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RESUME DE THESE

Les chordomes sont de rares tumeurs du squelette axial a croissance lente
qui sont tres agressives localement et ont un potentiel métastatique
modéré. Ces tumeurs sont résistantes aux thérapies conventionnelles et
restent a ce jour sans traitement spécifique. La prise en charge des patients
consiste en une résection chirurgicale de la tumeur avec pour objectif
d’obtenir des marges saines, accompagnée de radiothérapie a hautes
doses. Malgré cette premiere ligne de traitement agressive, les récidives
locales sont fréguentes et les options de traitement de seconde ligne sont
limitées. Les mécanismes de radiorésistance restent a ce jour inconnus.
L'étude des chordomes est rendue difficile par sa rareté qui est reflétée par
le faible nombre d’analyses omiques réalisées, souvent sur de faibles
cohortes, et par le manque de modeles d’étude. Ce projet de these avait
donc pour objectifs : i) de compléter la signature transcriptomique des
chordomes en le comparant aux autres sarcomes, ii) de développer et de
caractériser des modeéles cellulaires 3D dans le but iii) d’évaluer la faisabilité
d’'une approche radiosensibilisante dans ces tumeurs.

Cette étude a montré que le chordome a un répertoire transcriptomique
spécifique, qui repose sur une forte activité des voies de signalisation de
I'hypoxie et de la glycolyse. Ces travaux ont également montré que les
modeéles cellulaires 3D de chordome établis sont représentatifs de la
maladie en termes d’histologie, d’expression génique et de résistance a la
radiothérapie. Enfin, cette étude a montré le bénéfice d’'une approche
radiosensibilisante dans le chordome par l'inhibition de l'activité aldéhyde

déshydrogénase.

Mots clés : chordome ; modéles 3D ; radiothérapie ; culture 3D ; aldéhyde
déshydrogénase ; radiorésistance ; radiosensibilisation ; analyse

transcriptomique



ABSTRACT

Chordomas are rare slow growing tumors of the axial skeleton. These tumors are
locally aggressive, refractory to conventional therapies, and currently
untreatable. Radical surgery and radiations remain the first-line treatments.
Despite these aggressive treatments, chordomas often recur and second-line
treatment options are limited. The mechanisms underlying chordoma
radioresistance remain unknown, although several radioresistant cancer cells
have been shown to respond favorably to aldehyde dehydrogenase (ALDH)
inhibition. The study of chordoma has been delayed by small patient cohorts and
few available models due to the scarcity of these tumors. We thus determined i)
the transcriptomic signature of a cohort of 13 chordomas samples by RNA
sequencing; ii) created cellular 3D models of chordoma by using low-adherence
culture systems and iii) determined whether pharmacologically inhibiting ALDH
increased their radiosensitivity. We found that chordoma samples have a unique
transcriptomic signature characterized by a strong expression of hypoxia and
glycolysis signaling pathways. Moreover, 3D cellular models of chordoma (derived
from primary, relapse and metastatic tumors) reproduce histological and gene
expression features of the disease. The metastatic, relapse and primary spheroids
displayed high, medium and low radioresistance, respectively. Finally, inhibiting

ALDH decreased the radioresistance in all three models.

Keywords: chordoma, 3D models, hypoxia, radiotherapy, aldehyde

dehydrogenase, radioresistance, combination therapy, transcriptomic analysis.
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Le chordome est une rare tumeur du squelette axial qui se développe a
partir de vestiges embryonnaires de la notochorde. Cette tumeur est tres
agressive localement et a un potentiel métastatique modéré. Le chordome
a été décrit pour la premiére fois au 19¢™me sjécle et Ribbert fut le premier a

en décrire I'origine notochordale en 1895, lui donnant le nom de chordome.

Les chordomes ont une incidence faible de 0,08 pour 100 000 habitants
d'apres le registre américain SEER (Surveillance Epidemiology and End
Results). Ils représentent 1 a 4% des tumeurs osseuses malignes primitives
et 20% des tumeurs spinales primaires. Ces tumeurs se localisent
préférentiellement dans la base du cou, la colonne vertébrale mobile et le
sacrum avec une prédominance masculine (1,5 :1). L'dage médian au
diagnostic est situé entre 50 et 60 ans méme si ces tumeurs peuvent
affecter des personnes de tout age. Les cas pédiatriques représentent moins
de 5% de tous les cas de chordomes.

La prise en charge des patients atteints de chordome a pour pierre angulaire
une résection complete de la tumeur avec marges saines. Cependant, cette
chirurgie est difficile compte tenu des localisations vertébrales des tumeurs
et de leurs extensions proches de la moelle épiniére et des paquets vasculo-
nerveux. Néanmoins, une résection chirurgicale avec des marges saines
reste le seul facteur de bon pronostic de ces tumeurs hautement résistantes
aux thérapies conventionnelles. La chirurgie est donc accompagnée de
radiothérapie post-opératoire a fortes doses qui permet d’améliorer le
controle local de la tumeur. Cependant, malgré ces traitements agressifs,
environ la moitié des patients vont présenter une récidive locale dans les 5
ans suivant le premier traitement. C’est pourquoi il est urgent de
développer de nouvelles thérapies spécifiques de ces tumeurs. Pour cela, il
est nécessaire d’'améliorer les connaissances de la biologie des chordomes.
Le développement de technologies permettant les études génomiques,
transcriptomiques, et épigénomiques des tumeurs ainsi que le
développement de nouveaux modeles cellulaires de plus en plus proches de

la biologie des tumeurs est indispensable a cette avancée. Toutefois, la

18



rareté des chordomes rend leur étude difficile. En effet, les études
transcriptomiques a partir d’échantillons de patients sont peu nombreuses
et souvent réalisées sur de faibles cohortes. De plus, les études sur modeéles
cellulaires et animaux sont délicates du fait de leur faible nombre. Tous ces
facteurs réunis entrainent une absence de progres dans les traitements des
chordomes et peu d’amélioration de la prise en charge des patients. Une
approche qui pourrait étre applicable assez rapidement dans le traitement
des chordomes consisterait a rendre les chordomes plus radiosensibles,
améliorant ainsi I'efficacité de la radiothérapie : une réduction des doses
utilisées, donc de la toxicité induite aux tissus alentours, un meilleur
controle local de la tumeur a long terme. Pour cela, il est nécessaire de
mettre en évidence des cibles impliquées dans la radiorésistance de ces
tumeurs.

Devant ce besoin d’identifier et de tester des cibles thérapeutiques, nous
avons mis en place un projet qui a eu pour buts de :

1- Mieux comprendre cette pathologie et les altérations moléculaires qui
lui sont associées.

2- Etablir des modéles d’étude reproduisant les caractéristiques
principales de la maladie et utilisant des techniques ayant déja fait
leurs preuves dans d’autres tumeurs solides.

3- Identifier des candidats pour une approche thérapeutique
radiosensibilisante afin de déterminer si le chordome peut bénéficier

d’un tel type de thérapie.

Dans la partie bibliographique, ce manuscrit s‘attachera a décrire les
connaissances actuelles sur le chordome en termes d’origine,
d’altérations moléculaires, et de prise en charge thérapeutique ainsi que
les raisons pour lesquelles une stratégie radiosensibilisante pourrait étre
applicable dans ces tumeurs.

Dans la partie expérimentale, ce manuscrit décrira les résultats obtenus au

cours de ces travaux qui ont consisté en :
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1- L’analyse transcriptomique d’une cohorte de chordomes comparée a
d’autres sarcomes

2- L'établissement et la caractérisation de modeéles cellulaires 3D de

chordome
3- L'évaluation d’une stratégie radiosensibilisante ciblant les aldéhyde

déshydrogénases.
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L'objectif de cette introduction bibliographique est d’illustrer l'urgence de
développer de nouvelles stratégies thérapeutiques permettant de
radiosensibiliser les chordomes. Pour cela, une meilleure connaissance
des altérations notamment transcriptomiques de ces tumeurs ainsi que
le développement des modeles d’étude permettant de représenter ses
caractéristiques principales est nécessaire.

Cette introduction bibliographique est divisée en trois chapitres :

e En premier lieu, nous allons présenter |'origine du chordome, dresser
un état des lieux des altérations moléculaires associées a cette
maladie et des modeles d’étude existants.

e Dans un second temps, nous allons aborder la prise en charge
thérapeutique du chordome et les nouvelles thérapies en cours de
développement.

e Enfin, nous décrirons les mécanismes de radiorésistance de ces
tumeurs ainsi que les stratégies radiosensibilisantes pouvant cibler
ces différents effecteurs. Nous nous concentrerons particulierement

sur l'activité d’'une enzyme, I'aldéhyde déshydrogénase.
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PARTIE 1 DES TISSUS SAINS A LA TRANSFORMATION
TUMORALE EN CHORDOME

Classé parmi les sarcomes osseux, le chordome est une tumeur rare du
squelette axial. Avec une incidence de 700 nouveaux cas par an en Europe,
le chordome représente 1 a 4% des tumeurs osseuses et 20% des tumeurs
spinales. De nombreuses études soutiennent |'origine embryonnaire des
chordomes qui dériveraient de la notochorde, une structure embryonnaire
qui régresse pour former le nucleus pulposus du disque intervertébral. Il
arrive cependant que cette notochorde ne régresse pas entierement,
pouvant alors étre a l'origine de tumeurs bénignes de la notochorde ou de
chordomes. La premiéere partie de cette introduction bibliographique
s’intéressera aux origines embryonnaires du chordome. Elle présentera le
role de la notochorde dans I'embryogénése du disque intervertébral ainsi
que la dégénérescence normale ou pathologique de cette structure, cette

derniere pouvant étre a |'origine de chordome.

I. Développement et dégénérescence de la notochorde

La notochorde représente une structure primordiale du développement
embryonnaire. Elle apparait a la troisieme semaine et se transforme
rapidement en la structure la plus interne du disque intervertébral : le

nucleus pulposus.

1. Développement de la notochorde

Les vertébrés appartiennent a la famille des « chordés », se différenciant
des autres especes du regne animal par l'existence d’'un endosquelette
cartilagineux ou osseux. La notochorde est une structure conservée au
cours de I’évolution, on la retrouve chez le vertébré primitif « Amphoxius »
ou elle forme le squelette entier chez I'adulte. Chez 'Homme, la notochorde
est une structure transitoire qui est formée a partir de I’ectoderme au cours
de la troisieme semaine du développement embryonnaire. Elle joue des
roles de support, de guide et d'induction de la différenciation des tissus!.

