of the transplant and the re-
producibility of the method on freshly grafted mice, animals at
PO were studied using a 7T MRL Two view planes were used
(axial, sagittal).

Evaluation of Engraftment and Serial
Transplantations

To evaluate the engraftment and tumor development at
PO, the transplanted mice were monitored at least twice a
week for 3months. Tumor dimensions were measured using
calipers and the tumor volumes were calculated using the for-
mula: V=a x b* x /5 (a: longer diameter, b: the shortest di-
ameter) as previously described (33).

The animals were killed after 3 months. The engraft-
ment was considered successful if the tumor had a minimum
side of 5Smm, which means a volume greater than 62.5mm".
Serial transplantation of tumors was performed when the
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tumor exceeded 2 cm in minimum diameter (15). Mice were
killed for collection of tumors if any pain, severe disability, or
tumor diameter >2cm was reached in accordance with institu-
tional humane animal use protocols. Xenografts were excised
and part of it was cut into small fragments and then implanted
subcutaneously and/or in lumbosacral region in a group of 5
mice (P1). Part of the tumor was fixed in formalin and proc-
essed for histological and immunohistochemical studies, and a
fragment was cryopreserved in liquid nitrogen and stored at
—80°C. The sacrum and the tail were dissected and fixed in
formalin. Serial xenografts were established and mice were
monitored for 3months.

Histopathological and Immunohistochemical
Analyses

The classification and the grading of the chordomas from
the patients and the xenografts were performed as reported previ-
ously (3). Tissue sections from the patient samples and serial
xenografts were analyzed. The sacrum was decalcified and sec-
tioned into 3-mm-thick slices and embedded in paraffin blocks.

For light microscopic examination, 5-um-thick
formalin-fixed-paraffin-embedded sections were stained with
hematoxylin, eosin, and saffron (HES), Alcian blue and proc-
essed for immunohistochemistry using the antibodies listed in
Table 1. Ki67, p53-labeling indexes (LIs) were calculated us-
ing the ImageJ “cell counter” tool (https://imagej.nih.gov/ij/)
on photographs taken at X200 magnification.

Molecular Analysis
DNA Extraction

In order to perform a molecular profiling of the original
tumors, xenografts at PO-P4, 10 x 10 pm formalin-fixed, par-
rafin-embedded (FFPE) tumor sections were prepared and au-
tomated DNA extraction was performed using the Maxwell 16
FFPE Tissue LEV DNA purification kit (Promega, Lyon,
France) on a Maxwell 16 instrument (Promega). DNA was
quantified using a fluorometric system Quantus Fluorometer.

Targeted NGS Gene Panel

DNA was qualified by PCR quantification and ana-
lyzed by targeted NGS technology using the Ampliseq
colon-lung v2 panel (ThermoFisher Scientific) on a PGM se-
quencer (ThermoFisher Scientific) according to the manu-
facturer’s instructions. Bioinformatic analysis was
performed with Sophia Data-Driven Medicine software as a
service (Sophia Genetics, Saint-Sulpice, Switzerland). Var-
iants with an allele frequency >5% and a coverage >1000x
were retained.

Array Comparative Genomic Hybridization

aCGH was performed using G3 Human CGH microar-
rays 8 x 60K (Agilent Technologies, Courtaboeuf, France)
following the manufacturer’s instructions. Male and female
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TABLE 1. Characteristics of the Antibodies Used in the Study

Antibody Clone Provider Reference  Specie Dilution
Brachyury Polyclonal Santa Cruz SC-20109  Rabbit  1/200
CK AE1/AE3 AEI/AE3 Dako M3515 Mouse 1/50
EMA E29 Dako M613 Mouse  1/200
EGFR 3C6 Ventana 790-2988  Mouse Pure
Glutl Polyclonal Mlllipore 07-1401 Rabbit  1/200
Ki-67 K2 Zytomed MSKO018-05 Mouse 1/400
KL1 KL1 Immunotech IM1918 Mouse 1/100
p53 Do-7 Dako 35038 Mouse 1/200
VEGF Polyclonal Millipore ABSS82 Rabbit  1/1000

Agilent reference DNA were used as the normal reference
samples and tumor DNA as test samples.

Reference cells were fragmented by heating at 95°C
for 10 minutes. DNAs were labeled with Cy5 (reference
DNA) and Cy3 (tumor DNA) fluorescent dUTP, respec-
tively, using the SureTag Complete Labeling Kit (Agilent
Technologies). Labeled test and reference DNAs were
mixed, coprecipitated with isopropanol and washed with
ethanol to remove the unincorporated nucleotides and dyes.
The efficiency of the labeling was measured for all samples
using a NanoDrop spectrophotometer (ThermoFisher Scien-
tific). Labeled DNAs were resuspended in hybridization so-
lution and hybridized on the array slides under rotation at
67°C for 24 hours in a hybridization oven. Following hybrid-
ization, microarray slides were washed according to manu-
facturer’s instructions and scanned immediately on an
Agilent Surescan DX Microarray Scanner (Agilent Technol-
ogies). Agilent CytoGenomics software (Agilent Technolo-
gies) was used to visualize, detect and analyze copy number
changes. Copy number variants were identified using the ab-
erration detection method 2 (ADM-2) statistical algorithms
with a threshold of 6.0. Positive aberration calls were de-
fined with the minimum number of 3 consecutive probes
and the minimum absolute average log ratio of 0.25. Geno-
mic coordinates are based on genome hg19.

Statistical Analysis

The Chi-squared test was used to assess the relation-
ship between 2 categorical variables: Graft site (flank or
lumbosacral) and engraftment result. The significance
level was set at 5%.

RESULTS

Cohort Demographics and Histological
Characteristics of the Human Samples

Eleven tumor samples from 10 patients were collected
at the skull base, spinal axis, or sacrum. In the first patient, the
primary tumor and the tumor regrowth after 4 months were
both available (Fig. 1). Clinical characteristics of the patients
are summarized in Table 2.

The chordoma from patient 1 consisted in a lobulated
myxoid chordoma containing physaliphorous cells. Necrosis
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FIGURE 1. MRI of Case 1 showing primary clival chordoma after regrowth. Case at the origin of the primary orthotopic model.
(A) Sagittal postcontrast T1-weighted MR image shows a lobulated clival tumor demonstrating marked but heterogeneous
enhancement. The lesion is measuring 34 x 44 x 40 mm. (B) Axial postcontrast T1-weighted MR image. The tumor invades the
left cavernous sinus, the sphenoid sinus, and the sellar area. (€) Coronal T2-weighted MR image. The tumor shows low-signal-

intensity septations that separate high-signal-intensity lobules.

TABLE 2. Clinical Data and Site of the Xenografts
Patient Age Gender Tumor Type Location Number of Graft

Grafted Location
Mice (P0)
1 72 Female Primary Clivus 4 FK: 4
1 72 Female Regrowth Clivus 5 LS:5
FK:5
2 55 Male  Primary Cervical spine 5 LS:5
FK:2
3 23 Female Primary Clivus 4 LS:4
4 52 Male  Primary Clivus 5 LS:5
FK:5
5 71 Female Primary Clivus 4 LS:4
FK:4
6 51 Male  Primary Cervical spine S LS:5
FK:5
7 60 Male  Primary Sacrum S LS:5
8 59 Male Primary Clivus 1 LS:1
9 56 Male  Regrowth Clivus ] LS:5
10 67 Male  Primary Sacrum 5 LS:5

Abbreviations: FK, Flank: LS, Lumbosacral.

and karyorrhectic nuclei were present. One mitosis was pre-
sent in 2.5mm? (10 high-power field [HPF]), the remaining
tissue was necrotic. Tumor cells were immunolabeled with
cytokeratin AE1/AE3, cytokeratin KL1, EMA, brachyury,
VEGF, Glutl, and Galectine-3 (Fig. 2). Seven patients had
well-differentiated myxoid or mixed subtype of chordoma
with classical myxoid and chondroid features. Samples from
patient 7 showed necrosis, 2 mitosis/10 HPF (2.5 mmz) and a
high Ki67 LI (30%). Patient 9 had a myxoid and chondroid
chordoma, 3 mitosis/10 HPF and a high Ki67 LI (22%; Sup-
plementary Data Fig. S3).
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Comparison of Engraftment Process of
Chordomas at PO according to the Site and In
Vivo Analysis

Eleven chordomas from 10 patients were grafted into 48
mice, in the flank only (n=4), in the lumbosacral only
(n=23), orin both sites (n =21) for a total of 69 transplants at
PO (Table 2).

Tumor engraftment did not affect the welfare of the ani-
mals. They had normal activity and did not suffer. The site of
the graft was easy to see and follow. There was no skin ulcera-
tion and no deaths during the monitoring of tumor growth.

We examined mice at PO using 7 Tesla MRL In the
flank, the growth of the xenograft remained confined to the
subcutaneous compartment with no invasion of the surround-
ing tissues, while in the lumbosacral the xenograft grew in
contact with the bone (Supplementary Data Figs. S1 and S2)
especially with the posterior arches.

We obtained 38 successful engraftments from all the
tumors out of the 69 xenografts corresponding to an overall
engraftment rate of 55% (38/69): The engraftment rate was
significantly more successful in the lumbosacral (63%, 28/44)
compared with the flank (40%, 10/25) (p=0.00075; Table 3).

The results were confirmed when considering the sub-
group engrafted simultaneously in the flank and in the lumbo-
sacral, showing a significantly successful rate of engraftment
rate in the lumbosacral (76%, 16/21) compared with the flank
(28%, 6/21) (p= 0.00035; Table 4).

Together, these data suggest that the orthotopic engraft-
ment was more successful than subcutaneous site.

Serial Passage of the Orthotopic Primary
Chordoma Xenografts

Among the 38 successful grafted mice (P0), 2 different
xenografts from 2 patients that presented the highest rate of
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FIGURE 2. Histological and immunohistological characteristics of the primary chordoma. (A) Differentiated myxoid chordoma
with necrosis and few karyorhectic nuclei. (B) Note the presence of mitosis. (€) Alcian Blue staining highlighting the myxoid
background. (D) Strong immunostaining using anti-Cytokeratin AET/AE3 antibody. (E) Nuclear immunostaining using
antibrachyury antibody. (F) Numerous Ki67-positive nuclei. (G) Tumor cells showing anti-VEGF immunoreactivity. (H) Tumor
cells showing anti-Glut1 immunoreactivity.
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TABLE 3. Number and Locations of Engraftment and
Evaluation of the Rate of Engraftment by Site

Site Engraftment

Success Failure Total
Flank graft 10 15 25
Sacrum graft 28 16 44
Total 38 31 69

Flank 40%, (10/25); Lumbosacral 63%, (28/44); p = 0.00075.

TABLE 4. Subgroup of Mice Grafted Simultaneously in the
Flank and Lumbosacral Area; Number and Locations of En-
graftment, Evaluation of the Rate of Engraftment by Site

Site Engraftment

Success Failure Total
Flank 6 15 21
Sacrum 16 ] 21
Total 22 20 42

< ant]

The engrafi rate was si e
21) compared with the flank (28%, 6/21); p=0.00035.

ful in the lumbosacral (76%, 16/

growth in the sacrum at PO (2c¢m in minimum diameter) were
subsequently grafted into Pl animals: 1 from patient 1’s
regrowth and 1 from patient 9.

Among these, the xenograft from patient 1 was chosen
and subsequently serially passaged in the sacrum and/or in the
flank until P5 with the following success rate: P1 (12/14), P2
(12/14), P3 (10/13), P4 (6/6), PS5 (5/5). The PO xenograft from
patient 9 was transplanted into 4 P1 mice and showed massive
bone invasion but was not maintained because of previous
proton therapy.

Histological and Immunohistological
Characteristics of the Model

Macroscopically, the xenografts were encapsulated,
multi-lobular, with a gelatinous consistency. Histological
analyses showed that the xenografts resembled the primary
tumor from which they derived: Myxoid chordoma com-
prising physaliphorous cells on a myxoid background
forming lobules separated by fibrous septa (Fig. 3). Areas
of necrosis were present. The mitotic index of the grafted
samples was 2.5 per 10 HPF (2.5 mmz) at PO and remained
stable (3.1-3.5 per 10 HPF). Tumor cells were
immunolabeled with brachyury, cytokeratin AE1/AE3,
KL1, EMA, and VEGF. The mean Ki67 LIs varied between
26.60% and 30.88% per animal group for each passage, no
significant difference was found between Ki67 LI between
the groups (p =0.954). Paraffin blocks of the orthotopic
xenografts were cut for histological investigation. In 4 or
more mice (at PO, P2 and P3), the chordoma xenografts
destroyed the sacrum, invaded the bone and/or the bone
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marrow (Fig. 4). Of note, we examined only a few superfi-
cial sections from each block.

Notably, the xenograft from patients 9 at PO showed
chondroid and myxoid features and 41% Ki67 LI (Fig. 5; Sup-
plementary Data Fig. S4). The xenograft transplanted into 4
P1 mice showed a chondromyxoid chordoma with a dediffer-
entiated component, necrotic areas, high mitotic rate (up to 70
mitosis per 10 HPF) and high Ki67 LI (22%-38%, mean value
30.7%), which massively invaded the bone (Fig. 5; Supple-
mentary Data Fig. S4).

Molecular Analysis

NGS gene panel compare the alterations of the initial tu-
mor, P1 and P4 xenografts. Even if the targeted sequencing
panel is not specifically dedicated to chordoma, it allows the
analysis of genes classically altered in solid tumors, such as
KRAS, BRAF, PIK3CA, EGFR, PTEN, TP53. We identified
a PTEN mutation (p.Asp24His) described to be pathogenic
(referenced in Catalogue of Somatic Mutations in Cancer,
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) in the initial tumor as well
as in passages P1 and P4. We could also detect an additional
mutation in the PIK3CA gene (p.Met1040Thr), but only in the
P1 and P4 samples. No additional pathogenic alterations could
be detected, either in the highly mutated TP53 gene, or in
other frequently altered genes. For patient 9, no gene mutation
was observed.

Concerning aCGH, in the case of patient 1, we com-
pared primary tumor, tumor regrowth, P2, P3, and P4. We
found 17 copy number variants on primary tumor, tumor
regrowth and passages P2, P3, and P4: 13 DNA losses and 4
gains (Table 5). DNA losses occurred in chromosomes 1, 3,
4,9, 10, 13, 16, 19, and 22. Gains occurred in chromosomes
7, 19, 22. Two additional DNA losses occurred in chromo-
somes 14q and 21p at the fourth passage (P4). PIK3CA and
PTEN genes located respectively in 7q22.3 and 10q23.31
were involved in these chromosomal alterations (Table 5;
Fig. 6).

Concerning aCGH of the xenograft of patient 9 model,
we compared primary tumor and passage PO. We found 13
copy number variants on primary tumor and passage PO. DNA
losses occurred in chromosomes 1, 3, 4, 9, 10, 13, 14, 21.
Gains occurred in chromosomes 1, 5, 7, 22. At PO, 2 additional
DNA losses occurred on chromosomes 3q and 3p and 1 addi-
tional DNA gain occurred in chromosome 7p. EGFR gene lo-
cated on 7p was probably involved in this chromosomal gain
(Table 6).

DISCUSSION

In the present study, we successfully developed a novel
orthotopic xenograft model of chordoma that was passaged
from PO to P5. The xenografts were histologically and immu-
nohistochemically identical to the primary tumor. Tumor cells
were immunostained with brachyury, cytokeratin AE1/AE3,
KL1, EMA, and VEGF. Importantly, brachyury immunolabel-
ing produced a nuclear signal, which is mandatory for the di-
agnosis of chordoma (3), while cytoplasmic labeling that is
reported in some studies does not have a diagnostic value. Nu-
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FIGURE 3. Immunohistological characteristics of the passages. (A-E), P1; (F-1), P2. (A) Myxoid chordoma showing mitosis
(x400). (B) Anti-CK AET/AE3 immunoreactivity (x400). (€) Brachyury-positive nuclei. Note 2 mitotic figures (x400). (D)
Numerous Ki67-positive nuclei and mitotic figures (x400). (E) Anti-VEGF immunoreactivity (x400). (F) Myxoid chordoma
showing mitosis (x400). (G) Brachyury-positive nuclei (x400). (H) Numerous Ki67-positive nuclei (x200). (I) Anti-VEGF

immunoreactivity (x400).

merous studies had shown the benefits of mice xenograft mod-
els for the development of rational drug combination
approaches or guiding new therapeutic strategies (16, 25, 26,
28-30). Indeed, the abundant serially propagated tumor mate-
rials allow an extensive biochemical, molecular, and pharma-
cological profiling to identify potential gene signatures or
biomarkers regarding targeted therapies.

Few chordoma models are available. There are 2 well-
established chordoma cell lines, U-CH1 and U-CH2 (6, 8).
The first subcutaneous xenograft models were established in
2010 from 2 cell lines, EACH-1 and UCH-1 (11), which were
subcutaneously transplanted into athymic nude or NOD/
SCID/interleukin 2 receptor mice. Three other subcutaneous
xenograft models were developed from the cell line JHC7 be-
tween 2011 and 2012 (9), and from MUG-Chorl (34) and
CH22 (7). The first primary human subcutaneous chordoma
xenograft model from fresh tumor samples was established in
2012 (14). The first orthotopic models from cell lines (UCH1
and JHC7) were established in 2017 (35). However, prolonged
cultures from cell lines may impact their genetic fidelity and
the pathophysiological relevance of the xenografts (17). In
2013, Trucco et al established another type of chordoma xeno-
graft by injecting a single cell suspension from a primary tu-
mor sample into the parasacral region of immune deficient
mice (36). After 3months, the resulting xenograft was
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harvested and remained viable after freezing in RPMI 1640
with 10% DMSO without subsequent transplantation. Later,
the frozen tumor was thawed and implanted subcutaneously
into the flanks of NOD/SCID mice (36). It is difficult to com-
ment on the advantages of the model as the histologic data of
the tumor, including the orthotopic feature of this model, were
not clearly demonstrated.

Recently, Diaz et al established an orthotopic primary
xenograft model by implanting minced tissue suspension into
the subcutaneous epicranial space above the posterior parietal
bone and suboccipital musculature (15). Their figures show
the growth of the tumor in mesenchymal cells of the epicranial
tissue close to the bone. In addition, Ki67 LI significantly in-
creased in the PDX7 generation.

In our study, 2 of the 11 tumors from 10 patients grafted
into the sacrum of athymic nude mice had the highest rate of
growth at PO and allowed the establishment of serially trans-
plantable primary orthotopic xenografts, proven by histologi-
cal analysis, one of which is presented here. We did not
maintain the xenograft of the second patient due to the previ-
ous proton therapy. The phenotype and Ki67 LI remained
stable through passages. Importantly, we also show, for the
first time, that the engraftment rate was significantly higher in
the lumbosacral environment compared with the flank, likely
due to the microenvironment that more closely represents the

7
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P3.2, (5-X). (A, B) PO: Destruction of vertebral bone by the tumor xenograft (A, x25, B, x100). (€) Well-differentiated myxoid
chordoma showing mitosis (x400). (D-F) Tumor cells are immunolabeled by CK AE1/AE3, brachyury, and express VEGF. P2:
Bone destruction by the tumor xenograft shown on hematoxylin, eosin, and saffron (HES) sections and corresponding CKAE1/
AE3 labeling (G, H, x25, 1, ), x100, K, L, x200). P3.1: Chordoma xenograft destroying the bone (M, HES x25, N, CKAE1/AE3
%25, 0, HES x200). (P) Brachyury expression (x400). (Q) High Ki67 labeling index (x200). (R) VEGF expression (x400). P3.2:
Bone destruction by chordoma xenograft is shown on HES stain ($-V, x25, x100, x200, x400). (W) CKAET/AE3

immunolabeling (x400). (X) VEGF expression (x400).

human bone and soft tissues compared with the subcutaneous
site as proposed by previous studies (17, 25). The nonmalig-
nant cellular components of a tumor not only influence tumor
proliferation, angiogenesis, invasion and metastasis, but are
also able to influence the tumor response to therapeutic agents
(17, 25). This stroma is composed of microvessels, fibroblasts,
extracellular matrix, growth factors, enzymes, cytokines and
chemokines. However, the contribution of the microenviron-
ment in PDX models remains to be established, as the different
cell populations are progressively replaced by their mouse
counterparts (16, 19, 35, 37).

In addition to phenotypic reproducibility, many studies
show behavioral, genomic, transcriptomic, and proteomic sta-
bility of the PDX models recapitulating the drug sensitivity
responses observed in the tumors of patients. Many PDXs ap-
pear to retain the heterogeneity of the parental tumor of origin;
however, loss of heterogeneity, or clonal selection upon trans-
plantation have been reported (17, 19). We identified a patho-
genic PTEN mutation (p.Asp24His) in the initial tumor as
well as in the 2 passages P1 and P4 and an additional activat-
ing mutation in the PIK3CA gene (p.Met1040Thr). Two genes
involved in the activation of PI3K signaling pathway in the
same tumor were seen only in the P1 and P4 samples. We
have previously described the presence of activating hotspot
mutations (p.His1047Leu and p.Glu542Lys) in the PIK3CA

8
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gene in chordoma (3). Moreover, other activating mutations in
PIK3CA (p.Glu545Lys) and pathogenic PTEN mutations
(p.Argl30*) have also been reported in separated tumors by
Choy et al (4). Furthermore, Tarpey et al found driver events
in PI3K signaling genes in 17/104 (16%) cases, including
activating mutations in PIK3CA (p.Glu542Lys; p.Glu545Lys/
Gly; Met1043Ile; p.His1047GIn/Arg) and truncating variants
in PIK3R1 (p.Met271fs*9) and PTEN (p.Arg130*; Arg233%*)
affecting the PI3K pathway (5).

Many studies have shown that chordomas have some
chromosomal aberrations and are characterized by chromo-
somal gains and losses at various regions of the genome.
Quantitative changes in chordoma tumor genome are usually
detected using aCGH (38, 39). Rinner et al demonstrated com-
mon losses including chromosome 1, 4, 9, 10, 13, 14, 18, 20,
and 22 as well as common gains in 7, 12, and 19 using CGH in
10 chordoma specimens (40). Le et al reported the copy
change analysis of 21 sporadic chordomas, and showed that
large copy number losses involving chromosomes 1p, 3, 4, 9,
10, 13, 14, and 18, were more common than copy number
gains (41). Bayrakli et al found that chromosomes 1p36, 1925,
2p13, and 7q33 were affected in 7 primary chordomas and 11
recurrent chordomas (42). Most studies showed that gain of
chromosomal material in chordoma were most prevalent at 7q
(42%), 12q (21%), 17q (21%), 20q (27%), and 22q (21%), and
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FIGURE 5. Histological data from the xenografts of patient 9, showing bone destruction by the tumor: (PO, A); 4 P1 mice (P1.1,
B; P1.2, C, D; P1.3, E, F; P1.4, G, H). Higher magnifications are shown in Supplementary Data Figure S4. PO: Destruction of
vertebral bone by the tumor xenograft next to the filum terminale (A, x25). Note the chondroid component of the chordoma
on the opposite side. P1.1: Expansion of the chordoma invading the vertebral bone (B, hematoxylin, eosin, and saffron [HES],
x25), a parallel section is immunostained with CKAET/AE3 (inset in B). P1.2: Bone destruction by the tumor xenograft (HES, C,
x25, D, x200). P1.3: Expansion of the tumor (asterisks) into the spinal canal (HES, E, x25), in contact with the dorsal root
ganglia (F, x100). P1.4: Vertebral bone destruction by the tumor xenograft (HES, G, x25) and penetrating into the spinal canal
in contact with the spinal cord (HES, H, x25).
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FIGURE 6. Schematic representation of the locations of
chromosome losses (red) and gains (blue).

TABLE 5. Listing of Copy Number Variation Found by Array
Comparative Genomic Hybridization

Chordoma Tumor
Chromosome Position CNV Size Primary Tumor P2 P3 P4
Chr Mb Regrowth
1 1p36.33p11.2  Loss 23.90 X X X X X
1 1p22pl1.2 Loss 28.55 X X X X X
3 3p26pl 1.1 Loss  90.16 X X X X X
3 3q13.11q29 Loss 193.71 X X X X X
4 4pl6.3pll Loss 48.76 X X X X X
7 7p22.3pl11.2  Gain 57.40 X X X X X
7 7q11.21936.3  Gain 95.13 X X X X X
9 9p24.3p13.2  Loss 38.29 X X X X X
9 9q13q34.3 Loss 72.43 X X X X X
10 10921.2926.3 Loss 72.66 X X X X X
13 13q12.11¢21.33 Loss  53.84  x X X X X
14 14q11.2q32.33 Loss 86.03 X
16 16p13.3pll.1  Loss 34.89 X X X X X
16 16q11.2q24.3  Loss 43.55  x X X X X
19 19p13.11 Gain ~ 2.00 X X X X X
19 19p13.11p12  Loss  4.62 X X X X X
21 21pl12pll.l  Loss  1.22 X
22 22q11.1q13.33 Loss 34.08 X X X X X
22 22q11.22 Gain  0.13 X X X X X

DNA sequence losses were most frequently at 1p (21%), 3p
(36%), 4q (27%), 10q (21%), and 13q (24%) (38, 39). In total,
it appears that losses are more frequent than gains. In our
model, we found the most frequently reported chromosomal
alterations in the literature with more frequent DNA losses
than gains. Moreover, all these chromosomal alterations are
found both on the human primary tumor and on different xe-
nograft passages.

In summary, we have established the first primary chor-
doma xenograft model implanted in lumbosacral orthotopic
area, with bony invasion. The surgical technique is simple and
the follow-up of the tumor growth is easy. We showed that the
engraftment rate is significantly higher in the lumbosacral
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TABLE 6. Listing of Copy Number Variation Found by Array
Comparative Genomic Hybridization (Patient 9)

Patient Model 9

Chromosome  Position Chr  CNV  Size Mb Primary P0 Total

R =T S R T

e

NN =
L

1p36.33p11.2 Loss 23.92 X X 22
1q21.1g44 Gain  103.76 X X 22
3p26pl 1.1 Loss 90.16 X 1/2
3ql13.11929 Loss  193.71 X 12
4pl6.3pll Loss 48.76 X X 2/2
5p15.33p12 Gain 4595 X X 22
Tp22.3pl1.2 Gain 57.40 X 12
9p24.3p13.2 Loss 38.29 X X 22
10g21.2926.3 Loss 72.66 X X 22
13q12.11921.33  Loss 53.84 X X 2/2
14q11.2q32.33  Loss 86.03 X X 2R
21pl11.2pl L1 Loss 1.22 x X 2/2
22q11.22 Gain 0.13 X X 212

environment compared with the flank. This new model reca-
pitulates the histological and immunohistochemical character-
istics of the primary tumor with driver mutations involved in
the activation of PI3K signaling pathway. Our new orthotopic
model follows the criteria and is at the disposal of the Chor-
doma Foundation. Our murine model could allow the evalua-
tion of the efficacy of new therapeutic strategies in preclinical
studies and a better comprehension of the pathophysiology of
this slow growing cancer type.
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IV.2. 2¢me grticle : étude biomoléculaire de 43 chordomes

Les mécanismes oncogénétiques des chordomes restent a ce jour mal connus. Une meilleure
comprehension de ces mécanismes est probablement un élément clé dans I'établissement de
nouveaux traitements systémiques efficaces. Dans les 15 derniéres années, différents travaux
ont eu pour objectif de rechercher les principales anomalies cytogénétiques et génomiques
des chordomes (6-8,115).