Chez I'Homme, la notochorde commence a se former au dix-septieme jour
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de développement avec la migration de cellules originaires de la ligne
primitive qui vont glisser cranialement entre I'endoderme et I'ectoderme.
Ces cellules vont s’aligner pour former le processus notochordal qui va
continuer de croitre jusqu’a rencontrer la plaque pré-chordale.
Latéralement, les cellules issues du mésoderme migrent et entourent la
notochorde pour former le mésoderme para-axial. L'ectoderme et le
mésoderme qui recouvrent la notochorde forment la plaque neurale (Figure
1).
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A- Ligne primitive, 18eme jour, vue dorsale

B- Processus notochordal 19éme jour

1-sillon primitive 6- bord sectionné de I'amnios
2- depression primitive 7- mésoderme
3- noeud primitive 8- endoderme

4- membrane oropharyngée 9. future membrane cloacale
5- aire cardiaque

C- Processus notochordal 23eme jour

1- processus notochordal ~ 4- cavité coelomique

3- entoblaste embryonnaire 5- pédicule embryonnaire
6- MEE

7- allatoide

1- processus notochordal

2- plaque préchordale

3- membrane bucco-pharyngienne
4- entoblaste embryonnaire
5- cavité amniotique

6- gouttiére neurale

7- canal neurentérique

8- mésoblaste
intraembryonnaire

9- membrane cloacale

10- vésicule vitelline

11- allantoide

1- notochorde

2- entoblaste embryonnaire

3- cavité amniotique

4- tube neural

5- pédicule embryonnaire
6-mésoblaste intraembryonnaire
7- plaque préchordale

8- membrane bucco-
pharyngienne

9- membrane cloacale
10- aortes

11- veines ombilicales
12- ébauche cardiaque
13- allatoide

Figure 1- Développement de la notochorde. A et B- Migration de cellules originaires de la ligne

primitive (1) qui vont glisser crénialement entre I'endoderme (8) et I'ectoderme. Ces cellules forment

le processus notochordal (1). C- Le processus notochordal (1) continue de croitre jusqu’a rencontrer

la plaque pré-chordale (2). D- Les cellules du mésoderme et de I'ectoderme migrent pour former le

tube neural (4) qui recouvre la notochorde (1).
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2. Composition de la notochorde

Les cellules notochordales peuvent étre polyhédriques, stellaires ou
allongées et contiennent un cytoplasme modéré. Dans certaines cellules, ce
cytoplasme est rempli de multiples vacuoles donnant le phénotype
particulier de cellules physaliphores (Figure 2).

La notochorde se réorganise ensuite pour former une région cellulaire
interne entourée d’une gaine externe sous le signal de la voie Notch. Les
cellules externes sécretent une épaisse membrane basale alors que les
cellules internes exercent une pression osmotique!=3. C’est donc la gaine
rigide qui I'entoure qui lui apporte sa fonction structurale et les cellules a
I'intérieur de cette gaine qui sécrete des facteurs permettant Ila

différenciation des structures alentours.

B

Gaine externe

Cellules Cellules
vacuolées épithéliales
internes externes

Figure 2-Composition de la notochorde- La notochorde est composée de cellules vacuolées internes,
entourées d’une couche de cellules épithéliales. Ces cellules épithéliales sécretent une épaisse
matrice extracellulaire qui forme la gaine externe. Cette structure confére a la notochorde une

certaine flexibilité. (Figure adaptée de la publication « The notochord : structure and function ».)

3. Rdles de la notochorde dans le développement

La notochorde va jouer deux roles primordiaux au cours de I'embryogénese.

Son rble premier est de former I'axe longitudinal de I'embryon. En effet, de
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par sa structure, la notochorde va permettre de constituer un axe solide
autour duquel I'embryon va pouvoir se former. Le second rble de la
notochorde est de guider les structures alentours vers la différenciation.
Dans ce contexte, son rble le plus connu est dans la formation et la
différenciation du tube neural pour former la moelle épiniére et le cerveau.
La notochorde va sécréter la protéine Sonic Hedgehog stimulant les cellules
du tube neural qui vont pouvoir démarrer leur processus de différenciation.
La notochorde va de la méme fagon guider la formation du pharynx, et de

I'appareil digestif3.

4. Dégénérescence de la notochorde et formation de la
colonne vertébrale

A partir de la septieme semaine du développement, la notochorde va
commencer a disparaitre de facon concomitante avec la formation des
vertebres et du disque intervertébral. Les vertébres se forment a partir des
somites, éléments dérivés du mésoblaste para-axial.
Deux modeles peuvent expliquer le devenir de la notochorde (Figure 3)% :
- Le modéle « pression » :
Alors que les cellules mésenchymateuses se condensent au sein des
vertebres, les cellules notochordales sont poussées dans les zones ou les
disques intervertébraux se forment.
- Le modeéle « attraction, répulsion » :
Les zones de formations des disques intervertébraux sécrétent des
molécules qui attirent les cellules notochordales. Au méme moment, les
cellules se situant dans les zones de formation des vertébres sécretent des
molécules (Ephrin/Eph, Roo/Slit) qui repoussent les cellules notochordales
qui vont migrer vers le lieu de formation du disque intervertébral.
Le tissu notochordal va alors former le nucleus pulposus du disque

intervertébral et sera petit a petit entouré de /'annulus fibrosus.
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Formation des
vertébres et
dégénérescence de la
notochorde

Naotochorde

Somites o
Modéle "pression

O

Modéle "attraction, répulsion”

Figure 3-Dégénérescence de la notochorde et formation des vertébres- Deux modéles peuvent
expliquer la disparition de la notochorde au niveau des vertébres. Dans le modele de pression, les
cellules mésenchymateuses composant les somites se condensent a la place des vertébres et
pousseraient physiquement la notochorde, ce qui la segmenterait et ne la garderait présente qu’au
niveau des futurs disques intervertébraux. Dans le modéle « attraction, répulsion », les cellules
mésenchymateuses sécreéteraient des molécules repoussant les cellules notochordales, ce qui

entrainerait leur migration vers les zones de formations des disques intervertébraux.

5. Vestiges embryonnaires a l'origine du chordome

Initialement, les chordomes étaient considérés comme des tumeurs
dérivées du cartilage. Mais des études plus récentes ont confirmé
I'nypothése de Ribbert de 1895 qui a été le premier a montrer que les
chordomes se développent a partir de vestiges notochordaux non
différenciés a l'intérieur des corps vertébraux®. En effet, il peut arriver que
des groupes de cellules notochordales restent bloquées dans la vertebre
lors de sa formation (Figure 4). Ces vestiges notochordaux sont présents

chez environ 20% de la population®-8,
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Figure 4- Origine du chordome- Analyses diagnostiques d’un patient présentant une masse avec
une partie de vestige notochordal et une partie transformée en chordome. A- Radiographie d'une
vertébre réséquée chez un patient de 48 ans montrant une lésion dense. B&C- Images de
tomodensitométrie montrant des zones de lyse compromettant le cortex postérieur. D- IRM avec un
haut signal en T2. E- Coloration Hématoxyline/éosine montrant une partie chordome (encadré de
gauche) et une partie vestige notochordal (encadré de droite). F- La partie chordome présente des
cordes de cellules éosinophes vacuolées dans un fond myxoide. G- La partie vestige notochordal
présente des cellules ressemblant a des adipocytes.

Des études sur des embryons et foetus humains °-!! ainsi que chez la
souris!? ont révélé que les cellules notochordales se distribuent sur les sites
ou les chordomes se développent laissant penser que ces tumeurs
proviennent de la transformation des cellules notochordales (Figure 5).
Méme si aucune évidence directe ne démontre que ces cellules
notochordales se transforment en cellules de chordome, les similitudes
observées dans leur distribution, leur histologie et leur profil moléculaire
suggerent que les cellules notochordales sont bien a l‘origine du
chordome!!13-15 Plus récemment, |'analyse moléculaire d’échantillons de
chordomes et de tissus notochordaux a permis de détecter I'expression de
Brachyury, un facteur de transcription jouant un role primordial dans le
développement de la notochorde, dans les chordomes'?16, Le role de
Brachyury dans les chordomes sera développé plus loin. Ainsi, le chordome
proviendrait de vestiges notochordaux ayant acquis des mutations au cours

du temps. Nous allons désormais nous intéresser a |'épidémiologie, la
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classification et I'histologie de ces tumeurs.

Vestiges notochordaux

Natochorde piégés par la formation

des vertébres e,
{  Chordome de la base du cou
Somites g

i

Transformation
Tumorale

Brachyury ?

o _
. (l._,.—/ Chordome sacré

Figure 5-Origine du chordome- Le chordome proviendrait de vestiges notochordaux qui, sous l‘action
potentielle de Brachyury et d’autres acteurs oncogéniques encore inconnus, se transformeraient en

chordome.

Ve

II. Epidémiologie du chordome

1. Incidence du chordome

Du fait de sa rareté, la véritable incidence du chordome n’est pas connue.
Plusieurs études a large échelle indigue que le chordome représente 1 a 4%
des tumeurs primaires malignes de l'os!’. Cependant, des données plus
récentes et plus completes ont été obtenues par le National Cancer
Institute’s Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER). Cette étude
a comporté 12931 tumeurs malignes primaires de I'os entre 1973 et 2012
et montre que les chordomes représentent 8,3% des tumeurs malignes
primaires de l’'os arrivant apres l'ostéosarcome, le chondrosarcome et le
sarcome d’Ewing en termes de fréguence!>'8, Une seconde étude de la SEER
entre 1973 et 2003 répertoriant les tumeurs malignes primaires de |'os

affectant le squelette axial indique que les chordomes représentent 26%
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des tumeurs affectant le squelette axial, arrivant aprés les
chondrosarcomes en termes de fréquence!®'?, D’aprés un rapport du Leeds
Regional Bone Tumor Registry, le chordome serait la principale tumeur
primaire du squelette axial?°.

Le chordome a une incidence d’environ 0,08/100 000/an et affecte
principalement la population adulte, avec un age médian au diagnostic
d’environ 58 ans!’~1°, L'incidence du chordome demeure trés faible chez les
enfants, 0,8 pour 10 millions, et augmente avec I'age jusqu’a atteindre un

pic de 26,2 pour 10 millions a 80 ans?!:22,

Si les chordomes surviennent un peu plus fréquemment chez I'homme (ratio
homme/femme de 1,5:1), une analyse plus récente sur 400 cas de
chordomes menée par la SEER a décrit une prédominance féminine pour les
chordomes de la base du cou?3. Néanmoins, cette prédominance féminine
pour les tumeurs de la base du cou n’est pas retrouvée dans toutes les
études?4-27, Selon |'étude considérée, une prédominance masculine?® ou

féminine?® est retrouvée dans le chordomes pédiatriques.