Brachyury est considéré comme un marqueur spécifique des chordomes. Ce facteur de
transcription, codé par le géne TBXT(T) sur le locus 6p27, régule diverses voies de
signalisation, certaines d’entre elles intervenant dans le contrdle du cycle cellulaire (24).
D’autres travaux ont rapporté une perte de génes impliqués dans la régulation du cycle
cellulaire comme CDKN2A/2B ou PTEN (6). Une étude de 287 chordomes a montré que les
principaux facteurs pronostics des chordomes étaient des index mitotique, Ki67 et p53 élevés
ainsi que la présence de nombreuses atypies nucléaires (116). Toutes ces données reflétent
une dérégulation du cycle cellulaire.

La plupart des études cytogénétiques ou génomiques réalisées ces derniéres années n’ont
pas pris en compte les différentes formes de chordomes, en particulier en ce qui concerne leur
localisation ou leur type histologique (29,30). En d’autres termes, si la connaissance des
anomalies biomoléculaires du chordome progresse, elle ne tient pas compte des différentes
formes clinico-pathologiques rencontrées.

L’'objectif de notre étude était d’analyser les anomalies biomoléculaires d’'une série de 43
chordomes de la base du crane et du sacrum. Nous avons comparé les anomalies trouvées
en fonction des caractéristiques clinico-pathologiques. Nous avons utilisé la CGH pour mettre
en évidence les anomalies cytogénétiques et le séquencage haut débit (NGS) pour déceler
d’éventuelles mutations sur 84 génes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire.

Sur le plan histopathologique, cette étude a permis de caractériser un sous-type myxoide
présentant une spécificité moléculaire avec des gains sur 9931.32.333 et 11g24.25, et une
mutation du gene ZBTB17 E243Q.

Nous avons mis en évidence des profils mutationnels différents en fonction de la localisation
tumorale. En analyse statistique multivariée, huit variants étaient significativement associés a
une localisation au niveau de la base du crane alors que neufs autres étaient associés a une
localisation sacrée.

Parmi ces variants, MKI67 V1518A était uniquement présent dans les chordomes de la base
du créne tandis que cinqg variants du géne ZBTB17 (MIZ1) étaient exclusivement observés
dans les chordomes du sacrum. Les cing mutations de ZBTB17 concernaient toutes une partie
restreinte du géne codant pour un domaine IDP (intrinsically disordered proteins), ce qui est
en faveur de 'hypothése d’un réle de ce géne dans I'oncogenése des chordomes du sacrum.
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Comparative analysis of histopathological parameters, genome-wide copy humber
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Abstract

Chordomas are rare, locally invasive tumors of the axial skeleton that are refractory to conventional
therapy. Studies have identified oncogenic drivers and tumor suppressor genes in chordomas and cell
cycle deregulation is an important mechanism in chordomagenesis. Few studies have compared the
morphological and molecular characteristics of chordomas according to skull-base or sacral locations.
Histopathological data and changes revealed by array comparative genomic hybridization (aCGH) and
next-generation sequencing (NGS) of cell cycle regulation genes were compared for 28 skull-base
(SBCs) and 15 sacral (SC) chordomas.

All cases were conventional chordomas. Ten tumors had an abundant myxoid component (> 50%) and
showed gains of chromosomes 9931.32.33 and 11g24.25, and a ZBTB17 E243Q mutation. aCGH
analysis showed that SBCs and SCs had different profiles: SBCs had more frequent chromosomal gains,
particularly on 1g41-44 and 5p11-12, whereas SCs had more frequent chromosomal losses, particularly
on 19913, 19q, 19p, 6p, 3p, and 9p. On NGS analysis, 17 variants were associated with tumor location:
eight with the skull base and nine with the sacrum. Importantly, five SC-related ZBTB17 variants, also
called MIZ1 (zinc-finger transcription factor), target the same MIZ1 hot-spot gene region, which encodes
the intrinsically disordered protein domain, supporting a pathogenic role for these variants. Apart from
the peculiarities associated with their location, SBCs and SCs shared common molecular changes, such
as brachyury expression, which was observed in all cases.

In conclusion, this study showed that SBCs and SCs have common molecular alterations, as expected,
but distinct aCGH profiles and site-specific variants based on NGS analysis of cell cycle regulation
genes. Five undescribed ZBTB17 variants were associated with the sacral location. These data suggest

that specific chordomagenesis mechanisms are associated with the anatomical site.
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Introduction

Chordomas are rare malignant bone tumors with an incidence of 0.08 per 100,000 people and
preferential occurrence in males’=. Most of these tumors are located in the axial skeleton, involving the
skull base, mobile spine, and sacrum?®. Clinically, chordomas are characterized by local aggressiveness
and a high rate of recurrence. The WHO classification* identifies three histopathological types:
conventional chordomas, including the classical subtype with tumors harboring typical physaliphorous
cells embedded in a myxoid matrix and a chondroid subtype; dedifferentiated chordomas, which have
the biphasic appearance of conventional chordoma and high-grade sarcoma; and poorly differentiated
chordomas, characterized by the loss of SMARCBL1 expression. The latter two types have worse
prognoses, but the most important prognostic factor remains the extent of surgical resection®.
Chordomas are thought to derive from notochordal remnants. Malignant transformation of vestigial
notochordal entities, such as benign notochord cell tumors, has been hypothesized®®. The oncogenetic
mechanisms of chordomas have been investigated in various studies conducted over the past 15 years.
Chromosomal alterations, such as chromosome 1 monosomy, chromosome 7 gain, and 1p36 loss, have
been reported?’. Brachyury expression is the hallmark of chordoma®. This transcription factor, encoded
by the TBXT (T) gene on 6p27, is expressed during embryonic notochord development and
physiologically silenced in adult tissues®*2. Brachyury has been shown to regulate an oncogenic
transcriptional network encompassing diverse signaling pathways, including components of the cell
cycle and extracellular matrix®.

Cell cycle deregulation is apparently a key mechanism in chordomagenesis. Copy number variations
(CNVs) of chromosomic loci in which oncogenic drivers or tumor suppressor genes are located have
been reported. CDKN2A/2B in 9p21.3 and PTEN in 10923.31 are lost in approximately 70% and 80%,
respectively, of chordomas®®?6, CDK4 and p53 overexpression correlates with high Ki67 labeling
indices and poor overall survival'’2, In a series of 287 chordomas, Tauziede-Espariat et al.?? found that
nuclear atypia and high mitotic, Ki67, and p53 indices were associated with poor prognosis.

However, due to the low prevalence of chordomas, most series comprised limited numbers of cases of
different histological types and most, with a few exceptions?2324 consisted of tumors localized in the
skull base or sacrum.

The present study was conducted to investigate whether skull-base chordomas (SBCs) and sacral
chordomas (SCs) exhibit morphological and molecular differences. Histopathological and
immunohistochemical (IHC) data, and alterations revealed by array comparative genomic hybridization
(aCGH) and next-generation sequencing (NGS) of genes involved in cell cycle regulation, were

compared.
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Materials and Methods

Patients and clinical data

Forty-three chordomas were selected retrospectively from patients who underwent surgery at
Lariboisiere University Hospital Center (Paris, France) and Dupuytren University Hospital Center
(Limoges, France). The patients’ records were reviewed retrospectively and all clinical data were
compiled into a single database. The clinical data collected included patient sex, age at the time of
surgery (< 40, 40-60, or > 60 years), tumor location (skull base or sacrum), tumor status (primary or
recurrent), and type of adjuvant treatment. This study was approved by the hospital centers’ institutional
review boards.

Histopathological analysis

Two pathologists (HA and FL) reviewed formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) surgical specimens.
The tumors were classified according to the WHO classification®, with the exception that conventional
chordomas with > 50% myxoid matrix were classified as myxoid variants. The degree of nuclear atypia
(i.e., nuclear pleomorphism, hyperchromatism, prominent nucleoli), was scored as low/moderate or
high. The mitotic index was established per 10 high-power fields (HPFs; 0.16 mm?).

In each case, a representative paraffin-embedded block was selected for IHC and molecular studies. IHC
analysis was performed on all 43 cases. The slides were processed using a BenchMark Ultra autostainer
(Ventana-Roche Medical Systems, Oro Valley, Arizona, USA) and the following antibodies were tested:
brachyury (RBT-TBXT; 1/50, Diagomics), cytokeratins (AE1-AE3; 1/200, Dako), epithelial membrane
antigen (EMA; E29, prediluted, Ventana-Roche Medical Systems), S100 protein (polyclonal, prediluted,
Ventana-Roche Medical Systems), SMARCBL1 (INI1; 25/BAF47; 1/200, BD Biosciences), and Ki67
(30-9; prediluted, Ventana-Roche Medical Systems). The Ki67 labeling index was calculated in hot-
spot labeling areas for at least 1,000 tumor cells.

Genomic DNA extraction, quantification, and qualification

Genomic DNA was extracted from FFPE tumor tissues with the Maxwell 16 automat using the Maxwell
16 FFPE Plus LEV DNA purification kit (Promega). All DNA samples were quantified and qualified
with the Quantus™ fluorometer using the corresponding QuantiFluor dsDNA system (Promega).
aCGH

Genome-wide copy number alterations were analyzed using aCGH with Agilent G3 human CGH
oligonucleotide microarrays (8 x 60 K; Agilent Technologies). Briefly, 0.25 pg human genomic control
DNA (Agilent Technologies) and 0.25 pg tumor DNA were fragmented by heating at 98°C for 20
minutes, then labeled by random priming with Cy5 (control DNA) and Cy3 (tumor DNA) fluorescent
dUTP (Deoxyuridine triphosphate), respectively, using the CYTAG® SuperCGH labeling kit (Enzo).
The labeled DNA was purified using sodium chloride/isopropanol precipitation and mixed in equal
proportion for hybridization to the array in the presence of Cot-1 DNA (Agilent) using the Agilent Oligo
CGH hybridization kit (Agilent Technologies). Hybridization steps included denaturation for 3 minutes
at 95°C, pre-hybridization for 30 minutes at 37°C, and hybridization for 24 hours at 65°C. Following
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hybridization, the slides were washed with Agilent Oligo Array CGH wash buffers 1 and 2 at room
temperature for 5 minutes and at 37°C for 1 minute, respectively. The washed slides were scanned using
an Agilent Surescan DX microarray scanner (Agilent Technologies). Microarray TIFF (.tif) images were
processed with Agilent CytoGenomics software (Agilent Technologies). Copy number aberrations were
identified using aberration detection method 2 statistical algorithms with a threshold of 6.0. Positive
aberration calls were defined with a minimum regional absolute average log base 2 ratio of 0.10 and
minimum contiguous probe count of 10. Genomic coordinates were based on genome hgl9. All array
data were also reviewed manually to identify subtle copy number changes not detected by the software.
NGS of genes involved in cell cycle regulation

All products and systems were provided by Life Technologies SAS (Villebon-sur-Yvette, France). The
experiments were performed according to the manufacturer’s protocol. NGS libraries were generated
with the lon AmpliSeq™ Library 2.0 kit and our customized AmpliSeq cell cycle gene panel (Table S1,
Supplementary data files) using 12 ng genomic DNA per primer pool. The libraries were quantified
using the Qubit dsSDNA HS assay kit in a Qubit 2.0 fluorometer. Emulsion PCR and enrichment were
performed on the lon OneTouch™ 2 system using the lon PGM™ 200 template OT2 200 kit or the lon
PI™ template OT2 200 kit v3. Sequencing runs were performed on the lon Proton™ system. lon PI™
v2 chips and the lon PI™ sequencing 200 kit v3 were used for lon Proton™ sequencing. Up to 20
libraries were pooled on one PI chip.

Bioinformatic analysis of single nucleotide polymorphisms

Torrent Suite™ software (v5.8) was used to align reads on the GRCh37.75 human genome with the
Torrent mapping alignment program (v5.8.17) and call variants in variant call format (VCF) files with
the Torrent variant caller 5.8-17 using "Generic - P1 or S5/S5XL (540) - Somatic - Low Stringency"
parameters. Beftools?® 1.10.2 was used to split multiallelic sites into multiple rows. Variants with depths
of coverage < 50.0 and/or allele frequencies (AFs) < 0.05 were flagged with gatk VariantFiltration and
filtered with vcftools?®. The remaining variants were annotated using snpEff 4.3t?” and then SnpSift?
when present in the following databases: COSMIC release v90 (merge of coding and non-coding
mutations), GNOMAD 2.1. (Exomes, all chromosomes), CLINVAR (2020-02-24 release), and dbSNP
build 151. The resulting VCF data were used to produce a recapitulative table with the vcfR?® and
tidyverse® R packages.

Variants present in fewer than three patients were excluded from the statistical analysis. Only missense,
frameshift, and stop-gain variants in exonic regions and splice region variants were included in the
analysis. Variants with low AFs nearly identical in patients were discarded from the study to avoid
misinterpretation due to artifacts such as mononucleotide artifactual deletions in the context of
homopolymers, which can result from the technical limitations of ion proton sequencing for these
regions, and non-biological C-to-T transitions, which can be induced by formalin overfixation. All
variants with AFs > 5% were included, regardless of their pathogenicity levels and somatic or

constitutive status, because these polymorphisms could also be of interest for this study (Table 1)
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed in the R (version 3.6.1) environment. Due to non-normality of
distribution, non-parametric tests were applied to the data. Spearman'’s rank correlation coefficient was
used to assess relationships between pairs of quantitative variables. Fisher’s exact test and the chi-
squared test were used to assess differences between nominal variables. Differences in continuous
variables between two and among multiple groups were assessed using the Mann-Whitney and Kruskal—
Wallis tests, respectively.

Multiple correspondence analysis (MCA) was performed with FactoMineR (REF) and factoextra
packages to identify significant associations of clinical and IHC variables with gains and losses
identified based on aCGH and genetic variation identified using NGS. MCA enables the identification
of a set of genomic or mutational alterations potentially characterizing a particular group of chordomas
based on their clinical and histological status. Maps of genomic alteration or genetic variation type and
their mutual relationship were generated using Oncoprint functionality with the ComplexHeatmap
package3l32,

Univariate and multivariate analyses included all clinical and histopathological features (age, sex,
location, histological subtype, degree of nuclear atypia, mitotic index, IHC data, and the Ki67 labeling
index).