Les chordomes peuvent survenir sur toute la colonne vertébrale. Selon le
registre européen, 36% des tumeurs se situent dans la partie sacrale, 30%
dans la partie craniale, 23% dans la partie spinale de la colonne vertébrale
et 11% ont d’autres sites de tumeurs primaires3°. Les chordomes affectant
la base du cou surviennent souvent plus tot au cours de la vie que ceux se
développant dans la colonne vertébrale ou le sacrum3!l. La taille de la
tumeur est variable, de quelques centimeétres pour les tumeurs de la base
du cou a des tumeurs atteignant souvent 10cm dans le sacrum. Le
chordome étant trés agressif localement, la tumeur peut s’étendre dans |'os

jusqu’a gagner la moelle osseuse3?,

La survie a 5 ans ajustée en fonction de I'age est de 61% en Europe : elle
semble supérieure chez les enfants (90%) et jeunes adultes (74%) et

diminue chez les personnes de plus de 65 ans (48%)?!. Aucune différence

31



de survie en fonction du sexe ou de la localisation de la tumeur n‘a été
observée?!:33, La standardisation a I’échelle mondiale du diagnostic des
chordomes pourrait améliorer la fiabilité de ces études. Le diagnostic des
chordomes implique la connaissance de ses caractéristiques, pour cela une
classification des différents sous-types de chordome rencontrés est

nécessaire.

2. Classification et sous-types histologiques

S'il s'agit d’'une tumeur rare, le chordome n’est pas une entité unique. Sous
le terme de chordome, sont regroupés quatre sous-types histologiques : le
chordome conventionnel, le chordome chondroide, le chordome peu
différencié et le chordome dédifférencié qui sont différents histologiquement

et morphologiquement34,

A. Le chordome conventionnel :

Le chordome conventionnel représente 97% des cas de chordomes. Il
possede une architecture lobulaire et est visqueux, grisatre et bien délimité
par rapport aux tissus environnants. Histologiquement, le chordome
conventionnel est composé de lobules de cellules arrangées en cordes et en
nceuds cohésifs. Certaines cellules présentent au sein de la tumeur
s’allongent et en entourent d’autres. Généralement, les cellules tumorales
ont une apparence épithéliale avec des noyaux de taille modérée et
contiennent des petits nucléoles. Leur cytoplasme est abondant et contient
une large ou de multiples petites vacuoles rondes tres claires. Ces cellules
vacuolées sont connues sous le nom de « cellules physaliphores » et sont
caractéristiques du chordome (6A) 3°. Dans la plupart des chordomes
conventionnels, les mitoses sont peu nombreuses et de nombreux foyers
de nécrose peuvent étre détectés, surtout dans les tumeurs les plus larges.
Les cellules tumorales présentent des projections de type villosités, des

amas de glycogene cytoplasmique, des caractéristiques épithéliales incluant

32



des desmosomes bien formés, des tonofilaments et des Ilumina

intracytoplasmiques32:36.37,

Figure 6- Histologie et IHC d’un chordome conventionnel- A- Coloration hématoxyline-éosine
montrant des cellules vacuolées dans un fond myxoide. Immuno Histo Chimie montrant B- une forte
positivité nucléaire pour Brachyury, C- les cytokératines et D- la protéine S100. Figure adaptée de

article suivant3,

Les chordomes conventionnels expriment typiquement les marqueurs
épithéliaux tels que les cytokératines et I’Epithelial Membrane Antigen
(EMA) (Figure 6). La plupart expriment également la protéine S100 et
conservent |'expression de SMARCB1/INI1. Récemment, Brachyury a été
identifié comme marqueur spécifique de tous les chordomes et est utilisé
en cas de doute sur le diagnosticl?3°. Le stroma des chordomes
conventionnels est abondant, mucineux, myxoide, souvent basophile et
entoure les cordes de cellules tumorales*®4, En plus des chordomes
conventionnels, d’autres sous types moins fréquents existent : les

chordomes chondroides (2%) et les chordomes peu différenciés (1%).

B. Le chordome chondroide

Le chordome chondroide a été identifié comme une entité

clinicopathologique a part entiere en 1973. Il est caractérisé par la

33



juxtaposition de régions de chordome conventionnel et des régions
ressemblant plus a un chondrosarcome conventionnel32422442-44 | e
chordome chondroide survient préférentiellement dans la base du cou, plus
rarement dans la colonne vertébrale mobile, et quasiment jamais dans le
sacrum. Morphologiqguement, les régions de chordome chondroide peuvent
soit fusionner avec, soit étre bien délimitées, des régions de chordome
conventionnel. La partie chondroide est caractérisée par des cellules
tumorales entourées d‘une matrice extracellulaire hyaline solide
s’apparentant a une matrice cartilagineuse (Figure 7). La partie chondroide
d’un chordome est variable, représentant peu ou beaucoup de la tumeur
totale. La structure3’ ainsi que le profil immunohistochimique344 du
chordome chondroide restent les mémes que pour le chordome

conventionnel.

Figure 7- Différences histologiques entre chordome conventionnel et chondroide. Images
représentant des colorations Hématoxyline éosine de A- chordome conventionnel présentant des
cellules physaliphores séparées de septas fibreux. B- Chordome chondroide présentant de larges
ilots de matrice de type cartilagineuse ou hyaline juxtaposée a des zones de chordomes
conventionnels. Figure adaptée de I'article suivant*
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C. Le chordome dédifférencié :

Le chordome dédifférencié est le sous-type de chordome le plus rare (1%).
Il est composé de zones de chordome conventionnel juxtaposées a des
zones a la morphologie d'un sarcome peu différencié a cellules fusiformes
de haut-grade (Figure 8). Cette zone dédifférenciée peut apparaitre de novo
dans un chordome primaire, au moment de la rechute ou encore suite a un
traitement par radiothérapie*®->°.  Morphologiquement, la partie
dédifférenciée est tres différente de la partie conventionnelle avec des
caractéristiques structurales et exprime les mémes marqueurs qu’un
sarcome pléomorphique peu différencié. Dans certains chordomes, cette

partie dédifférenciée peut ressembler a un ostéosarcome?’.

Figure 8- Histologie des chordomes peu différenciés- Images de coloration hématoxyline-éosine
montrant des cellules épithélioides avec de nombreuses figures mitotiques, des noyaux ovales
irréguliers et un cytoplasme éosinophile (A), avec des zones de nécrose (B). Ces cellules sont
Jjuxtaposées a des zones de chordome conventionnel (C). En Immuno Histo Chimie, on observe : une
forte positivité nucléaire pour Brachyury (D), une forte positivité pour la cytokératine (E), une faible
expression nucléaire d’INI1 (F). Figure adaptée de I'article suivant®.

La partie dédifférenciée n’exprime pas Brachyury mais peut garder
I’expression des cytokératines®2. D’un point de vue diagnostic, il est

important d’identifier un chordome dédifférencié car il s'agit de tumeurs
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trés agressives qui métastasent dans 90% des cas (au niveau de la peau,
des nceuds lymphatiques, des os, des poumons) dont la prise en charge est

différente des autres sous types de chordomes>9:33,

D. Le chordome peu différencié :

Les chordomes peu différenciés sont diagnostiqués essentiellement chez les
enfants et sont caractérisés par des propriétés morphologiques agressives.
Ils sont composés de nceuds de cellules épithélioides avec un cytoplasme
éosinophiligue abondant. Ces chordomes conservent |‘expression de
Brachyury et des kératines, contrairement aux chordomes dédifférenciés,
et sont caractérisés par la perde de SMARCB1/INI1 (Figure 8)>1:>4-56,

III. Altérations génétiques et moléculaires associées au
chordome

Les études large échelle dans le chordome sont rendues difficiles par sa
rareté. En effet, seules des descriptions partielles de ses altérations
moléculaires ont été effectuées. Ce paragraphe rassemble les
connaissances des altérations retrouvées dans le chordome, avec un accent
tout particulier donné a Brachyury, élément qui semble réguler

I'oncogenese du chordome.

1. Brachyury

Le géne T, localisé sur le chromosome 6g27, code pour le facteur de
transcription Brachyury. Il est nécessaire pour la spécification du
mésoderme et est un régulateur clé de la formation de la notochorde®’->°,
Différentes études alimentent |'hypothése de son réle central dans
I'oncogenése et la progression du chordome.

Son implication dans I'oncogenese a été révélée par plusieurs études. Une
étude réalisée sur 53 échantillons de chordome a montré que tous
exprimaient Brachyury et a permis de définir ce facteur de transcription

comme un marqueur de diagnostic des chordomes!?. Dans le méme temps,
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le géne T a été identifié comme un gene de susceptibilité majeur pour les
cas de chordomes familiaux. En effet, la duplication de la région 6q27
codant pour le géne T a été retrouvée dans chacun des cas de chordomes
de 4 familles®®. Pour les chordomes sporadiques, ce géne est aussi associé
a un risque augmenté de chordome puisqu’un polymorphisme nucléotidique
sur le géne T (rs2305089) confere un risque augmenté d’un facteur de 6,1
de développer un chordome®16?, Par la suite, I'implication de Brachyury dans
la progression des chordomes a été observée. En effet, I'étude d’une
cohorte récente a démontré la corrélation entre une expression élevée de
Brachyury et une survie sans progression plus faible (Brachyury élevée : 5
mois ; Brachyury faible : 13 mois)®3. Cette expression élevée de Brachyury
était également corrélée a une forte expression de la voie de signalisation
PI3K/Akt, voie impliguée notamment dans la survie des cellules

tumorales®3.

2. Prédispositions cytogénétiques

Si l'étiologie du chordome n’est pas clairement définie, il semble que
certaines anomalies cytogénétiques et chromosomiques soient impliquées
dans l'oncogenése de cette tumeur. Cette tumeur est caractérisée par de
nombreuses anomalies, aucune spécifique a ce type tumoral (Tableau 1).
La plupart des études cytogénétiques ont montré des réarrangements
structuraux et numériques avec des karyotypes pseudodiploides ou
hypodiploides®4. Les aberrations les plus fréguemment rencontrées
comprennent la perte partielle ou totale du bras de chromosome 1p, 3q,
4q, 10q et 13q, ainsi que le gain partiel ou total de matériel provenant du
chromosome 7p, 7q, 12q, 17q, 20q, 22q?0-246064-68 | es loci les plus
fréiguemment délétés ou amplifiés sont les loci 1p36, 1p25, 2p13, et 7q33,
ne rappelant aucune altération d’autres tumeurs osseuses.