P values < 0.05 were considered to be significant for all tests.

Results

Clinical and histopathological characteristics

The clinical characteristics of the 43 patients are summarized in Table 1.

The series consisted of 27 males and 16 females aged 20-80 years (median, 55 years). Thirty surgeries
were initial surgeries performed on primary tumors and 13 surgeries were performed due to tumor
recurrence. No patient received preoperative radiotherapy or proton therapy or had a familial history of
chordoma.

Twenty-eight chordomas were in the skull base and 15 were in the sacrum. SBCs were significantly
more frequent in patients aged < 40 years and SCs predominated in patients aged > 60 years (p = 0.004).
No significant relationship between patient sex and tumor location was observed.

Histologically, the 43 cases were conventional chordomas (40 classical, 3 chondroid). Ten of the
classical tumors (six SBCs and four SCs) were composed of > 50% myxoid matrix and were classified
as myxoid (Figure 1). No dedifferentiated or poorly differentiated chordoma was identified. Among the
30 primary tumors, 19 (63%) were classical, 8 (27%) were myxoid, and 3 (10%) were chondroid. Among
the 13 recurrent chordomas, 11 (84 %) were classical and 2 (16%) were myxoid. No significant
association between the histological type and location was found. Low/moderate degrees of nuclear

atypia were observed in 21 chordomas and high degrees were observed in 22 cases. The mean mitotic
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index was 1.65 (range, 0-12; median, 1). Brachyury, cytokeratins, EMA, S100 protein, and SMARCB1
were expressed in all cases (Figure 1). The mean Ki67 labeling index was 7.6% (range, 1-39%, median,
5%). Mitotic indices > 2 mitoses/10 HPFs were correlated with high degrees of nuclear atypia (p =
0.037) and Ki67 labeling indices > 6% (p = 0.02613).

CNV analysis and association with clinicopathological features

Unbalanced chromosomal abnormalities in the 43 tumors were investigated using aCGH analysis. All
tumors exhibited CNVs. In the whole series, losses were more frequent than gains. The median genomic
index was 123 (range, 25-207) CNVs per patient. The most frequent losses involved 1p36 (63%) and
10q (55%). The other main deletions included 1p (42%), 3p (48%), 3q (46%), 4p (30%), 9p (38%), 9q
(37%), 10p (47%), 13q (38%), 14q (42%), 18q (42%), and 22q (34%), (Figure 2). The most frequent
gains involved 5p15-13 (65%). The other main gains were on 1q (44%), 5p (48%), 7p (44%), 7q (49%),
8p (35%), and 20p (36%).

Age and sex

The youngest patients (age < 40 years) had significantly more gains and the oldest patients (age > 60
years) had more losses (p = 2.2e-16). Losses of 3p11 (p = 0.01) and 3p24 (p = 0.03) were significantly
more frequent in patients aged > 60 years. CNV gains were more frequent in females (p = 0.002) and
losses were more frequent in males (p = 0.002).

Location

SBCs exhibited significantly more gains and SCs showed more losses (p = 0.0001). CNV gains
associated with the skull-base location involved chromosomes 1 and 5 (1941-42-43-44 and 5p11-12; p
< 0.05). For the sacral location, CNV losses involved 3p26, 6p12-23-24-25, 9p13, 19913.43-13.11-13.2,
and 19p13.11 (p < 0.05).

Histological subtype

The myxoid subtype showed significant gains on 99q31-32-33 and 11q24-25 (both p < 0.05).

Nuclear atypia

CNV gains and losses were more frequent in tumors with low/moderate and high degrees of nuclear
atypia, respectively (p = 3.3e-7). When the degree of nuclear atypia was high, CNV losses involved
19913.11-13.2-13.3-14.41, 19p13.11, 1p36, 3p23-25, 9p21.1, and 17¢g21.3 (p < 0.05).

Mitotic index

Twenty-nine CNVs correlated significantly with the mitotic index. Twenty-four gains and three losses
were associated with mitotic indices > 2 mitoses/10 HPFs involving gains of 3p, 3q, 8p, 8q, 6p, 64, 2p,
20p, 21q, 16p, 1q, and 19p (all p < 0.05) and losses of 12g13.3, 3p21, and 12913.2 (all p < 0.05).
Conversely, two losses (on 14q12 and 14913) were associated with mitotic indices < 2 mitoses/10 HPFs
(p <0.05).

K167 index

Five CNVs were associated with Ki67 labeling indices > 6; the 6q24 gain had the strongest association
(p = 0.03), followed by gains on 1g32.3 and 1944 and losses on 1 p11 and 11g13 (p < 0.05).
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Single nucleotide variation and short indel analysis and association with clinicopathological
features

Sufficient DNA for NGS-targeted sequencing was available in 42 cases. Sequencing provided 13,807
variants including 97 selected (Table 2, Table 3); 84 of these variants were indexed in databases and
consisted of 83 single-nucleotide polymorphisms (SNPs) and 1 deletion (Del). The remaining 13
variants, unknown in databases, were 10 SNPs, 2 Dels, and 1 insertion (Table 2). Among the 97 variants,
80 could be considered to be population polymorphisms and were heterozygous or homozygous in our
series (results not shown). However, some variants had GnomAD AFs < 0.01 and did not appear to be
polymorphisms: MKI167 V2262A (0.00002), ZBTB17 K235E (0.000006), CDR1 V55M (0.000005),
PPP2R3A P695L (0.009).

Thirty-one variants (30 SNPs and 1 Del) were associated significantly with a study parameter in the
univariate analysis (p < 0.05; Table 4).

Age and sex

Two mutations were associated with age: MKI67 P2608L in patients aged < 40 years and E2F7 H854Q
in patients aged > 60 years (both p < 0.04). Two variants were associated with sex: the PPP2R5D G83A
mutation in males (p = 0.02) and the PPP2R5C A546P mutation in females (p = 0.04).

Location

Seventeen variants were associated with tumor location (Figure 3). Eight were associated with the skull-
base location. The MKI167 V1518A mutation was found exclusively in SBCs, and PKYT1 G478*, MKI67
V2262A, FBXO5 Q107E, PLK4 E830D, PLK4 S232T, E2F7 F72L, and TGFB1 P10L were associated
significantly with this location (all p < 0.05; Table 4). Nine variants were associated with the sacral
location, and eight of these variants were not found in SBCs: TFDP2 E435D, ZBTB17 E241K, ZBTB17
D55V, ZBTB17 K235E, ZBTB17 E243Q, ZBTB17 E231Q, CDR1 V55M, and MKI67 N2363S. One
other variant, TGFB1 E377K, was also present in SBCs (all p < 0.05; Table 4).

Histological subtype

The ZBTB17 E243Q variant was found more frequently in the myxoid subtype (p = 0.04) and PKMYT1
G478* was prevalent in non-myxoid subtypes (p < 0.05).

Nuclear atypia

PLK3 ¢.435+8A splicing and CDKN1B V109G mutations were present in tumors with low/moderate
degrees of nuclear atypia (both p = 0.029), and the MIKI67 W238R variant was more frequent in tumors
with high degrees of nuclear atypia (p = 0.004).

Mitotic index

The TFDP1 ¢.13-6C>T splicing variant (p = 0.02), MKI167 E3102G (p = 0.04), and MKI167 T2337N (p
= 0.04) mutations were associated significantly with mitotic indices > 2 mitoses/10 HPFs.

K167 index

Ki67 labeling indices > 6% were associated significantly with four variants: PLK4 E830D (p = 0.002),
TGFB1 R25P (p =0.01), PLK4 S232T (p = 0.01), and the CCND1 ¢.723G>A splicing variant (p = 0.02).
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Multivariate analysis
Multivariate analysis and MCA (Multiple correspondence analysis) highlighted two distinct clusters of
mutations associated with tumor location (skull base or sacrum; Figure 4). Significant results were not

found for the other parameters (age, sex, tumor status, nuclear atypia, and histological subtype).
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Discussion

In the present study, the clinical, histopathological, and genomic features of chordomas located in the
skull base and sacrum were compared. The patients included in this study did not receive prior
radiotherapy, proton therapy, or chemotherapy that could have altered the histological, proteomic, or
genomic features, in contrast to those included in most other studies. The profiles of the chordomas
examined in the present study differed according to location, although tumors in the two locations shared
some common alterations.

Histologically, all cases were conventional chordomas. Ten tumors had abundant myxoid components
(> 50% of the tumor) and were identified as of the myxoid subtype. The cellular contingent was
otherwise identical to the conventional type in terms of cytological characteristics, mitotic and Ki67
indices, and IHC profile. The myxoid subtype was observed in SBCs and SCs. However, myxoid
chordomas specifically presented gains of chromosomes 9931.32.33 and 11g24.25 and a ZBTB17
E243Q mutation not listed in the databases. Thus, the myxoid and non-myxoid subtypes likely have
different genomic profiles, but the usefulness of their identification has yet to be determined. No
significant histopathological difference between SBCs and SCs was observed. The histopathology of
SBCs and SCs has been compared in only a few studies. Cha and Suh? found that the former had more
abundant chondroid matrices and diffuse growth patterns, and the latter had myxoid matrices with
lobulated patterns.

SBCs and SCs had different distributions based on patient age. SBCs were more frequent in patients
aged < 40 years and SCs were prevalent in patients aged > 60 years. The occurrence of SBCs in younger
patients, particularly those aged < 26 years, has been observed?®. No significant relationship between
patient sex and tumor location was observed in the present study, although some authors have reported
a higher incidence of SBCs in females®>%,

aCGH analysis confirmed that SBCs and SCs had different profiles. In SBCs, gains, particularly on
1941-44 and 5p11-12, were more frequent; SCs presented more losses, particularly on 19q13, 19q, 19p,
6p, 3p, and 9p. To our knowledge, no comparative analysis of CGH data based on tumor location has
been reported in the literature. As reported previously!*!634 SBCs and SCs shared common
chromosomal alterations, such as 1p36 (63%) and 10q (55%) losses and 5p15-p13 (65%) and 7q (49%)
gains.

NGS analysis of genes involved in cell cycle regulation also showed that SBCs and SCs had distinct
profiles. The MKI67 V1518A variant was found only in SBCs, and eight variants involving TFDP2 (n
= 1), ZBTB17 (n = 5), MKI67 (n = 1), and CDR1 (n = 1) were found exclusively in SCs. To our
knowledge, these mutations have not been described previously in chordomas. Although the TFDP2
E435D, ZBTB17 E241K, ZBTB17 D55V, ZBTB17 E243Q, ZBTB17 E231Q, and MKI67 V1518A
variants were not registered in variant databases, three variants (MKI67 N2363S, CDR1 V55M, and
ZBTB17 K235E) are registered in GnomAD. The AFs for ZBTB17 K235E and CDR1 V55M indicated

that these variants are not natural polymorphisms, and their respective in silico PolyPhen and SIFT
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prediction scores indicate a benign status for the ZBTB17 K235E variant, but a possible damaging role
for the CDR1 V55M variant. Notably, the five SC-related variants of ZBTB17, also nhamed MIZ1 (zinc-
finger transcription factor), target the same MIZ1 hot-spot gene region, encoding the intrinsically
disordered protein (IDP) domain. IDP domains play a major role in the regulation of signaling pathways
and crucial cellular processes, including the regulation of transcription, translation, and the cell cycle®.
In addition, IDP mutations are often associated with cancer®®. However, whether ZBTB17 acts as an
oncogene or a tumor suppressor gene is not clear and depends on the biological or pathological
environment3’-*°,

The molecular differences between SBCs and SCs have been analyzed in only a few studies. In cell
cultures derived from chordomas of both locations, Jager et al.?* studied the expression of HOX genes,
a gene family implicated in the formation of the anterior—posterior body axis. The authors observed that
SCs showed greater expression of HOXA7, HOXA9, and HOXA10 than did clival tumors. These data
could indicate that a mechanism of gene regulation is linked to this anatomical site.

Apart from the peculiarities associated with their location, SBCs and SCs shared common molecular
alterations. Brachyury was expressed in all cases in this series. TBXT, located in 6p27 and encoding
brachyury, is the only chordoma susceptibility gene identified to date*°. Although the precise mechanism
underlying the transformation from notochordal vestige to chordoma is not well understood, brachyury
has been determined to play a key role. The knockdown of brachyury expression leads to the suppression
of chordoma cell line growth in vitro**. Germ-line duplication of this locus was reported in a subset of
familial chordomas, but is rare in sporadic forms®. In our series, which did not include familial forms, a
gain on 6p was present in 14% of cases. Whereas Bai et al. found germline TBXT duplication in only
1of 80 patients with SBCs, Tarpey et al.*? found this alteration in 27% (3/11) of SCs*. Brachyury is
expressed constantly in chordomas and could act as an oncogene. In cell cultures derived from human
chordomas, brachyury was shown to control a large subset of genes involved in cell cycle regulation?®.
Thirty-one variants were present in > 50% of the tumors in this series, independent of the location. Most
of these variants are known to be whole-population polymorphisms, as shown by their AFs in GnomAD.
Genetic polymorphisms are generally considered to have no pathological consequence, but under certain
circumstances they may be involved in some pathophysiological mechanisms. For example, the TP53
P72R variant found in 97% of our cases and reported in most chordomas by other authors?®%, is
classified as benign in the databases. However, the variant has been shown to be predictive of the
response to chemotherapy and the time before progression in patients with advanced gastric and breast
cancers*®“. Conversely, the MKI67 VV2262A variant, present in 49% of our cases, has a weak frequency
in the whole population, indicating it could be a chordoma-specific mutation.

In conclusion, the present study results showed that SBCs and SCs presented common molecular
alterations as expected, but exhibited distinct aCGH profiles and site-specific variants based on NGS
analysis of genes involved in cell cycle regulation. In particular, five undescribed ZBTB17 gene variants

associated with the sacral location and all targeting the same MIZ1 gene region were identified; these
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findings support the pathogenicity of these variants. These data suggest that certain mechanisms of

chordomagenesis are associated with the anatomical site.
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Tableau 1 : Clinical and histopathological data

Patlent N° || Logation || RAnd Age x| toloE R o o [ M IEutCaR S Hiuclens
Recurrence subtype index atypia
1 Sacrum Primary 52 F classical 1 1 1
2 Sacrum Primary 78 F classical 8 4 2
3 Sacrum Primary 51 M classical 8 1 3
4 Sacrum |Recurrence 80 M classical 5 1 2
5 Sacrum Primary 51 M myxoid 13 1 2
6 Sacrum Primary 42 M classical 5 1 2
7 Sacrum Primary 71 M myxoid 4 1 1
8 Sacrum |Recurrence 52 F classical 3 1 1
9 Sacrum Primary 58 F myxoid 5 1 1
10 Sacrum Primary 60 F myxoid 10 1 2
11 Sacrum | Recurrence 67 M classical 3 1 2
12 Skull base | Primary 72 F myxoid 39 1 2
13 Sacrum Primary 59 M classical 2 0 2
14 Sacrum Primary 74 M classical 4 1 0
15 Skull base | Primary 59 M classical 30 0 1
16 Sacrum |Recurrence 69 M classical 6 0 1
17 Sacrum Primary 67 M classical 1 0 1
18 Skull base | Primary 48 M classical 1 0 0
19 Skull base | Primary 45 F chondroid 1 1 1
20 Skull base | Primary 55 F classical 2 1 2
21 Skull base | Primary 53 M myxoid 15 4 2
22 Skull base |Recurrence 66 F classical 2 7 1
23 Skull base | Primary 56 M classical 5 7 2
24 Skull base |Recurrence 35 F classical 12 1 1
25 Skull base |Recurrence 48 F classical 12 2 1
26 Skull base | Primary 49 M classical 2 1 2
27 Skull base |Recurrence 60 F classical 2 1 1
28 Skull base | Primary 57 M classical 15 1 1
29 Skull base | Primary 66 M classical 8 2 3
30 Skull base |Recurrence 59 M myxoid 10 2 2
31 Skull base | Recurrence 36 M myxoid 4 1 2
32 Skull base | Primary 33 M classical 8 1 1
33 Skull base | Primary 66 M classical 2 1 2
34 Skull base | Primary 53 M myxoid 2 1 1
35 Skull base |Recurrence 67 M classical 5 1 1
36 Skull base |Recurrence 55 M classical 10 1 2
37 Skull base | Primary 64 M classical 2 1 2
38 Skull base | Primary 38 M chondroid 17 12 2
39 Skull base | Primary 27 F classical 15 2 2
40 Skull base | Primary 20 F classical 10 1 1
41 Skull base | Primary 43 F myxoid 8 1 1
42 Skull base | Primary 23 F chondroid 2 1 2
43 Skull base |Recurrence 37 M classical 8 1 1
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Tableau 2 : Flow chart — select variant

13807 variants

<3 patients
VAF < 5%

578 variants

“missense variant”
“frameshift variant”
“stop gained”

“splice region variant”

165 variants

106 variants in
databases

False positives
Artifacts

84

59 variants unknown

97 variants
selected
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Tableau 3: Listing of variants found for more than three patients

Gene DNA variant Amino acid variant hg19 coordinates Nb of patients GnomAD AF' DbSNP Clinvar
MKI67 c.3431A>G K1144R chr10:129906673 43 n.a. na. na.
E2F7 c.214T>C F72L chr12:77449790 42 0.9 rs310791 n.a.
FBXO5 c.319C>G Q107E chr6:153296541 42 0.7 rs2073260 n.a.
TP53 c.215C>G P72R chr17:7579472 41 0.7 rs1042522 Drug_response
CDKN3  c.193+7A>G Splice variant chr14:54875514 40 0.7 rs2179896 n.a.
PLK4 c.2490G>T E830D chr4:128814964 40 0.7 rs17012739 n.a.
PLK2 c.378+4C>T Splice variant chr5:57754808 40 0.7 rs697133 n.a.
MKI67 ¢.6902_6903insGAAA W2302fs chr10:129903201 40 n.a. n.a. n.a.
MKI67 c.9649A>G Y3217D chr10:129899578 38 0.5 rs8473 n.a.
MKI67 c.311A>G N104S chr10:129917560 38 0.7 rs2071498 n.a.
CCNF c.1095-7G>A Splice variant chr16:2498849 38 0.7 rs28670436 n.a.
PLK4 c.694T>A S232T chr4:128807219 38 0.7 rs3811740 n.a.
STRN3 c.1412A>G N471S chr14:31381351 37 0.5 rs2273171 na.
CCND3  c.775T>G S259A chr6:41903782 36 0.5 rs1051130 n.a.
TGFB1 c.29C>T P10L chr19:41858921 35 0.6 rs1800470 Benign
PKMYT1 c¢.1433delG G478fs chr16:3023020 35 n.a. na. na.
PLK5 c.941G>A R314Q chr19:1535179 34 0.4 rs55953917 n.a.
E2F2 c.678G>T Q226H chr1:23847464 33 0.5 rs2075995 n.a.
CCND1  c.723G>A Splice variant chr11:69462910 31 0.5 rs9344 Risk_factor
PLK2 c.626-7C>T Splice variant. chr5:57754005 30 04 rs1848510 n.a.
MKI67 c.9449C>G T3150S chr10:129899778 29 0.4 rs11106 na.
PLK2 c.626-6G>A Splice variant chr5:57754004 28 0.4 rs697135 n.a.
CCND2  ¢.570C>G Splice variant chr12:4388084 26 0.3 rs3217805 Benign
CDC25C c.208C>T R70C chr5:137665323 26 0.3 rs3734166 na.
TGFB1 c.1128G>A E377K chr19:41837001 23 n.a. na. n.a.
CDK1 ¢.653+5delC Splice variant chr10:62551815 22 0.3 rs751200716 na.
CDKN1B ¢.326T>G V109G chr12:12871099 22 0.3 rs2066827 Benign
MKI67 c.6785T>C V2262A chr10:129903319 21 0.00002 rs1454620479 n.a.
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PLK3
MKI67
E2F7
RBL2
FBXOS
TFDP2
PPP2R5B
PPP2R2B
ZBTB17
ZBTB17
ZBTB17
ZBTB17
TGFB1
CDKN1A
PPP2R4
CDR1
MKI67
MKI67
MKI67
MKI67
TFDP1
PPP2R3B
ZBTB17
MKI67
MKI67
MKI67
PLK5
TGFB1
YWHAZ
MKI67

c.435+8A>G
c.2615C>T
c.2562T>A
c.629A>G
c.490C>T
c.1305G>T
c.783-3C>T
C.19A>T
n.542G>A
c.703A>G
c.727G>C
c.164A>T
c.74G>C
c.195C>A
c.965C>T
c.163G>A
c.9038G>T
c.7736A>T
¢.5630C>T
c.4675G>A
c.13-6C>T
c457G>A
c.691G>C
c.8534G>A
c.3740C>T
c.1891A>C
c.701C>T
c.788C>T
c.607-5C>T
c.9305A>G

Splice variant
AB72V
H854Q
Y210C
L164F
E435D

Splice variant
T7S

n.a.

K235E
E243Q

D55V

R25P

S65R

S322L

V55M
R3013L
D2579V
P1877L
V1559M
Splice variant
A153T
E231Q
R2845H
T12471

1631L

A234V

T263I

Splice variant
E3102G

chr1:45266832
chr10:129907489
chr12:77419341
chr16:53481010
chr6:153296370
chr3:141671391
chr11:64697950
chr5:146460691
chr1:16269737
chr1:16271656
chr1:16271632
chr1:16274827
chr19:41858876
chr6:36651971
chr9:131909736
chrX:139866369
chr10:129901066
chr10:129902368
chr10:129904474
chr10:129905429
chr13:114265305
chrX:322193
chr1:16271668
chr10:129901570
chr10:129906364
chr10:129910475
chr19:1531869
chr19:41847860
chr8:101936283
chr10:129899922
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0.2
0.07
0.08
0.2
0.09
n.a.
0.04
0.09
0.06
0.000006
na.
n.a.
0.06
0.2
0.08
0.000005
0.05
0.04
0.1
0.1
0.04
0.1
n.a.
0.04
0.1
0.1
0.03
0.03
0.07
0.05

rs17881698
rs2853344
rs310831
rs17800727
rs7763565
na.
rs111934356
rs17524553
rs4661672
rs144351835
na.

na.
rs1800471
rs1801270
rs2480452
rs149811112
rs114687140
rs79661992
rs61738284
rs7918199
rs4150729
rs3813593
na.
rs11016072
rs4750685
rs997983
rs118008362
rs1800472
rs41507849
rs34750407

na.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
na.
n.a.
Benign
Benign
na.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
na.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
Benign
na.
n.a.
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MKI67
MKI67
PLK5
MKI67
PLK5
PPP2R3A
MKI67
MKI67
PPP2R3A
PPP2R3B
PPP2R5C
PPP2RS5D
MKI67
PPP2R3A
MKI67
MKI67
MKI67
MKI67
MKI67
MKI67
MKI67
MKI67
MKI67
CCNH
MKI67
MKI67
MKI67
PPP2R2D
PPP2R5C
ZBTB17

MKI67
MKI67
PPP2R5C
STRN
PPP2R3A
CDK7
CCND3

PLK3
MKI67

TAF : GnomAD exome allelic frequency ; n.a. : not available

¢.8603C>G
c.8357G>A
c.967G>C
c.3124G>A
c.757C>G
c.1924A>G
c.4208A>T
Cc.712T>A
¢.200A>G
¢.1352-4G>A
C.722+8A>G
c.248G>C
c.7823C>T
c.511G>T
c.8158A>C
C.7946G>A
¢.6302T>C
¢.2560C>G
c.1491G>C
c.8711A>G
c.5627G>A
c.8378G>A
c.8279A>G
¢.809T>C
€.4553_4554delTGinsCA
c.3677G>T
¢.3430A>G
c.979G>A
c.1636G>C
c.721G>A

c.7088A>G
c.7010C>A
n456T>C
c.1187-8C>T
c.2084C>T
c.854C>T
c.379G>T

€.75delG
¢.5362G>A

T2868S
R2786Q
G323R
G1042S8
L253V
S642G
E1403V
W238R
D67G
Splice variant
Splice variant
G83A
P2608L
A171S
T2720P
R2649H
12101T
L854V
E497D
Q2904R
R1876Q
S2793N
D2760G
V270A
V1518A
G1226V
K1144E
G327S
A546P
E241K

N2363S
T2337N

na.

Splice variant
P695L
T285M
D127

P28fs
A1788T

chr10:129901501
chr10:129901747
chr19:1535205
chr10:129906980
chr19:1533972
chr3:135722264
chr10:129905896
chr10:129913960
chr3:135720540
chrX:299635
chr14:102349907
chr6:42974326
chr10:129902281
chr3:135720851
chr10:129901946
chr10:129902158
chr10:129903802
chr10:129907544
chr10:129911856
chr10:129901393
chr10:129904477
chr10:129901726
chr10:129901825
chr5:86695274
chr10:129905550
chr10:129906427
chr10:129906674
chr10:133761285
chr14:102391577
chr1:16271638

chr10:129903016
chr10:129903094
chr14:102323093
chr2:37105178
chr3:135745762
chr5:68568858
chr6:41903798

chr1:45266206
chr10:129904742

21
21
21
20
20
20
19
19
19
19
18
18
17
16
15
15
14
14
14
13
13
12
12
12
12
11
11
11
11
1

WW W WwWwwwwow

0.2
0.2
0.3
0.2
0.4
0.3
0.2
0.3
0.3
0.3
0.2
n.a.
0.5
0.3
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
n.a.
0.07
0.07
0.2
0.1
n.a.

0.5
0.04
0.04
0.05
0.009
0.02
0.01
na

rs2071496
rs10764749
rs265282
rs2152143
rs11084897
rs17197552
rs3740423
rs7095325
rs1294357424
rs6655399
rs2720207
na.
rs1063535
rs6779903
rs1050767
rs12777740
rs11016073
rs2240
rs11016076
rs11016071
rs11591817
rs10082533
rs10082391
rs2230641
na.
rs41306015
rs41300566
rs34473884
rs3742424
na.

rs7071768
rs7083622
rs61735777
rs17020024
rs9826032
rs34584424
rs33966734

na.
na.

n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.

na.
na.
na.
na.
na.
na.
na.

na.
na.