En revanche, les anomalies sur le locus du gene CDKN2 sont fréquemment
rencontrées dans |'ostéosarcome et le chondrosarcome, une étude sur 30
chordomes montrent que ce locus est également délété dans 70% a 85%

des chordomes®*. De plus, le locus codant pour le géne PTEN est délété
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dans 25% des chordomes, ce qui est aussi le cas dans |'ostéosarcome®?,
Enfin, le gene SMARCB1 est perdu dans les cas pédiatriques de chordome
dédifférencié, ce qui est également fréquent dans les

rhabdomyosarcomes>°,

Tableau 1- Principales altérations cytogénétiques dans les chordomes

Chromosome Gain /perte Génes touchés Fonction

1p36 Perte RUNX3 Facteur de
transcription

1p25 Perte HPC1 ribonucléase

2pi3 Perte TGF-a Facteur de
croissance

7q33 Perte AKR1B10 Aldoréductase

9p21 Perte CDKN2 Inhibiteurs de
cycline
dépendante
kinase

10q Perte PTEN oncogene

22q Perte SMARCB1 Remodelage
chromatine

6q27 Duplication T Facteur de

transcription

Des études de polymorphismes nucléotidiques réalisées sur des petites
cohortes (16 cas de chordome) démontrent que ces tumeurs présentent
souvent et de facon aléatoire des pertes du nombre de copies de génes (3,
9p, 1p, 14, 10 et 13). Le taux de mutation est tres faible et les genes mutés
sont souvent impliqués dans la régulation du remodelage de la chromatine.
Le géne le plus souvent muté est SETD27°,

Les mécanismes de chromotrypsie décrivent un processus mutationnel par
lequel des milliers de réarrangements chromosomiques groupés se
produisent en un seul évenement dans des régions chromosomiques
localisées. Ces mécanismes pourraient étre impliqués dans les causes des

réarrangements génétiques du chordome®’7l,  Ainsi, peu de
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réarrangements génétiques sont présents dans les chordomes et ne
semblent pas spécifiques de cette maladie. C’est pourquoi d’autres études

ont visé a évaluer les altérations du chordome a d’autres niveaux.

3. Altérations génomiques

D’autres altérations du chordome ont été décrites, au niveau génomique.
L'étude génomique la plus complete a été réalisée sur 104 cas de
chordomes sporadiques et a montré tres peu de mutations « driver » de la
maladie’?. Cette étude a démontré une duplication du gene T dans 27% des
cas, des altérations des genes remodeleurs de la chromatine tels que
ARID1A, PBRM1, et SETD2 dans 17% des cas, ainsi que dans la voie de
signalisation PIK3K/Akt (PIK3CA, PIK3R1, PTEN) dans 16% des cas. Des
altérations du gene LYST, impliqué dans le trafic des lysosomes, ont aussi
été décrites dans 10% des échantillons. Méme si ces résultats sont
encourageants, il est a noter que 47 cas sur 104 ne présentaient aucun
variant, suggérant que des altérations a d’autres niveaux doivent participer
a I'oncogenése dans le chordome.

Une autre étude de séquencage a porté sur la région du promoteur de TERT,
qui est tres souvent mutée dans les cancers et facteur de mauvais
pronostic’3:74, Ces mutations dans le promoteur de TERT résultent en une
augmentation de sa transcription permettant le maintien de la longueur des
télomeéres des cellules cancéreuses’>. Une mutation du promoteur de TERT
(C228T ou C250T) a été détectée dans 8,7% des cas et associée a une
meilleure survie a 10 ans’®. La valeur clinique de TERT reste a vérifier dans
une cohorte de validation puisque dans cette étude, seuls 8 patients
possédaient la mutation. A ce jour, aucune autre anomalie n'a été détectée

dans le chordome.

4. Altérations transcriptomiques

Une caractérisation extensive du transcriptome permet une meilleure
compréhension de la pathologie’’. Une premiere cohorte de 6 cas de

chordomes et de 14 chondrosarcomes a fait I'objet d’'un séquencage ARN
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révélant |'expression spécifique des genes Brachyury, CD24 et des kératines
par les chordomes’8. Une analyse comparative de chordomes spinaux et de
la base du cou a ensuite été réalisée. Brachyury demeure au centre du
répertoire transcriptomique commun aux deux localisations tandis que
I'expression de LMXA1 est plus importante dans les chordomes de la base

du cou, et SALL3 plus exprimée dans les chordomes spinaux”’°:89,

5. Altérations protéomiques

Deux études ont établi un profil protéomique du chordome par
spectrométrie de masse®'83, La premiére a comparé des tumeurs
primaires, des rechutes locales ainsi que des tissus sains (n=37) et a
montré la surexpression de trois protéines dans les chordomes par rapport
aux tissus sains: I'alpha énolase (ENO1), la pyruvate kinase M2 (PKM2) et
la gp9683. Ces protéines étaient par ailleurs plus exprimées dans les
rechutes locales que dans les tumeurs primaires. Cette augmentation peut
étre reliée a des situations de stress trouvées au sein des tumeurs :
I’hypoxie, le manque de nutriments (glucose) ou une réponse immunitaire.
La deuxieme étude a été réalisée sur une tumeur primaire et une rechute
locale du méme patient, et a révélé la sous-expression de p21 (suppresseur
de tumeurs) et la surexpression d’ALCAM, protéine impliquée dans les
cellules souches cancéreuses, dans la rechute locale8?. Ainsi, quelques
dérégulations de I'expression protéique ont été observées dans le chordome

et pourraient étre des facteurs prédictifs de progression tumorale.

6. Altérations épigénétiques

L'épigénétique représente |'étude des mécanismes résultant en des
changements d’expression de genes qui n’affectent pas la séquence
d’ADNB®4, Les trois principaux mécanismes épigénétiques sont la méthylation
de [I’ADN, la modification des histones, et Ila régulation post

transcriptionnelle par des ARN non codants : les miRNA.
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Le profii de méthylation de I'ADN a révélé 8819 loci (2.9%)
différentiellement méthylés dans le chordome®>. Les geénes retrouvés
fréiguemment hypo/hyperméthylés sont les genes C3, XIST, TACSTD2,
FMR1, HIC1, RARB, DLEC1, KL et RASSF18. Une étude corrélant des
expressions transcriptomiques a des profils de meéthylation dans une
cohorte de 13 patients a décrit des liens entre I’'hnyperméthylation des genes
CDKN2A et PTEN avec leur expression transcriptionnelle®487.88  Ainsi,
plusieurs dérégulations épigénétiques pourraient étre impliquées dans
I'oncogénése du chordome.

Les Histones Déacétylases sont impliquées dans la condensation de I’ADN
qui empéche la transcription. Une étude menée sur 43 chordomes a montré
I'expression des HDACs 3 a 6, HDAC6 étant la plus exprimée®®. La
conséquence de ces expressions reste a étudier.

Récemment, plusieurs études ont mis en avant le réle des miRNA dans
I'oncogénése du chordome, mais aussi dans la régulation de génes
impliqués dans le cycle cellulaire, la prolifération, I'apoptose, I'angiogenése,
I'invasion, le potentiel métastastatique®®2%, Le miARN-1 qui est
fréiguemment sous exprimé dans les cancers et est impliqué dans le controle
de la prolifération cellulaire, a été retrouvé sous exprimé dans les
chordomes®!. La restauration de I’'expression de ce miARN 1 dans une lignée
cellulaire de chordome induit une diminution de la prolifération et de la
migration cellulaire®?.

Ainsi, les drivers génomiques et dérégulations moléculaires impliqués dans
I'oncogenése et la progression du chordome sont encore mal connues et
peuvent partiellement expliquer [|'absence de traitements efficaces
spécifiques dans ces tumeurs. Ce retard peut aussi étre expliqué par le

manque de modeles d’étude du chordome.

IV. Les modeles d’étude du chordome

L'étude des altérations moléculaires du chordome et l'identification de

nouvelles cibles thérapeutiques spécifiques de cette tumeur sont des
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problématiques fortes. Pour cela, il est nécessaire de posséder des modeles
d’études cellulaires et animaux pertinents. Il existe trois types de modeles
de chordome disponibles a ce jour : i) des lignées cellulaires établies a partir
d’échantillons de patients, ii) des modéles de xenogreffes sous cutanées a
partir de lignées cellulaires, iii) des modeles de xenogreffes a partir de
tumeurs de patients (PDX) sous cutanées ou orthotopiques.

Ce paragraphe va s’attacher a présenter les modéeles de chordome existants
ainsi que leurs limitations et les nouvelles techniques qui permettraient de

contourner ces limitations.

1. Les lignées cellulaires

Aujourd’hui, 14 lignées cellulaires de chordome sont disponibles. Ces
lignées ont toutes été établies a partir de tumeurs de patients a différents
stades de la maladie. Les premiéres caractérisations de lignées cellulaires
de chordome ont été réalisées a partir des années 2010, soulignant le retard
dans I'étude des chordomes °7°8, Les caractéristiques des lignées

disponibles sont présentées dans le Tableau 2.