Tableau 4: Select variants associated with a study parameter in the univariate analysis

location

DNA variant

Amino acid
variant

TYPE

Database

study variable

chr10.129913960.A.T MKI67 c.712T>A W238R snp gnomad Nuclear atypia/ High
chrl.45266832.A.G PLK3 c.435+8A>G NA snp gnomad Nuclear atypia/ Low
chr12.12871099.T7.G CDKN1B |c.326T>G V109G snp gnomad/clinvar | Nuclear atypia/ Low
chr4.128814964.G.T PLK4 c.2490G>T E830D snp clinvar K167/ High
chr19.41858876.C.G TGFB1 c.74G>C R25P snp clinvar Ki67/ High
chr4.128807219.T.A PLK4 c.694T>A S232T snp clinvar Ki67/ High
chr11.69462910.G.A CCND1 c.723G>A P241P snp clinvar Ki67/ High
chr13:114265305:C:T TFDP1 c.13-6C>T NA snp clinvar Mitotic index
chr10:129899922:T:C MKI67 c.9305A>G E3102G snp clinvar Mitotic index
chr10.129903094.G.T MKI67 c.7010C>A T2337N snp clinvar Mitotic index
chrl.16271632.C.G ZBTB17 c.727G>C E243Q snp unknown Myxoid
chr16.3023020.GC.G PKMYT1 |c.1433delG G478* del unknown No myxoid
chr3.141671391.C.A TFDP2 c.1305G>T E435D snp unknown Location / Sacrum
chrl.16271638.C.T ZBTB17 c.721G>A E241K snp unknown Location / Sacrum
chrl.16274827.T.A ZBTB17 c.164A>T D55V snp unknown Location / Sacrum
chrl.16271656.T.C ZBTB17 c.703A>G K235E snp gnomad Location / Sacrum
chrl.16271632.C.G ZBTB17 c.727G>C E243Q snp unknown Location / Sacrum
chrl.16271668.C.G ZBTB17 ¢.691G>C E231Q snp unknown Location / Sacrum
chrX.139866369.C.T CDR1 c.163G>A V55M snp gnomad Location / Sacrum
chr10.129903016.7.C MKI67 c.7088A>G N2363S snp gnomad Location / Sacrum
chr19.41837001.C.T TGFB1 c.1129G>A E377K snp unknown Location / Sacrum
chr16.3023020.GC.G PKMYT1 |c.1433delG G478* del unknown Location / Clivus
chr10.129903318.TA.TG | MKI67 c.6785T>C V2262A snp gnomad Location / Clivus
chr6.153296541.G.C FBXO5 c.319C>G Q107E snp gnomad Location / Clivus
chr4.128814964.G.T PLK4 c.2490G>T E830D snp gnomad Location / Clivus
chr10.129905550.CA.TG | MKI67 c.4553_4554delTGinsCA | V1518A snp unknown Location / Clivus
chr4.128807219.T.A PLK4 c.694T>A S232T snp gnomad Location / Clivus
chrl2.77449790.A.G E2F7 c.214T>C F72L snp gnomad Location / Clivus
chr19.41858921.G.A TGFB1 c.29C>T P10L snp gnomad / Clinvar | Location / Clivus
chr6.42974326.G.C PPP2R5D | c.248G>C G83A snp unknown sex / male
chr14.102391577.G.C PPP2R5C |c.1636G>C A546P snp gnomad sex / female
chr10.129902281.G.A | MKI67 c.7823C>T P2608L snp gnomad ageclass /<40y
chrl2.77419341.A.T E2F7 c.2562T>A H854Q snp gnomad ageclass/ >60y

Henri SALLE | Thése de doctorat | Université de Limoges |

Licence CC BY-NC-ND 3.0

74



Figure 1: Classical chordoma with typical physaliphorus cell (A). Myxoid chordoma with an abudant myxoid matrix; inset:
brachyury expression (B)
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Figure 2: CNV analysis, yellow: gain, blue: loss
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Figure 3 : Variants associated with tumor location — Oncoprit — univariate analysis
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Figure 4 : Multivariate analysis and Multiple correspondence analysis (MCA) highlighted two distinct clusters of mutations associated
with tumor location
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Partie V. Discussion

V.1. Modéles animaux

V.1.1. Choix du modéle

Les modéles animaux occupent une place importante en recherche translationnelle en
cancérologie. Cette recherche préclinique reste indispensable pour améliorer la
compréhension des mécanismes oncogénétiques des cancers. Les modeles animaux sont
aussi indispensables pour évaluer I'innocuité et I'efficacité des nouvelles thérapies.

L’étude in vivo nécessite la création d’une xénogreffe dérivée d’éléments cellulaires ou
tissulaires du patient. Ces modéles d’étude in vivo sont dénommeés en littérature anglo-
saxonne « PDX » (Patient Derived Xenograft). On comprend bien qu’il peut y avoir plusieurs
types de PDX en fonction du type de tissu greffé et du site de greffe. Ainsi on compte 4
principaux types de modéles animaux :

e Les xénogreffes sous-cutanées issues de lignées cellulaires
e Les xénogreffes primaires sous-cutanées
e Les xénogreffes orthotopiques issues de lignées cellulaires

e Les xénogreffes primaires orthotopiques

En raison de la faible incidence et de la croissance lente du chordome, peu de modéle in vivo
de chordome sont établis, contrairement a d’autres cancers solides (99,117-120). De plus, la
plupart des modéles de xénogreffes de chordomes recensés dans la littérature sont issus de
lignées cellulaires (68,73,112,121-129) et il n’existe que peu de modéle de xénogreffe
primaire ou orthotopique (11,12,130-134). Ainsi, une majeure partie de la recherche
fondamentale sur le chordome est effectuée a partir de lignées cellulaires en culture 2D.

Les modéles in vivo restent pourtant le principal support d’étude pour intégrer le
microenvironnement tumoral. On rappelle que les tumeurs malignes solides sont constituées
de cellules néoplasiques proliférantes mais aussi d’un stroma composé d'une variété de
cellules différentes (fibroblastes, cellules immunitaires, endothélium de néovaisseaux
sanguins). Or, le complexe cellules néoplasiques — stroma contribue de maniére essentielle a
la progression tumorale via une étroite interaction entre le stroma tumoral, plus largement
dénommé microenvironnement, et le tissu néoplasique (135,136).

Il est bien établi que la dissociation tissulaire tumorale et le développement intensif de lignées
cellulaires en culture 2D, entrainent une modification génotypique et histologique modifiant le
phénotype des xénogreffes nouvellement crées (13). De plus, I'utilisation de lignées cellulaires
entraine de facto une perte de I'architecture tumorale aboutissant aussi a des modifications
phénotypiques (13). On comprend donc bien que les modéles issus de lignées cellulaires
soient moins pertinents qu'une xénogreffe ayant pour origine un prélévement tissulaire sans
modifications in vitro. Le caractére « Primaire » des modéles in vivo, doit étre privilégié aux
cultures cellulaires.
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V.1.2. Xénogreffes primaires de chordome

Le premier modéle primaire de chordome a été développé par Siu et al (130), en 2012. Pour
ce modéle, I'échantillon tumoral a été prélevé chirurgicalement sur le patient et directement
greffé sur une souris sans utiliser de culture cellulaire. L’échantillon tumoral fraichement
prélevé a été dissocié mécaniqguement et mélangé a du Matrigel en volume équivalent (rapport
1/1), puis injecté en sous-cutanée au niveau du flanc d’'une souris Nude agée de 5 a 8
semaines avec un volume de 200 uL par injection. Ces auteurs ont établi une xénogreffe
transplantable en série (PDX) apres 215 jours. La xénogreffe primaire avait des
caractéristiques phénotypique et génotypique plus proches de la tumeur d’origine que les
xénogreffes issues de lignées cellulaires (130). Elle exprimait les principaux biomarqueurs du
chordome tels que les cytokératines (AE1/AE3), lEMA, la protéine S100 et Brachyury, ce
dernier étant plus fortement exprimé dans le tissu greffé que dans la tumeur humaine. Dans
le méme travail, Siu et al (130) ont comparé la variation génomique entre la tumeur primaire
et les deux premiers passages. Le taux de concordance entre PO et P1 était de 96,96% et de
99,97% entre PO et P2 (130). En 2013, Siu et al (137) ont étudié de nouveaux traitements en
ciblant le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR). Ces auteurs ont pu montrer
que linhibition de 'EGFR réduisait la croissance des chordomes in vitro et que I'erlotinib
inhibait la croissance des xénogreffes de chordomes (137).

En 2014, Davies et al (131) ont établi un nouveau de modeéele de xénogreffe primaire.
L’échantillon tumoral a directement été prélevé du bloc opératoire et dissocié mécaniquement
au scalpel. Un fragment de 8 mm?3 a été implanté en sous-cutanée au niveau des flancs d’une
souris NOD/SCID interleukin-2 receptor gamma null. Aprés 16 a 20 semaines et un volume de
500 mm3, les xénogreffes obtenues ont été prélevées et passée en série. L'étude
immunohistochimique, a montré une étroite similitude avec la tumeur humaine (131). Ce
nouveau modele de xénogreffe primaire a permis d’étudier la voie de signalisation
PI3K/Akt/mTOR. Afin d’étudier I'activité de cette voie de signalisation, ces auteurs ont montré
gue la xénogreffe maintenait les altérations passage aprés passage et qu'elles étaient
identiques a celles de la tumeur humaine. Puis, ils ont étudié in vivo un inhibiteur de mTOR
(mTORC1/mTORC2) montrant I'implication de la voie de signalisation mTOR dans les
chordomes (131).

La méme année, en 2014, Bozzi et al (132) ont développé un autre modéle de xénogreffe
primaire. Le mode opératoire était identique a celui des précédents modéles, a savoir, une
dissociation mécanique de la tumeur humaine et une implantation d’'un fragment de 4 x 4 mm
en sous-cutané au niveau des flancs de souris Nude agées de 5 a 6 semaines. Aprés
traitement in vivo des xénogreffes primaires avec le Lapatinib (inhibiteur de 'EGFR), aucune
décroissance tumorale n’a été observée, mais il existait une diminution de la prise de contraste
dans les tumeurs des souris traitées.
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V.1.3. Xénogreffes orthotopique de chordome

En 2017, Sarabria-Estrada et al (134) ont développé le premier modéle orthotopique de
chordome a partir de lignées cellulaires JHC7 et UCH1(9,73). Ils ont utilisé 6 x 10° cellules
mélangées a du Matrigel (ratio 2/1) pour un volume final de 200 uL. Les cellules ont été
injectées en sous-cutané au niveau des flancs de rats. Une xénogreffe était bien
individualisable en 6 & 8 mois. L’analyse histopathologique de ces xénogreffes confirmait qu'il
s’agissait bien de chordome. Dans un second temps, ces mémes xénogreffes ont été greffées
au niveau d’'un site orthotopique situé au niveau de la partie antérieure du corps vertébral de
L5. Cette greffe orthotopique a nécessité une chirurgie abdominale avec un fraisage de la
partie antérieure du corps vertébral. Un fragment de 0.1cm® de xénogreffe préalablement
établie en sous-cutané a été déposé dans la cavité vertébrale avec un stabilisateur (Geristore
dual-cure resin ionomer polymer (DenMat)) pour maintenir la greffe (134).

V.1.4. Xénogreffes primaires de chordome en milieu orthotopique

En 2018, Diaz et al (111) ont développé le premier modéle de xénogreffe primaire
orthotopique. Le chordome du clivus a l'origine du modéle a été prélevé au bloc opératoire
puis rapidement dissocié mécaniquement pour obtenir des fragments millimétriques et
mélangé a 750 uL de PBS. 250 pL de cette suspension ont ensuite été mélangés a 250 uL
de Matrigel. Le greffon ainsi obtenu a été implanté a I'aide d’'une pipette au niveau de I'espace
épicranien en sous-cutané sur des souris NOD/SCID. La surveillance de la croissance des
xénogreffes obtenues se faisait a I'aide d’un pied a coulisse numérique afin d’estimer le volume
tumoral. La prise de greffe s’est effectuée aprés environ 4-5 mois et le sacrifice des souris a
été effectué lorsque le plus grand diametre de la xénogreffe atteignait 1.5 cm. Ensuite, les
xénogreffes prélevées ont été transplantées en série (PDX) jusqu’au 7™ passage.

Diaz et al (111) ont observé une invasion osseuse de la xénogreffe a partir du 3eéme passage
(PDX). Cependant, nous ne disposons que d’illustrations histologiques montrant des nids de
cellules tumorales entourées de cellules mésenchymateuses sans objectiver de véritable
destruction osseuse. De plus, sur le plan génomique, il semblerait qu’il se produise une
accumulation de gains et de pertes au fils des passages. La xénogreffe initiale (PDXO0) et la
troisieme (PDX3) ont montré des changements chromosomiques par rapport a la tumeur
parentale pouvant correspondre a une instabilité génomique. Les auteurs ont montré en
particulier une augmentation du nombre de copies du géne T et une augmentation de I'index
Ki67 entre PDX0 et PDX3. Ces auteurs ont émis I'hypothése qu'une sous population de
cellules de chordome présentait une accumulation de variations génomiques avec le temps,
pouvant expliquer la résistance aux traitements.

Si on compare notre modele avec celui de Diaz et al, I'analyse histologique démontre que la
xénogreffe infiltre et détruit le tissu osseux des PDX0. La xénogreffe se développe dans un
environnement osseux et non autour. Par ailleurs, notre modéle montre une certaine stabilité
génomique puisqu’en analyse aCGH, on retrouve les mémes anomalies entre la tumeur
humaine et les différents PDX avec seulement deux nouvelles pertes sur 14q et 21p pour
PDX4.
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Au total, notre modéle et celui de Diaz et al. (111) sont les deux seuls modéles primaire et
orthotopique de chordome recensés actuellement dans la littérature.

Dans notre modéle, les caractéristiques histologiques de la xénogreffe étaient similaires a
celles de la tumeur humaine dont elle était issue. De plus, sur le plan génomique, les
xénogreffes étaient stables passage aprés passage.

Ainsi, ce modéle in vivo pré-clinique reste l'un des plus abouti et pertinent des modéles
recensés dans la littérature.

Figure 14: xénogreffe primaire de chordome en milieu orthotopique, Salle et al, 2020

V.1.5. Limites des modéles in vivo

Siles modéles pré-cliniques in vivo refletent au plus proche I'oncogenése de la tumeur maligne
étudiée, il peut y avoir cependant quelques contraintes a leur mise au point. Tout d’abord, le
temps nécessaire a I'obtention de la xénogreffe de chordome reste relativement long. Dans
notre modéle comme celui de Diaz et al (111), les temps de prise de greffe sont compris entre
3 et 6 mois.

La surveillance de I'évolution de la xénogreffe peut étre difficile spécialement au niveau de
sites orthotopiques. En effet, on comprend tout a fait qu’'une xénogreffe développée au niveau
du corps vertébral comme effectuée dans le modeéle orthotopique de Sabria-Estrada et al
(134), ne pourra pas étre monitorée mécaniquement mais nécessitera des moyens d'imagerie
souvent peu répandus sur des plateformes « petit animal » et trés couteux comme I'IRM 7
Tesla.

Enfin, la souffrance et le bien-étre animal doivent étre pris en compte et respectés selon les
regles éthiques en vigueur. Le besoin de développer des modéles animaux mimant au plus
proche la pathologie humaine, avec la nécessité d’essayer de trouver des sites de greffes
toujours plus proche de I'environnement naturel de la Iésion, peut entrainer des procédures
chirurgicales toujours plus lourdes, synonymes de souffrance animale augmentée. Cette
problématique est particulierement présente pour I'étude du chordome notamment pour les
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localisations de la base du créne. La réalisation d’'une xénogreffe au niveau de la base du
créne sur le petit animal serait techniguement tres complexe, engendrant des co(ts importants
et entrainant un risque de morbidité élevé pour I'animal. De plus, la surveillance serait
impossible sans IRM dédiée.

V.1.6. Modéle in vitro tridimensionnel

Les modeles de cultures cellulaires 2-D réalisés in vitro ont permis d’ouvrir considérablement
le champ de la connaissance sur la biologie des cellules tumorales en approfondissant les
concepts d’oncogénes, de génes suppresseurs de tumeurs ou de voies de signalisations
cellulaires. Cependant, ils ne peuvent reproduire et intégrer les conditions biochimiques et
métaboliques indispensables au développement et a la diffusion des cellules tumorales
comme les valeurs de gradients d’oxygéne ou la délivrance des nutriments aux cellules
tumorales en fonction de la localisation au sein de la tumeur. De plus, ces modeéles
bidimensionnels ne peuvent reproduire les microenvironnements successifs permettant les
principales étapes du développement tumoral, jusqu’au processus métastatique.

Ainsi, la recherche sur 'établissement de modéles de cultures tridimensionnelles (3-D) s’est
développée ces derniéres années (136,138). Parmi les nombreuses technologies 3-D, les
sphéroides tumoraux semblent étre les plus intéressants. |l s’agit de co-cultures
hétérotypiques comprenant des cellules tumorales et des cellules du microenvironnement
(136). Ces sphéroides peuvent étre utilisés pour la caractérisation de nouveaux traitements et
I'étude de leur efficacite.

L'un des modéles les plus utilisés est celui des sphéroides multicellulaires (multicellular
spheroids, MCS) (138,139). Les sphéroides (140) sont des agrégats cellulaires a
développement tridimensionnel en suspension, pouvant développer des interactions
complexes entre cellules et une matrice tridimensionnelle. L'idée est de recréer une
architecture similaire a celle du tissu tumoral d’origine et la complexité des relations cellules
tumorales — microenvironnement pour étudier la progression tumorale et la diffusion
métastatique. Ces sphéroides permettent ainsi de reproduire les propriétés fonctionnelles
(biochimigues, métaboliques) des tissus tumoraux (138,141).

Plusieurs types de sphéroides tumoraux ont déja été développés ; les 4 principaux sont :
¢ Le modele multicellulaire de sphéroides
e Les tumorospheres
e Les sphéroides dérivés de tissu tumoraux

e Les sphéroides multicellulaires organotypiques

Les différences concernent les conditions de culture, les milieux, I'ajout de matrice ou l'origine
des cellules tumorales (soit directement issues de la tumeur, soit issues de lignées cellulaires
établies) (140-143).
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Peu de modele in vitro tridimensionnels de chordome ont été développés a ce jour. En 2020,
Thanindratarn et al (144) ont établi un modéle de culture cellulaire tri-dimensionnel en formant
des sphéroides a partir de lignées cellulaires bien établies, UCH2 et CH22(122,145). Les
auteurs ont étudié le niveau d’expression et la valeur pronostic de la protéine TOPK (T-
lymphokine-activated killer cell-originated protein kinase) dans le chordome. Un haut niveau
d’expression était prédictif d’'un mauvais pronostic chez les patients alors que I'inhibition de la
protéine entrainait une diminution significative de la prolifération cellulaire (144).

En 2020, Shen et al (146) ont étudié le niveau d’expression de CDK9 dans les cellules de
chordomes. lIs ont établi une corrélation entre le niveau d’expression de CDK9 et un mauvais
pronostic chez les patients ainsi qu’un niveau accru de récurrence. L'inhibition de CDK9 via
un modele tri-dimensionnel de culture cellulaire de type sphéroide a mis en évidence une
diminution de la prolifération cellulaire (146). Les lignées cellulaires UCH2 et CH22 ont été
utilisées pour le développement des sphéroides.

En 2021, Locquet et al (147) ont généré des modeles 3-D de sphéroides a partir des lignées
cellulaires U-CH12, U-CH1, U-CH22 (122) et montré que I'inhibition de ALDH 1 et 3 (Aldehyde
Dehydrogenase) potentialisait la radiosensibilité du chordome (148).

V.2. Etude biomoléculaire de notre série de chordomes

V.2.1. Caractéristiques épidémiologiques de notre série de chordome

L’étude de notre série montre des différences d’age en fonction de la localisation. Les
chordomes de la base du crane étaient plus fréquents chez les patients de moins de 40 ans
alors que ceux du sacrum étaient plus fréquents chez les patients de plus de 60 ans. Comme
nous, d’autres études ont montré une prévalence plus élevée des chordomes de la base du
crane chez les patients jeunes (149). Ainsi Barber et al (150) ont rapporté une incidence plus
élevée de chordomes de la base du crane chez les malades adgés de moins de 26 ans (150).

Nous n’avons pas trouvé de relation significative entre le sexe et la localisation. A l'inverse,
d’autres travaux ont montré une plus grande incidence des chordomes de la base du crane
chez les femmes (3,150,151).

Les données épidémiologiques concernant la distribution des chordomes en fonction de leur
localisation ont récemment évolué. Classiguement, on considérait que ces tumeurs
présentaient une répartition préférentielle au niveau de la base du crane et du sacrum (14).
Des études récentes indiquent que la distribution des chordomes est relativement équivalente
entre la base du créane, le rachis mobile et le sacrum (3,5). L’évolution de nos connaissances
est due a création de registres internationaux et multicentriqgues qui ont permis de colliger les
données de différents centres. En effet, en raison de la trés faible prévalence du chordome et
de la nécessaire spécialisation des équipes pour la prise en charge des malades, les séries
publiées étaient monocentriques et regroupaient peu de malades, biaisant ainsi les analyses
épidémiologiques.

Dans notre étude, nous n’avons pas pu obtenir les données de survie des patients. En effet, il
s’agit d’'une série récente ou les patients ont été pris en charge pour la grande majorité autour
des années 2010 et sont donc toujours en vie.
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V.2.2. Données moléculaires CGH

Concernant les données génomiques en CGH de notre étude, nous avons identifié 321
altérations cytogénétiques sur les 43 tumeurs. Toutes les tumeurs présentaient des anomalies
cytogénétiques. Les pertes étaient plus fréquentes que les gains. Nous avons trouvé un
nombre médian d’anomalies cytogénétiques de 123 par tumeur, avec un nombre médian de
pertes de 72 et de 41 pour les gains.

Les pertes les plus fréquentes étaient celles de 1p36 (63 %) et 10q (55 %).

La perte de 1p36 dans les chordomes est connue mais son incidence dans notre série est plus
élevée que celle rapportée dans la littérature (35,152). Longoni et al. (35) ont décrit le profil
d’expression de huit génes apoptotiques cartographiés en 1p36. Cette équipe a montré que la
dérégulation des génes TNFRSF8, TNRFRS9 et TNSFR14 situé en 1p36 pouvaient avoir un
réle dans la chordomagenése. L’absence de perte d’hétérozygotie 1p36 ou le maintien de
I'expression du géne TNFRSF8 étaient associés a une survie plus importante. (35). D’autres
auteurs ont montré que la perte de 1p36 était corrélée a un comportement plus agressif des
chordomes (153).

La perte de 10q a été décrite dans les chordomes mais, comme pour 1p36, nous I'avons
observé a une fréquence plus élevée que celle qui est rapportée dans la littérature (33,36).
PTEN, localisé en 10g23.1, est un géne suppresseur de tumeur trés fréquemment perdu dans
de nombreux cancers humains (prostate, glioblastome, endométre, poumon et sein). Sa
délétion pourrait intervenir dans la chordomagenése (36).

D’autres travaux ont montré que la perte d’hétérozygotie de 9p était associée a un bon
pronostic (37,38). Le gene CDKN2a, situé en 9p21, interfére avec la fonction de MDM2 et
facilite I'action de p53 avec la surexpression de CDK4 (154). Dans notre travail, une perte de
9p était présente dans 38% des cas et nous n’avons pas trouvé de mutation du géne CDKN2a.

Dans notre série, les gains les plus fréquents concernaient 79 et 5p15-p13.

La prévalence du gain de 7q (49 %) était similaire a celle des autres publications (33,155).
Walter et al (155) ont confirmé que la polysomie du chromosome 7 entrainant des altérations
de I'expression de c-Met, favorisait la progression du chordome.

Dans notre série, un gain de 5p15-5p13 a été fréquemment observé (65%). Ce gain n’a jamais
été rapporté avec une prévalence aussi importante. On sait que le géne TERT situé en
5p15.33 code pour une protéine télomérase ayant un réle dans la réparation de 'ADN et la
sénescence cellulaire. La dérégulation de I'expression de cette télomérase pourrait étre
impliquée dans I'oncogenéese du chordome (156).

A ce jour, il n’existe pas dans la littérature de données statistiques concernant la distribution
des anomalies en cytogénétiques en fonction de la localisation. Nous avons constaté que les
gains étaient plus fréquents dans les chordomes de la base du crane en particulier sur 1g41-
44 et 5p11-12 alors que les chordomes du sacrum présentaient davantage de pertes
notamment sur 19913, 19q, 19p, 6p, 3p, 9p.
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V.2.3. Données moléculaires NGS

Dans une étude portant sur 287 chordomes, Tauziede et al. (116) ont montré que des facteurs
comme l'index mitotique, I'index Ki67 et le nombre de cellules exprimant la p53 avaient une
influence sur le pronostic des tumeurs. La valeur des index mitotique et Ki67 reflete le degré
d’activation du cycle cellulaire et leur élévation traduit son déreglement potentiel. Ainsi, il nous
a semblé justifié d’analyser par séquencage haut débit les génes impliqués dans le contrble
du cycle cellulaire pour rechercher une éventuelle cause a sa dérégulation.

Cette analyse nous a apporté des résultats originaux sur la présence de mutations spécifiques
associées aux localisations de la base du crane et du sacrum. Elle nous a également permis
d’identifier des mutations non encore décrites dans la littérature et qui, en association avec
d’autres altérations connues, pourraient étre impliquées dans I'oncogenése des chordomes.

V.2.3.1. Altérations moléculaires spécifiques ala localisation

L’analyse statistique des génes du cycle cellulaire a montré un profil moléculaire distinct en
fonction des deux localisations étudiées. La mutation MKI67 V1518A n’a été trouvée que dans
les chordomes de la base du crane tandis que huit mutations impliquant TFDP2 (un variant),
ZBTB17 (cing variants), MKI67 (un variant) et CDR1 (un variant) étaient exclusivement
présentes dans les chordomes du sacrum.

A notre connaissance, ces mutations associées a la localisation anatomique du chordome
n’ont jamais été décrites et la question de leur pathogénicité doit étre soulevée.

Parmi ces variants, seuls MKI67 N2363S, CDR1 V55M et ZBTB17 Y235E sont connus dans
la base de données GnomAD. MKI37 N2363S est considéré comme un polymorphisme naturel
car il est présent dans 50 % de la population générale. En revanche, les faibles fréquences
des variants CDR1 V55M et ZBTB17 Y235E pourraient indiquer qu’il ne s’agit pas de
polymorphismes naturels. En conséquence, leur présence suggére qu’ils pourraient étre
associés a la localisation du sacrum. Il est intéressant de noter que le score d’analyse « in
silico » indique un rdle possiblement pathogéne pour le variant CDR1 V55M. Ces données
restent cependant a confirmer et a explorer dans la chordomageneése.

Le géne ZBTB17, ou MIZ1, est un facteur de transcription situé en 1p36. Il régule le
développement et la différenciation embryonnaire, notamment grace a son interaction avec
I'activateur oncogénique MYC (157). MYC code pour des facteurs de transcription bZIP (de
I'anglais basic leucine zipper) qui jouent un réle majeur dans la régulation d’un large éventail
de processus biologiques comme la prolifération cellulaire et la transformation néoplasique.
La surexpression de MYC est une caractéristique de nombreux cancers humains (158). Des
études ont montré que MYC associé a MIZ1 réprime des génes inhibiteurs « cyclin dependant
kinase » (CDK) comme p15 (CDKN2B), p21 (CDKN2A) et p27 (CKKN1B) ainsi que les genes
des facteurs de transcription circadiens BMAL1 (ARNTL), CLOCK et NPAS2 (157). Les
mutations compromettant I'interaction de MYC avec MIZ1 affectent spécifiquement le potentiel
répressif mais pas le potentiel activateur de MYC indiquant ainsi que MYC, conjointement avec
MIZ1, peut réprimer directement la transcription (159).
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Nous avons trouvé cing variants du géne ZBTB17 statistiquement associés a une localisation
sacrée. Il est intéressant de constater que les cing mutations étaient toutes localisées dans
une partie restreinte du géne correspondant a une séquence codante pour le domaine IDP
« Intrinsically disordered proteins » (IDP). Elles n’impliquaient pas le domaine d’interaction
avec MYC. Les IDP jouent un rble majeur dans la régulation des voies de signalisation et des
processus cellulaires, notamment la régulation de la transcription, la traduction et le cycle
cellulaire (160). L’abondance des IDP dans les cellules est étroitement régulée pour assurer
une signalisation précise et les mutations des IDP sont associées aux maladies cancéreuses
(161). Par ailleurs, de plus en plus d’auteurs s’intéressent aux IDP comme cibles potentielles
pour la conception de nouveaux médicaments (162,163).