Tableau 2-Lignées cellulaires de chordome et caractéristiques

Nom Localisation et Expression Anomalies Publication
statut de Ila de chromosomiques
tumeur marqueurs

chordomes

U-CH1 Sacrum Brachury, Perte du chr. 9p21 °97-%°
Rechute locale  CD24 (CDKN2)

U-CH2 Sacrum Brachyury, Amplification du °7.°8
Rechute locale @ CD24 gene T

Perte du chr. 9p21
(CDKN2)
MUG- Sacrum Brachyury, Amplification du | 100
Chor1 Rechute locale  CD24 géene T

Perte de 9p21
(CDKN2), 10p et 10q
(PTEN et PDCD4)
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JHC? Sacrum Brachyury, Amplification 101
Tumeur CD24 gene T
primaire
UM- Clivus Brachyury, NR /
Chor1 Tumeur CD24
primaire
U-CH11 Sacrum Brachyury, /
Tumeur CD24 NR
primaire
MUG- Clivus Brachyury, NR /
CC1 Tumeur CD24
primaire
CH22 Foie Brachyury, NR 102
Métastase CD24
U-CH12 Sacrum Brachyury, NR 103
Tumeur CD24
primaire
U-CH?7 Sacrum Brachyury NR /
Tumeur CD24
primaire
U- Sacrum Brachyury, NR /
CH11R Rechute locale  CD24
uU- Sacrum Brachyury, NR 104
CH17M  Métastatique CD24
U- Sacrum Brachyury, NR Lo
CH17S Métastatique CD24
UM- Clivus Brachyury, /
Chor5 Tumeur CD24
primaire

Ces lignées cellulaires ont permis de décrypter des processus biologiques
du chordome. Toutefois elles sont cultivées en deux dimensions donc ne
reproduisent pas la complexité de I'architecture des tissus, les interactions
cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire qui s’y produisent!0>-107,

Hors, ces interactions sont cruciales pour la cellule tumorale et
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interviennent dans de multiples processus tels que la différenciation, la
prolifération, la viabilité, I'expression de génes, et le métabolisme!0>-107,
Les chordomes sont caractérisés par la production d'une matrice
extracellulaire (MEC) abondante et une forte expression de genes impliqués
dans la production, le remodelage et les interactions de la MEC avec les
cellules. Aux vues de l'importance de la MEC dans le chordome, il semble
essentiel d’avoir des modeles cellulaires reproduisant cette MEC. De plus,
dans un tissu, toutes les cellules n‘ont pas accés uniformément aux
nutriments, a I'oxygene et aux métabolites, ce qui n’est pas le cas dans une
culture cellulaire adhérente. Le chordome, étant une tumeur particuliere a
croissance lente et trés hypoxique, pourrait bénéficier d'un modele prenant
en compte ces caractéristiques.

De plus, il a été démontré que I'hypoxie est impliquée dans les phénomeéenes
de rechute et de dissémination métastatiquel®®. En effet, 66% des patients
présentant des volumes hypoxiques mesurées par Tomographie & Emission
de Positron avec du [18F]-fluoromisonidazole dans leurs tumeurs primaires
ont rechuté localement ou développé des métastases alors que seuls 26%
des patients ayant une tumeur qui n‘a pas progressé présentaient des
volumes hypoxiques. Reproduire ces gradients d’oxygéne pourrait
nettement améliorer la représentativité de ces modéles.

Ces modeles peuvent aussi étre de mauvais prédicteurs de la réponse
thérapeutique. En effet, il a été démontré qu’une réponse thérapeutique
est observée plus facilement a des doses beaucoup plus faibles en culture
cellulaire 2D d{ a l'acces équivalent au milieu par toutes les cellules!0/:109-
112 e méme constat a été réalisé en réponse a la radiothérapiell3-116, par
exemple, des lignées de cancers colorectaux cultivées en 3D montrent une
diminution d’un facteur 4 de la mort cellulaire induite par un traitement a
la radiothérapie de 10 Gy, et une augmentation de I'IC50 a un traitement
au cisplatine et au 5-FU d’un facteur 1017, Ces informations sont d’autant
plus importantes puisque, dans le chordome, I'acceés aux drogues est limité
a la fois par la faible vascularisation et la matrice extracellulaire abondante,

deux éléments que les modeles 2D ne reproduisent pas et qui peuvent
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influencer la réponse aux traitements. Pour répondre a ces contraintes, des
modeles plus proches et plus représentatifs du chordome ont été

développés, les modeéles animaux.

2. Les modéles animaux

Le premier modele in vivo de chordome a été établi en 2012. Il s’agit d'une
xénogreffe sous-cutanée établie a partir d’une rechute de chordome de la
base du cou chez la souris'’®, Des analyses histologiques et de
polymorphisme nucléotidique ont confirmé la similitude de ce modéele PDX
avec la tumeur d’origine. Cette méme tumeur a aussi été cultivée en 2D
mais n‘a pas été validée en tant que lignée cellulaire, ayant perdu
I'expression de Brachyury aprés plusieurs passages. Deux modeles de
xénogreffes chez la souris NOD-SCID ont été développés a partir d’'un
chordome du sacrum conventionnel et de sa rechute en chordome
dédifférencié 11°. Leur temps de prise de greffe est long puisque la moyenne
est d’environ 115 jours. Les tumeurs formées montrent une perte du
chromosome 9 portant le géene CDKN2 et une duplication du géne T.
D’autres modeles de xénogreffes ont été développés et sont détaillés dans

le Tableau 3.

Tableau 3- Modéles de xenogreffes de chordome caractérisés

Nom Localisati Statut Injectio Animal Type Temps Pu
on maladie n de de blic

greffe prise ati

de ons

greffe ass
oci

P

ees

SF889  Clivus Rechute  Fragmen Souris NOD-SCID = Sous 3-4 2t
4 locale t de interleukin-2 receptor cutané mois
8mm3 gamma (IL-2Ry) null e
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SF107
92

JH200
9-11

DVC-4

JHC?

U-CH1

CH22

Clivus

Clivus

Clivus

Sacrum

Sacrum

Sacrum

Sacrum

Sacrum

Foie

Clivus

Primaire

Rechute

locale

Rechute
locale

Primaire

Primaire

Primaire

primaire

Rechute
locale

métastas

e

Primaire

Fragmen
t de

8mm?3

Cellules
dissociée
s a partir
de
tumeur
fraiche
1.106

Fragmen
t de 4x4
mm
Suspensi
on
cellulaire
(tumeur
fraiche)
1-5.106

cellules

500 000
a 2. 10°
cellules

5. 108

1.108

Fragmen
t de 3
mm de

diameétre

Souris NOD-SCID
interleukin-2 receptor

gamma (IL-2Ry) null

Souris nude

athymique

Souris NOD/SCID

Souris nude

Souris NOD/SCID/IL-
2Ry-null (NOG/SCID)

Souris
NOD/SCID/IL2Ry"u! (
NSG)

Souris NCI

Souris
NOD/SCID/interleukin
2 receptor IL2r ynu!

Souris nude Crl:SHO-
PrkdcSCIDHrhr

Souris nude

Sous

cutané

Sous
cutané

3

Para-
sacrale
Sous
cutané
e
Sous
cutané

e

Sous
cutané

e

Sous
cutané

e

Sous-
cutané

3

Sous
cutané
e
Orthot
opique
implan
tation
lombo

sacrale

3-4

mois

3-4

mois

1 mois
25
semaine

S

3 mois

4,5 mois

4 mois

10
semaine

S

1 mois

3 mois

120

118

121

122

119

123

101

124

102

125
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Depuis, d‘autres modeéles PDX de chordome ont été développés et
caractérisés par des analyses génomiques et cytogénétiques afin de
confirmer leur similitude avec la tumeur d’origine (Tableau 4)120.125,126  Ces
modeles permettent a la fois I’étude des anomalies liées a I'oncogenese et
la progression du chordome, et I’évaluation thérapeutique de drogues. En
effet, un modele PDX de chordome clival implanté en sous-cutané chez la
souris NOD-SCID a permis de détecter I'activation de la voie de signalisation
PI3K/Akt via I'’étude du phosphoprotéome et d’évaluer la réponse a un
inhibiteur de mTOR (MLN0128)29, De plus, les modéles SF8894, CF322 et
CF365 ont permis de mettre en évidence |'efficacité de l'inhibiteur d’'EGFR
afatinib dans lesquels I'afatinib induit une régression tumorale. L’afatinib
est désormais en phase II d’essai clinigue chez 40 sujets présentant des
chordomes avancés!?’, De plus, le modele CF466 a permis |'évaluation de
I'inhibiteur de Il'exportin 1 (XOP1), le Selinexor. Dans ce modele, le
traitement a l'inhibiteur Selinexor induit une diminution du volume tumoral
de 57,6%:2,

Si ces modeles ont permis d’effectuer des tests pré-cliniques d’évaluation
de l'efficacité de drogues, plusieurs limitations peuvent étre soulignées.
Leur mode de greffe sous-cutanée n’est pas représentatif du site osseux de
la tumeur. Seuls deux modeles de greffe orthotopique avec implantation
para- ou intra-vertébrale ont été développés 121125, e premier avantage de
ces sites d'implantation est de reconstituer lI'environnement osseux et
I'invasion de l'os par la tumeur!?>. Le second avantage est d’améliorer la
prise de greffe qui est d’environ 40% lors d’'une greffe sous-cutanée et qui
augmente a 60% lors d’'une greffe orthotopique!?>. L’établissement de ce
modele nécessite une procédure chirurgicale compliquée a réaliser par des

spécialistes.

Tableau 4-modéles PDX de chordome

CF322 Clivus Rechute 42 Souris Sous 129
locale nude cutanée
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CF365 Clivus Métastase <20 Souris nude = Sous 129

cutanée
CF359 Clivus Métastase <20 Souris nude @ Sous /
cutanée
CF382 Clivus Rechute 57 Souris nude  Sous /
cutanée
CF459 Clivus Primaire <20 Souris nude = Sous /
cutanée
CF427 Clivus Primaire 55 Souris nude = Sous /
cutanée
CF466 Sacrum Métastase 58 Souris nude = Sous 128
cutanée
CF539 Clivus Métastase <20 Souris NOD- = Sous /
SCID cutanée
interleukin-
2 receptor
gamma (IL-
2Ry) null
)CF555 Clivus Métastase <20 Souris NOD- = Sous /
SCID cutanée
interleukin-

2 receptor
gamma (IL-
2Ry) null

Bien qu’étant de trés bons modeles d’études pré-cliniques, les PDX
orthotopiques ont encore un taux de prise faible (environ 60%) nécessitant
un grand nombre d’animaux, un temps de prise de greffe de plusieurs mois
et impliguent une procédure chirurgicale compliquée.

Dans le but de garder les avantages de la culture cellulaire et de réduire les
inconvénients des modeéles animaux, des modeles alternatifs de culture
cellulaire en 3D ont été développés ces dernieres années. Ces modeles
permettent de récapituler en partie les caractéristiques d’une tumeur, tout

en étant rapides, reproductibles et robustes.
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3. Les modeles cellulaires 3D

La culture cellulaire 3D permet de générer un environnement pour que les
cellules puissent croitre et interagir dans les trois dimensions. On distingue
deux grands types de culture 3D : les sphéroides, culture 3D de lignées
cellulaires, et les organoides, cultures 3D de tumeurs fraiches de patients
gardant [I'hétérogénéité tumorale et les cellules souches. Plusieurs
techniques de culture 3D existent.

La culture en suspension dans des plaques a faible adhérence
nécessite la mise en culture de cellules seules dans du milieu. Ces
suspensions cellulaires acquierent de nombreuses caractéristiques des
tumeurs solides, dont les interactions cellules-cellules et cellules-matrice,
la présence de jonctions cellulaires, ainsi qu’une résistance accrue aux
traitements!30-132, par exemple, des lignées de carcinomes du poumon et
de la téte et du cou cultivées en 3D sont plus radiorésistantes que les
mémes lignées cultivées en 2D. Dans des lignées cellulaires de cancer du
poumon, des niveaux de condensation de la chromatine plus élevés en 3D
permettent d’augmenter la survie et de diminuer le nhombre de cassures
doubles brin apres radiations en 3D13. Ces cultures sont statiques et ont
donc été améliorées par l'utilisation de différents appareils permettant de
les rendre dynamiques tels que des bioréacteurs centrifuges ou
rotationnels!33, des dispositifs microfluidiques!3#13> ou des systémes de
|évitation magnétique!3®,

La culture en gel permet de reconstituer la matrice extracellulaire
présente dans le microenvironnement tumoral. Elle utilise des polyméres
hydrophiles avec une certaine rigidité qui permet de mimer la matrice
extracellulaire. Le collagene, l'alginate ou encore le matrigel sont le plus
souvent utilisés, mais d‘autres polyméres sont en cours de
développement!3’, Ce systéme de culture est utilisé dans tous les types
tumoraux, notamment dans les sarcomes?33,

La culture 3D dans des polymeéres naturels ou synthétiques est
aussi utilisée. Les polymeres naturels utilisés varient : collagene, chitosane,

glycosaminoglycanes. Les polymeres synthétiques contiennent de l'acide
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polyglycolique, de l'acide polylactique, etc. et ont une plus forte toxicité.
Les techniques associées a ce type de culture sont plus compliquées mais
les cultures résultantes forment des architectures mieux définies ce qui
améliore la répétabilité, la porosité, la force mécanique, la stabilité
structurale et la cinétique de dégradation du polymeére!37:13°, Des polymeres
de collagene ont par exemple été utilisés dans les modeles 3D de sarcomes
d’Ewing et permettent de reconstituer un environnement cellulaire

physiologique!4°,

Pour le chordome, quelques tests de mise en culture en suspension de
lignées cellulaires ont été réalisés®?:102.141, Ces essais ont permis de montrer
que les cellules de chordome sont capables de croitre dans ces conditions,
et expriment la vimentine et la cytokératine. Depuis, une étude a reporté
la culture d’organoides de chordomes en 3D qui ont permis I'évaluation de
I'efficacité de I'anticorps anti PD-1 dans des cultures primaires!4?,
Néanmoins, une caractérisation de ces modeéles est nécessaire pour Vvérifier
gu'ils sont stables dans le temps et récapitulent les caractéristiques des
tumeurs d’origine.

Les résultats indiquent que les chordomes sont capables de former des
sphéres lorsqu’ils sont cultivés en plaque a faible adhérence.

Un résumé des avantages et inconvénients des modeles 2D et 3D est dans

le tableau suivant (Tableau 5).

Tableau 5-caractéristiques des cellules cultivées en 2D et en 3D

CARACTERISTIQUES CULTURE CELLULAIRE CULTURE CELLULAIRE PUBLICATIONS

2D 3D
FORME DES - plates et - forme naturelle 143144
CELLULES allongées. des cellules
- couche unique conservée
de cellules - agrégats 3D
- plusieurs couches
de cellules
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EXPOSITION DES - méme quantité - gradient de 106143
CELLULES AU de nutriments et nutriments et
MILIEU CELLULAIRE d’oxygénes d’oxygéne

- méme stade de - cellules internes

cycle cellulaire

au sphéroide peu
d'oxygéne et de
nutriments donc

moins actives

JONCTIONS rarement présentes souvent présentes LOSAIOZAI ORISR
CELLULAIRES
SENSIBILITE AUX | une résistance plus faible Résistance plus forte, 109-112,134
DROGUES drogues pas bien meilleur métabolisme des
métabolisées. drogues
PROLIFERATION Proliferent souvent plus taux de prolifération plus 105143
rapidement, de facon réalistes
non naturelle.
RESISTANCE AUX | plus sensibles aux plus résistantes 113-116
RADIATIONS radiations

Ainsi, peu de modeles 3D de chordome existent di a la complexité de la
mise en place du protocole. Pourtant, ces modeles représentent une
alternative a la culture 2D et aux modeéles animaux intéressante qui pourrait
étre bénéfique a I'étude de cette tumeur, notamment pour le domaine

translationnel de I’évaluation de nouvelles cibles thérapeutiques.
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PARTIE 2 PHYSIOPATHOLOGIE ET TRAITEMENTS DU
CHORDOME

Cette seconde partie va maintenant s’attacher a décrire le diagnostic, la

prise en charge actuelle et les traitements du chordome.

I. Présentation et diagnostic des chordomes

1. Présentation de la maladie

Du fait de leur indolence, les chordomes sont diagnostiqués tardivement,
les signes les plus fréquents sont donc des douleurs locales dues a l'invasion
et la compression des tissus alentours (rectum, cesophage, trachée, racine
nerveuse cauda equina, nerf abducens). Du fait de leur diagnostic tardif,
environ 20% des patients présentent déja des métastases au diagnostic
initial localisées préférentiellement dans les poumons, les os, la peau, le
cerveaul46.147,

Certains signes sont spécifiques de la localisation de la tumeur. Les
chordomes de la base du cou peuvent notamment causer des diplopies,
maux de téte, de I'hypopituitarisme et des neuropathies craniales?#148-154,
Les tumeurs spinales, quant a elles se localisent dans le corps vertébral.
Les symptomes neurologiques vont apparaitre selon la localisation de la
tumeur : douleurs radiculaires, faiblesse des jambes ou des bras, déficits
sensoriels, etcl48:155-159,

Lorsque la tumeur survient dans le sacrum, elle dispose d’'un espace
relativement large pour se développer. Les symptomes associés au
chordome sacré sont peu spécifiques avec des lombalgies, douleurs aux
fesses, neuropathies accompagnées ou non de troubles de la démarchel4é,
Les symptomes étant peu spécifiques, les examens d’imagerie sont

nécessaires au diagnostic du chordome.
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2. Diagnostic des chordomes

Le diagnostic du chordome combine I'imagerie médicale et
I'anatomopathologie.

Tout d’abord, I'Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM) de la tumeur et
de toute la colonne vertébrale va permettre de délimiter la tumeur des
structures adjacentes. Une imagerie par tomodensitométrie (TDM) peut
étre ajoutée s'il y a un doute de diagnostic!®9,

Les données d'IRM vont révéler la présence d'une masse le long du
squelette axial, souvent envahissant I'os voisin, masse d’intensité similaire
aux autres tissus alentours en T1 mais apparaissant hyper intenses en T2
(Figure 9)161162,

Un challenge du diagnostic est de différencier les chordomes des tumeurs
bénignes de la notochorde (TBNC) et des chondrosarcomes. Les TBNC sont
souvent au centre du corps vertébral. Lorsqu’elles sont détectées en
imagerie, ces tumeurs apparaissent sclérotiques en TDM3, Pour
différencier un chordome d’un chondrosarcome, une IRM a diffusion montre
un coefficient de diffusion plus élevé dans les chondrosarcomes que dans

les chordomes160,
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Figure 9-Caractéristiques du chordome en imagerie-A- IRM en T1 aprés injection produit de
contraste montrant une Iésion au niveau du clivus. B- IRM en T2. C- IRM en T1 aprés injection de
produit de contraste montrant une lésion sacrale. D- IRM en T2 montrant une lésion sacrale. E-F- CT

scan montrant des lésions sacrales.

L'examen par imagerie est complété par un examen anatomopathologique
qui reste essentiel pour définir le grade et le sous-type de chordome. Cet
examen est réalisé sur une biopsie dont le parcours de la biopsie est retiré
lors de I'exérese afin d’éviter la propagation de cellules tumorales.

Au niveau macroscopique, les chordomes sacrés se présentent sous la
forme de tumeurs blanc-bleutées souvent entourées d’une pseudo-capsule.
Au niveau microscopique, elles présentent une architecture lobulaire
organisée en cordons fibreux composés de cellules a I'apparence
fibroblastique qui encapsulent un groupe de cellules de type physaliphores.
Ces cellules sont grosses, épithélioides, hautement vacuolées et entourées
d’'une matrice extracellulaire unique et complexe. Des zones de nécrose
sont souvent observées au centre de la tumeur. Les chordomes expriment
les cytokératines de faibles poids moléculaires et présentent une expression
variable de la protéine S100, de CD24 et de I'Epithelial Marker Antigen

54



(EMA). Un immunomarquage pour le facteur de transcription Brachyury

peut étre utile pour un diagnostic différentiel11/164,165,

II. Prise en charge des chordomes

Lorsque le diagnostic est confirmé, le choix du traitement d’un chordome
sacré prend en compte de nombreux facteurs : tumeur primaire ou rechute,
localisation, résectabilité, possibilité de délivrer de la radiothérapie,
morbidité associée aux procédures. Depuis 2013, des standards de prise en
charge thérapeutique ont été définis sous I'égide de la Chordoma
Foundation. Cette standardisation a permis d’appréhender |'efficacité de
différents traitements en étant capable de regrouper des informations
relatives au traitement des patients a I’échelle mondiale.

La chirurgie et la radiothérapie sont les pierres angulaires du traitement des

patients?©6,

1. La chirurgie, pierre _angulaire du traitement des
chordomes

La chirurgie est planifié¢e pour définir les marges de résection, qui
correspondent a la zone que le chirurgien enléve autour de la tumeur, et
inclure toutes les extensions tumorales. Les marges chirurgicales
représentent le facteur pronostic le plus important chez les patients atteints
de chordome!®’. Les techniques de chirurgie sont spécifiques a la
localisation de la tumeur mais |'objectif reste une excision complete avec
marges saines. La qualité de la chirurgie est divisée en 3 catégories : i) RO,
résection totale avec marge microscopique négative (>1mm) et aucune
évidence de tumeurs au niveau macroscopique dans les marges; ii) R1,
marges microscopiques <1lmm, pas de tumeur au niveau macroscopique
dans les marges ; iii) R2, présence de tumeur macroscopique résiduelle
dans les marges!68,

Une résection RO avec marges saines est obtenue dans environ 50% des
cas pour les chordomes sacrés et spinaux. Ce chiffre diminue a 30% pour
les tumeurs de la base du cou. Si la résection en-bloc RO n’est pas faisable

ou si les séquelles sont trop importantes, il est possible d’éviter certains
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nerfs aux dépens de marges microscopiques positives. Une résection R1
doit étre envisagée si la résection RO est impossible pour les chordomes de
la base du cou.