Les résultats de notre travail suggérent que des mutations de la région IDP de ZBTB17 (MIZ1)
pourraient étre impliquées dans I'oncogenéese des chordomes du sacrum.

V.2.3.2. Altérations moléculaires communes

Parmi les mécanismes communs de la chordomagenése, TBXT, codant pour la Brachyury, est
le seul géne de susceptibilité du chordome identifié a ce jour (32). Méme si le mécanisme
précis qui sous-tend la transformation d’'un vestige notochordal en chordome reste mal
compris, il est bien établi que Brachyury joue un role clé dans cette transformation.

En effet, la suppression de I'expression de Brachyury entraine I'arrét de la croissance des
lignées cellulaires de chordome in vitro (114). La duplication du locus concerné (6g27) a été
rapportée dans un sous-groupe de chordomes familiaux mais est rare dans les formes
sporadiques (150).

Dans notre série, qui ne comprend pas de forme familiale, un gain de 6p était présent dans 14
% des cas. Bai et al. (30) ont trouvé une duplication de TBXT dans un seul des 80 chordomes
de la base du crane étudiés alors que Tarpey et al (29) ont observé cette altération dans trois
cas (27%) d’'une série de 11 chordomes du sacrum (29,30).

Brachyury est constamment exprimée dans les chordomes et pourrait agir comme un
oncogéne. Sur des cultures cellulaires dérivées de chordomes humains, il a été montré que
Brachyury contréle un large sous-ensemble de genes impliqués dans la régulation du cycle
cellulaire (protéines kinases, cytokines et facteurs de croissances ou facteurs de transcription)
cytokines, et la différenciation cellulaire. (164).

D’autres génes, notamment des suppresseurs de tumeurs, sont impliqués dans la
chordomageneése. Des études ont rapporté des modifications des niveaux d’expressions des
protéines p53, MDM2, cycline D1 et pRb (165) ainsi que la perte du nombre de copies de TP53
(6). Une surexpression de p53 et de CDK4 a été observé dans chordomes (154) et I'expression
de MDM2 régulerait négativement les fonctions de suppression de tumeur de p53 (154).

CDK4 est un géne régulateur du cycle cellulaire avec une expression fortement corrélée a
lindex de marquage Ki67. Ce géne inhibe le géne suppresseur de tumeur RB et en
conséquence, augmente la croissance tumorale (154).

Dans notre étude, nous avons mis en évidence une mutation p.Pro72Arg TP53 qui était
présente dans 97 % des cas. Cette mutation est considérée comme bénigne dans les bases
de données. Cependant, Fischer et al (166) et Jager et al (149) ont comme nous, décrit la
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méme mutation dans la plupart des cas de leurs séries. De plus, dans des cancers gastriques
et mammaires avanceés, la mutation p.Pro72Arg TP53 s’est avérée étre prédictive de la
réponse a la chimiothérapie et corrélée avec le temps de progression (167,168). La
surexpression de TP53 est également considérée comme ayant une valeur pronostique
potentielle par plusieurs auteurs et serait associée a une croissance agressive et a une survie
sans récidive significativement plus courte (116,153,165,169-171).

La délétion homozygote de CDKN2A est rapportée dans environ 70 % des chordomes (6).
Dans notre série, une perte 9p21 était présente dans 38% des cas, sans que I'analyse NGS
ne puisse révéler de mutations de CDKN2A.

V.2.4. Histopathologie

Notre série se constituait uniguement des chordomes conventionnels. Parmi eux, 10 cas
étaient composés d’un contingent myxoide abondant supérieur a 50% et ont été identifiés
comme un sous- type myxoide. Le contingent cellulaire était par ailleurs identique au type
conventionnel en termes de caractéristiques cytologiques et de profils immunohistochimiques.
Sur le plan biomoléculaire, le sous-type myxoide présentait spécifiquement des gains de
9g31.32.33 et 11924.25 ainsi qu’une mutation ZBTB17 E243Q non répertoriée dans les bases
de données. Ce sous-type myxoide était présent aussi bien dans les chordomes de la base
du crane que dans ceux du sacrum, sans différence statistiquement significative. S’il apparait
gue les profils génomiques myxoides et non myxoides sont probablement différents, I'utilité
de lidentification de ce sous-type reste a déterminer, notamment en ce qui concerne le
pronostic.

Concernant une éventuelle variation de la morphologie des tumeurs en fonction de la
localisation, nous n’avons pas mis en évidence de différence histopathologique entre les
chordomes de la base du crane et les chordomes du sacrum. Peu d’études ont été effectuées
dans ce domaine. Cha et al (172), ont constaté-que les chordomes de la base du crane avaient
des matrices chondroides plus abondantes et une architecture plus diffuse alors que les
chordomes du sacrum avaient des matrices myxoides plus lobulées.
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Partie VI. Perspectives

VI.1. Modeéles animaux

Méme pour des tumeurs a croissance lente comme le chordome, les modeéles in vivo pertinents
restent faisables. Nous avons développé un modéle pouvant servir de support pour I'étude de
nouvelles cibles thérapeutiques. De plus, I'existence de profils moléculaires différents en
fonction de la localisation, suggére de développer des modéles de chordome avec un site
orthotopique identique au site de prélévement afin d’augmenter encore la pertinence des
modeles établis.

VI.2. Nombre de sujets et épidémiologie

Notre série de 43 patients reste de taille acceptable étant donné la tres faible prévalence du
chordome. Composée de chordomes de deux localisations différentes, elle a permis la mise
en évidence d’'un profil moléculaire particulier lié au site anatomique tumoral. Néanmoins, il
serait intéressant de confirmer nos résultats sur une série plus importante.

Par ailleurs, les récentes données épidémiologiques du chordome ont montré une répartition
relativement équilibrée entre les localisations sacrée, de la base du crane et du rachis mobile
(5,150). Il serait donc intéressant d’inclure des chordomes du rachis mobile afin d’analyser leur
profil moléculaire.

Enfin, il faudrait recueillir dans les années a venir les données de survie de notre série. Ainsi
nous pourrions vérifier si nos données moléculaires sont en relation avec la survie et établir
d’éventuels marqueurs pronostics.

VI.3. ZBTB17/MIZ1

Le séquencage haut débit a permis de mettre en évidence cinq mutations sur le géne
ZBTB17/MIZ1, statistiguement associées a la localisation sacrée et qui ciblaient toutes la
partie du géne codant pour le domaine IDP, adjacent au domaine d’interaction avec MYC.

Deux questions principales peuvent étre formulées quant aux mécanismes de régulation qui
pourraient étre influencés par ces mutations :

- La premiére est celle de I'impact de ces mutations dans l'interaction de MIZ1 avec
MYC et dans la modulation de I'activité pro-oncogénique de MYC. Si les mutations ne
concernent pas directement le domaine d’interaction avec MYC, la proximité du
domaine IDP avec ce dernier pourrait influencer les interactions, notamment du fait
d’'un changement conformationnel de la protéine MIZ1 mutée.

- La seconde question est celle d’'un role direct du domaine IDP muté dans la
chordomagenése, en particulier au niveau du sacrum comme suggeré par nos
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résultats. En effet, les IDP jouent un r6le majeur dans la régulation des voies de
signalisation cellulaire.

Afin d’analyser le réle de ZBTB17/MIZ1 et des mutations du domaine IDP dans la
physiopathologie des chordomes du sacrum et en raison de la faible prévalence des
chordomes, il semble rationnel de commencer par une étude in vitro. La lignée U-CHL1, isolée
a partir d’'un chordome du sacrum, pourrait étre utilisée. A l'aide de technigues de mutagénése
dirigée, le géne ZBTB17 « wild type » serait remplacé par le gene comportant les différentes
mutations d’'IDP. Cela permettrait d’étudier I'effet de ces mutations sur la croissance/division
cellulaire, la migration des cellules et leur capacité a former des sphéroides 3D, structures
permettant de se rapprocher in vitro des conditions de I'environnement naturel de la tumeur.

Parallelement, le transcriptome des différents clones cellulaires obtenus par mutagénéese
pourrait étre analysé de maniére a étudier les variations des signatures d’expression
engendrées par ces mutations. Les partenaires d’interaction de ZBTB17 pourraient également
étre recherchés avec 'expertise de la plateforme technologique BISCEm (Biologie Intégrative
Santé Chimie Environnement) en partie spécialisée dans I'étude du protéome et notamment
de linteractome, un domaine en plein essor dans les recherches de nouvelles pistes de
traitement (173,174).

A la suite des études in vitro, notre modéle animal pourrait étre utilisé afin d’établir des
xénogreffes composées de cellules présentant les différentes mutations de ZBTB17 et, a plus
long terme, pour servir de support a des études pré-cliniques.
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Conclusion

Les chordomes sont des tumeurs rares dont la prise en charge est complexe, multidisciplinaire
et tres spécialisée. Des progrés thérapeutiques ne peuvent étre envisagés qu’a la condition
gue leur physiopathologie soit mieux comprise.

Dans ce but, notre travail a été consacré dans un premier temps, a la mise au point d’'un
modéle tumoral animal pertinent puis, dans un deuxiéme temps, nous avons réalisé une
analyse histomolécualire comparative de chordomes de la base du créane et du sacrum.

La premiere partie de notre travail expérimental nous a permis d’établir un nouveau modéle
de xénogreffe primaire de chordome en milieu orthotopique, malgré le phénotype a croissance
lente du chordome. Nous avons montré que ce type de modele était pertinent, avec un taux
élevé de prise greffe, une infiltration osseuse histologiquement prouvée et une stabilté
moléculaire du modeéele passages aprés passages. Ces caractéristiques sont trés
vraissemblablement dues au fait que la greffe en milieu orthotopique reproduit au plus pres le
microenvironnement tumoral humain.

Notre modéle est reproductible, facile et peu morbide pour I'animal. Il pourra servir de support
pour étudier de nouvelles cibles thérapeutiques.

L’étude histomoléculaire d’'une série de 43 chordomes réalisée dans la deuxiéme partie de
notre travail, a apporté des résultats originaux.

Elle a permis de montrer que les chordomes de la base du crane et du sacrum ont des profils
mutationnel différents. Plusieurs mutations du géne ZBTB17 (MIZ1) étaient associées a la
localisation sacrée et pourraient intervenir dans 'oncogenése des chordomes du sacrum. Ces
nouvelles données moléculaires ouvrent des perspectives de travaux sur la compréhension
des mécanismes oncogénétiques des chordomes en fonction de leur localisation.

Notre étude a également permis d’identifier un sous-type myxoide qui semble présenter des
caractéristiques moléculaires propres avec des gains sur 9931.32.33 et 11g24.25 et une
mutation ZBTB17 E243Q.

Méme si ces nouvelles données doivent étre confirmées sur des séries plus importantes et
corrélées a la survie, elles permettent d’améliorer la classification histomoléculaire des
chordomes, ce qui est indispensable pour une meilleure prise en charge des patients.
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Développement d’'un modéle de Xénogreffe primaire de chordome en milieu
orthotopique et étude biomoléculaire d’une série de 43 chordomes.

Le chordome est une tumeur osseuse rare qui se développe a partir de vestiges
embryonnaires dérivés de la notochorde feetale. Le futur de la prise en charge du chordome
est lié & une meilleure compréhension des mécanismes oncogénétiques moléculaires ainsi
qu’aux développements de nouvelles cibles thérapeutiques via le développement de modeles
animaux pertinents. De nombreux auteurs ont rapporté le rble potentiellement important du
déréglement du cycle cellulaire dans la chordomagénése. L’objectif de ce travail est donc
d’établir un modéle animal pertinent mimant au mieux 'oncogenése du chordome et d’étudier
les altérations cytogénétiques par aCGH et rechercher les mutations génétiques par NGS
portant sur 84 géenes du cycles cellulaires. Nous avons développé un modéle de xénogreffe
primaire de chordome en milieu orthotopique et montré que le taux de prise de greffe était plus
important en milieu orthotopique qu’en sous-cutanée. Le modéle montre une stabilité
génomique et génétique passage apres passage. Notre étude moléculaire d’une série de 43
chordomes a permis de mettre en évidence des profils moléculaires distincts en fonction des
deux grandes localisations du chordome (sacrum, base du crane). Plusieurs mutations du
génes ZBTB17 associées a la localisation sacrée pourraient intervenir dans 'oncogenése du
chordome sacré. Ces données moléculaires nouvelles ouvrent d’autres perspectives d’études
dans la compréhension des mécanismes oncogénétiques du chordome.

Mots-clés : chordome, xénogreffe, orthotopique, cycle cellulaire, ZBTB17,

Development of an orthotopic primary human chordoma xenograft model and
biomolecular study of a 43 chordomas series.

Chordoma is a rare bone tumor that develops from embryonic remnants derived from the
fetal notochord. The future of chordoma management is linked to a better understanding of
the molecular mechanisms that underlie oncogenesis and to the development of new
therapeutic targets, based on investigations in relevant animal models.

The role of cell cycle dysregulation in chordomagenesis has been the focus of several
studies. The objective of this work was to establish a relevant animal model mimicking
chordoma oncogenesis and then examine the cytogenetic alterations by a-CGH (Array
comparative genomic hybridization), searching for genetic mutations in 84 cell cycle genes
using NGS (Next sequencing generation).

We developed a primary chordoma xenograft model in an orthotopic setting and showed that
the engraftment rate was higher at orthotopic than at subcutaneous sites. The model
demonstrated genomic and genetic stability after repeated passage. In addition, our
molecular study of a series of 43 chordomas revealed distinct molecular profiles according to
the two major locations of the tumor (sacrum, skull base). Several mutations of the ZBTB17
gene associated with the sacral location may be involved in the oncogenesis of sacral
chordoma. These new molecular data open up new perspectives on the oncogenetic
mechanisms of chordoma.
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