Concernant les tumeurs sacrées, le fascia sacral étant trés souvent infiltré,
il doit étre inclus dans la résection. Afin de garder la tumeur recouverte de
tissus sains, la résection doit aussi inclure le mésosigmoide et le
mésorectum. La chirurgie va entrainer une morbidité importante avec des
impacts sur les intestins, la vessie, et la motricité potentiellement!®0,
Concernant les tumeurs de la base du cou, I'approche la plus directe avec
le trajet chirurgical le moins destructeur doit étre privilégié.

L'incidence de rechutes locales des chordomes sacrés méme ayant recu une
résection compléte (R0O) est de 30% a 5 ans, 46% a 10 ans et 57% a 15
ans (Tableau 7 et 8). Méme 15 ans apres la chirurgie initiale, le risque de
rechute reste présent. En cas de rechute, seule une minorité des patients
présentant une rechute peuvent étre soignés par chirurgie et/ou
radiothérapie et le contréle a long terme de la tumeur représente un réel
challenge'®’. Dans le cas de rechutes, la résection compléte de la tumeur
doit étre effectuée lorsque c’est faisable et que la morbidité associée n’est

pas trop élevéel®,

Tableau 6 - Séries de chordomes de la base du cou et du rachis cervical

Etude Nb Localisat Qualité Nombre  Suivi Survie a Survie Survie a Survie
patients | ion des de (mois) 5 ans sans 10 ans sans
marges patients progress progress
recevant ion a 5 ion a 10
de la RT ans ans
Sen et 71 Base du R1=59 44 66 75% NR NR NR
al. cou et R2=41 (médian
2011 jonction e)
cranioce
rvicale
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al.

Choi et
al.

Wang
et al.

Yasuda
et al.

Di Maio

et al.

Ouyang
et al.

Rachin
ger et

106

97

14

40

95

Base du

cou

Jonction
cranioce

rvicale

Rachis

cervical

Base du
cou,
jonction
craniove
rtébrale,
cervical
Base du

cou

Base du

cou

Base du
cou

R1=78
R2=22

NR

R1=5
R2=9

R1=17
R2=23

R1=67
R2=28

R1=57
R2=9

R1=15
R2=81

40

97

14

30

33

22

30

64 68%
(moyen

ne)

50 55%
(moyen

ne)

59 86%
(moyen
ne)

57 70%
(médian
e)

38 74%
(moyen
ne)

60 71%
(moyen

ne)

62 83%
(médian

e)

47%

NR

50%

NR

56%

45%

NR

Tableau 7- Séries de chordomes du sacrum et de la colonne vertébrale mobile

Etude

York et
al

Bergh
et al.

Nb

patients

27

Localisat

ion

Sacrum
=27

Sacrum
=30
Colonne
=9

Qualité
des

marges

RO/R1=
15
R2=12
RO=17
R1=5
R2=17

Nombre

de

patients
recevant
de la RT

13

7

Suivi Survie a
(mois) 5 ans

43 NR
(médian

e)

97 84%
(moyen

ne)

Survie
sans
progress
ion a 5

ans

NR

66%

60%

36%

NR

NR

NR

46%

NR

Survie a
10 ans

NR

64%

12%

NR

NR

NR

NR

18%

NR

Survie
sans
progress
ion a 10

ans

NR

NR

57



Fuchs 52 Sacrum | R0=21 0 85 74% 59% 52% 46%
et al. =52 R1/R2= (moyen
31 ne)
Park et 27 Sacrum | R0=16 27 106 83% 61% 63% 49%
al. =27 R1/R2= (moyen
5 ne)
Boriani 48 Sacrum  RO/R1= 34 NR 54% NR 21% 34%
et al. =0 10
Colonne  R2=32
=48
Stacchi 130 Sacrum | R0=48 42 142 78% 52% 54% 33%
otti et 108 R1=35 (médian
al. Colonne | R2=47 e)
=22
Clark et 30 Sacrum  R0=0 10 45 67% NR NR NR
al. =30 R1=28 (médian
R2=2 e)

Apres avoir réséqué la tumeur, une reconstruction est nécessaire.

2. La radiothérapie des chordomes

Le controle local de la tumeur étant difficile a atteindre, une thérapie
adjuvante est nécessaire. Cependant, les chordomes sont résistants a la
chimiothérapie qui n’est donc pas utilisée couramment dans le traitement
de ces tumeurs. Une radiothérapie a hautes doses est appliquée aux
patients lors d’une résection incompléte dans le but d’améliorer le contréle
local de la tumeur. Les types de rayonnements utilisés sont principalement

les photons, et plus récemment les protons (Partie 3, I.1.).

(A) Tumeurs primaires

Dans le cas d’'une tumeur primaire, le volume soumis a la radiothérapie doit
comprendre le volume cible primaire (CTV1), incluant toutes les zones ou
la tumeur s’étendait avant la chirurgie. Il doit contenir les zones a haut
risque de diffusion, notamment les muscles glutéaux, piriformes, iliaques et
quadrilatéraux mais aussi les corps vertébraux qui encadraient la tumeur.

Le volume secondaire (CTV2) recevra une dose plus importante et
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comprend tous les résidus tumoraux microscopiques présents apres
chirurgie, c’est-a-dire les marges de résection positives. Enfin le troisieme
volume (CTV3) correspond a tous les sites ou une maladie résiduelle

macroscopique est encore présente apreés résection (Figure 10)1609,

Figure 10-Définition des volumes pour la radiothérapie dans les chordomes- IRM de patients
présentant un chordome du clivus (A), et du sacrum (C), et définition des volumes de radiothérapie
correspondants en rouge le CTV1, en jaune le CTV2 et en vert le CTV3 ((B & D).

La radiothérapie a haute dose par protons ou photons est appliquée dans le
cas de résections R1 et R2 pour les tumeurs primaires. Elle n’est pas
systématiquement utilisée en cas de résection RO. Pour les chordomes
sacrés, la dose distribuée au CTV1 est de 70 GyE dans le cas de résections
RO ou R1. Une dose de 74 GyE est délivrée au CTV2 et de 50-54 GyE au
CTV1 lorsqu’une résection R2 est effectuée!®,

Lorsque la radiothérapie est appliquée aux chordomes de la base du cou,
74Gy doivent étre délivrés aux CTV2 et CTV3 par fraction de 1,8 a 2Gy de
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photon ou proton thérapie. Un hypofractionnement est possible avec 16 a
22 fractions de 3 a 4,2Gy pour les CTV2 et CTV3 et 36Gy pour le CTV1 avec
des ions carbones. Ces regles pour le traitement par radiothérapie ont été
mises en place grace a l'analyse des résultats des études se trouvant dans

le tableau 9.

Tableau 8-Radiothérapie dans le chordome-

Nombre de Traitement DOSE Type de radiations Résultats Référence
patients
8 Chirurgie (80% R0O) 72a 79,2 Gy Protons ou protons+IMRT CL a 3 | 12
40 a 44 frac ans=86%
34 Chirurgie R1/R2 70,2Gy Photon+ protons IMRT ou 3D CL a 4 170
conformationnelle ans=58%
57 69,6Gy protons CL a 5 | 17
ans=87,9%
24 Aucun 77,4Gy Photons+protons CL a 5 172
ans=79,8%
5 Aucun 70Gy 28 frac Proton + hyperthermie 3 patients= 173
réponse
partielle
41 Aucun 13 tomothérapie, 28 CL a 5 74
proton+tomothérapie ans=71%
100 Aucun 74Gy Proton seul 88% CL a 5 | 178
Proton +photon ans=63%
33 Aucun 70,4Gy Proton CL= 89,6% 176
13 Chirurgie 70Gy S5xproton+photon IMRT, 1x CL a 2 ans= 7
photon + boost proton 58%
(3x12Gy)
12x protons
715 Définitive (107) >70Gy Protons ou NR 178
Péri-opératoire Photons
(608)

CL=Contrdle local
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(B) Chordomes avanceés : rechutes et métastases

La radiothérapie peut étre une alternative a la chirurgie accompagnée de
radiothérapie, sachant qu’aucune des deux n’ont réellement montré
d’efficacité.

Les techniques et doses sont les mémes que pour les tumeurs primaires.
Pour les patients qui ont été traités uniquement par chirurgie, une dose de
74 Gy par photon ou proton thérapie fractionnée doit étre appliquée. Pour
ceux ayant déja été traité par radiothérapie, I'utilisation d‘ions carbones ont
une énergie de transfert plus élevée que les protons ou les photons et
semblent montrer moins de toxicité. Cependant, aucune étude n’a été faite

pour déterminer la dose optimale ou le schéma de fractionnement6®,

La radiothérapie a haute dose peut entrainer des effets secondaires a long
terme dus a sa toxicité. Sont a noter notamment des neuropathies et des
fractures sacrales chez environ 50% des patients!®’,

Des études ont montré que la radiothérapie permet d’améliorer le contréle
local de la tumeur et la survie a 5 ans (Tableau 9). En effet, la radiothérapie
améliore la survie a 5 ans des patients ayant subi une résection incompléte
(de 71% a 82%)'7°. Seuls les traitements a haute dose de radiothérapie
montrent une efficacité. La proton thérapie semble étre plus efficace que la
radiothérapie conventionnelle. En effet, dans une étude rassemblant 715
patients chordome a comparé l'efficacité de la proton thérapie a la
radiothérapie conventionnelle. La proton thérapie permet d’avoir un taux
de survie a 5 ans de 100% alors qu'il est de 34% pour la radiothérapie
conventionnelle. Cependant, dans cette étude, le controle local de la tumeur
n‘est pas évalué et la différence de taille, d’age et de stades de la maladie
entre les groupes peuvent impacter les résultats obtenus. En effet, 600
patients d’age moyen de 56 ans ont été traités par proton thérapie, alors
que 100 patients d’age moyen 71 ans ont été traités par radiothérapie
conventionnelles.

Des études randomisées comparant l'efficacité de la chirurgie seule, la

chirurgie accompagnée de proton thérapie ou radiothérapie

61



conventionnelles seraient nécessaires pour évaluer les bénéfices de la
radiothérapie dans le chordome.

Avec ces traitements, la survie médiane des patients est d’environ 6 a 7
ans, ce chiffre au demeurant extrémement variable selon le moment du
diagnostic et les options de traitement possibles a ce moment?3. Ainsi, il
existe un réel besoin de nouveaux traitements pour les chordomes. Au cours
des dernieres décennies, de nouvelles approches thérapeutiques ciblées ont

été développées et certaines appliquées au chordome.

3. Approches thérapeutiques en cours de développement

Les thérapies ciblées ont été évaluées dans de nombreux types tumoraux,

dont certaines ont été évaluées dans le chordome.

(A) Les récepteurs a tyrosine kinase (RTK)

Les RTKs sont des glycoprotéines transmembranaires comprenant un
ectodomaine externe a la cellule en N-terminal, un domaine
transmembranaire et un domaine cytosolique. Ces RTKs, tels que
I'Epidemermal Growth Factor Receptor (EGFR), le Fibroblast Growth Factor
Receptor (FGFR), I'Hepatocyte Growth Factor Receptor (HGFR ou cMet),
I'Insulin Growth Factor Receptor (IGFR), sont activés par la liaison de leurs
facteurs de croissance respectifs a la surface de la cellule. La cascade de
signalisation en résultant va modifier I'expression de multiples genes
impliqués dans différents processus cellulaires. Dans les cancers, des
inhibiteurs aux RTKs ont été évalués et certains sont utilisés aujourd’hui en
clinique en monothérapie ou combinaison!®, Dans le chordome, des études
ont montré des dérégulations de ces voies de signalisation et ont évalué
des inhibiteurs de RTK a la fois lors d’essais pré-cliniques et pour certains,
en essais cliniques (Figure 11).
e EGFR:

In vitro, I'action de différents inhibiteurs d’'EGFR a démontré une efficacité
dans le chordome. Par exemple, I'afatinib a une IC50 de 0,014uM pour la
lignée U-CH1, 0,023uM pour la lignée UM-ChoR1, 0,531uM pour la lignée U-
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CH2'?°, Le lapatinib a une EC50 de 6,163nM dans la lignée U-CH1 et de
1,527uM dans la lignée MUG-Chorl.
In vivo, I'afatinib induit un arrét de croissance tumorale dans le modéle de
PDX CF322 et méme une régression tumorale pour le PDX CF365'?°, Le
sapitinib induit un arrét de croissance tumorale dans un modele de
xenogreffe de la lignée U-CH1 chez la souris'®!,
Ces résultats étant encourageants, un essai clinique de phase 2 testant
I'efficacité du lapatinib chez 18 patients atteints de chordomes avancés a
été réalisé. Six patients ont montré une réponse partielle, 7 ont vu leur
maladie se stabiliser et cing progresser!82, Ces résultats sont encourageants
et semblent montrer une efficacité des inhibiteurs d’'EGFR chez certains
patients. Déterminer au préalable les patients dont la tumeur exprime
fortement EGFR pourrait étre intéressant pour prédire de |'efficacité de ces
inhibiteurs.

e PDGFR
In vitro, I'inhibition de PDGFR-B par siRNA sur la lignée U-CH2 diminue ses
capacités d’invasion!®3, De plus, l'inhibition de PDGFR par un inhibiteur
pharmacologique induit une diminution de la croissance d’un facteur 1,5 et
une augmentation de I'apoptose de 10% dans la lignée U-CH1!84, En essai
clinique de phase 1, la combinaison d’imatinib et de cyclophosphamide a
induit la stabilisation de la maladie chez 3 patients présentant un chordome
avancé sur 718, Un deuxiéme essai de phase 1 combinant de la
radiothérapie a la molécule nilotinib chez 23 patients présentant des
chordomes avancés non métastatiques a induit une réponse chez un de ces
patients!86,

e CMET
In vitro, des miRNA (miRNA1, 34a et 608) ciblant cMET permettent de
diminuer son expression, d’inhiber la croissance des cellules tumorales
d’environ 40% dans la lignée U-CH1°1°%, Dans une étude portant sur
I'efficacité des inhibiteurs d’EGFR, la lignée U-CH2 a présenté une forte
résistance a ces inhibiteurs via l'activation de cMET. La combinaison de
I'inhibiteur d’EGFR sapatinib a l'inhibiteur de cMET crizotinib induit une

63



inhibition de la croissance de ces cellules de 50%?8!, Aucun essai clinique
utilisant un inhibiteur de cMET n’a été publié a ce jour.
o VEGF

In vitro, aucun inhibiteur de VEGF n’a été testé. Cependant, in vivo, la
surexpression de VEGFR2 et d’EGFR induit un phénotype de chordome dans
un modele de zebrafish'®’. Dans un essai clinique de phase II, 4 patients
présentant des chordomes avancés sur 9 ont obtenu une maladie stable
pour 16 semaines au moins apres traitement a l'inhibiteur sunitinib!®®, Dans
une seconde étude évaluant l'efficacité du sorafenib chez 26 patients

atteints de chordome, la survie sans progression a 9 mois était de 72,9%18°,

Prolifération, survie, angiogénése,

invasion, migration

Figure 11- Cibles de thérapies émergentes dans le chordome-plusieurs inhibiteurs de récepteurs a
tyrosine kinases et d’effecteurs de la voie PI3K/Akt ont été évalués dans le chordome. Les cibles
principales sont : cMET, EGFR, PDGFR, VEGFR et mTORC1.

(B) La voie de signalisation PI3K/Akt mTOR

Les voie de signalisation phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/Akt et
mammalian target of rapamycin (mTOR) sont deux voies cruciales pour la
croissance, la survie, la prolifération d‘une cellule en conditions
physiologiques comme en conditions pathologiques. Ces voies sont

interconnectées et interagissent avec de nombreuses voies de signalisation
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intracellulaires dans des processus variés. De nombreuses dérégulations de
ces voies ont été observées dans les cancers. Dans le chordome, quelques
etudes ont veillé a évaluer I'efficacité d'inhibiteurs de membres de ces voies.
In vitro, le traitement de la lignée cellulaire U-CH1 avec un inhibiteur de
mTOR (rapamycine) induit une diminution de la prolifération de ces cellules
d’'un facteur 10'%°, L’inhibiteur de PI3K/mTOR PI-103 induit une
augmentation du nombre de cellules apoptotiques d’'un facteur 3 dans la
lignée U-CH1'°1, In vivo, le traitement a la rapamycine de modéles murins
de xenogreffes d’'U-CH1 a montré une réduction du volume tumoral. En
effet, aprés 4 cycles de traitement a la rapamycine, les ousris traités ont un
volume tumoral de 100mm? alors qu’il est de 200mm?3 chez les souris non
traitéest®?,

Un essai clinigue de phase 2 a testé l'efficacité de la combinaison de
I'imatinib et de I'everolimus chez 43 patients atteints de chordome a stade
avancé. Neuf patients ont montré une réponse partielle, 24 une maladie

stabilisée, et 7 ont vu leur maladie progresser!®s3,

(C) Les Cycline Dépendante Kinases (CDK)

L'activation de la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR induit la production
de la cycline D et une activation du cycle cellulaire. La cycline dependant
kinase 4 (CDK4) et la cycline dependant kinase 6 (CDK6) sont des
sérine/thréonine kinases qui régulent la progression du cycle cellulaire. Les
CDK4/6 se lient aux cyclines D pour accélérer le passage en phase S des
cellules. Elles vont phosphoryler la protéine Rb permettant I'expression de
genes nécessaires a lI'entrée en phase S. Dans le chordome, I'expression
CDKN2A (p16), qui a physiologiquement le réle d’‘inhiber la CDK4, est
souvent perdue. Cette perte d’expression de p16 peut étre a l'origine d’'une
surexpression de CDK4, qui devient une cible thérapeutique potentielle
(Figure 12).

In vitro, l'inhibiteur palbociclib a une IC50 située entre 50,2nM et 340nM
pour les lignées U-CH2, U-CH3, U-CH6, U-CH7 et U-CH111!93, Un essai
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clinigue est en cours pour tester I'efficacité du palbociclib chez des patients

atteints de chordomes avancés.

CDK4
Cycline D
.  RED

'
Cell Cycle {’ EJ?

S
G,

Figure 12-Inhibition des CDK4/6 dans le chordome- la CDK4 et la CDK6 induisent la phosphorylation
de la protéine Rb et I'entrée en phase S du cycle cellulaire. L’efficacité de linhibiteur de CDK4/6
palbociclib a été évaluée dans le chordome.

(D) Vaccin brachyury

Brachyury semblant étre un acteur majeur de I'oncogenése du chordome,
plusieurs vaccins ciblant cette protéine ont été développés. Un essai clinique
de phase I incluant 11 patients présentant des chordomes avancés ou
métastatiques a évalué l'efficacité d’un vaccin anti-Brachyury!®4, Les
résultats ont montré que 6 de ces patients ont une maladie stable apres
traitement. La survie sans progression a 6 mois était de 50%. Ces résultats
encourageants ont mené a un essai clinique de phase II randomisé. Dans
cet essai, 11 patients ont recu un vaccin anti-Brachyury et 13 ont recu un
placebo. Malgré la production de cellules T ciblant brachyury chez
I'ensemble des patients traités, les premiers résultats ne montrent pas de

différences entre les deux groupes!®>.

(E) Autres thérapies

D’autres approches thérapeutiques ont été testées dans le chordome,
notamment des inhibiteurs de checkpoints immunitaires, des inhibiteurs de
la protéine SMARCB1, et des inhibiteurs de TGF-p.
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Tableau 9- Essais cliniques en cours dans le chordome

Titre de I'étude

Phase 2 yeast

Brachyury vaccine

BN Brachyury and

radiation in chordoma

Afatinib in

Advanced

Locally
and
Metastatic Chordoma
Immune
Inhibitor
in People with Select

Checkpoint

Nivolumab

Rare CNS Cancers
nivolumab with or
without stereotactic
radiosurgery in
treating patients with
recurrent, advanced,
metastatic chordoma
Nivolumab and
Relatlimab in Treating
with
Advanced Chordoma
A Phase II,
Multicenter Study of
the EZH2 Inhibitor
Tazemetostat in Adult
Subjects with INI1-

Negative Tumors or

Participants

Relapsed/Refractory
Synovial Sarcoma
CDK4/6
locally

inhibition in

Statut

active,
not

recruitin

g
active,
not

recruitin

g
recruitin

g

recruitin

g

recruitin

g

recruitin

g

recruitin

g

recruitin

g

Drogue

vaccine,
radiotherap

Y

BN
Brachyury
+
radiations

afatinib

nivolumab

nivolumab/
stereotactic
RS

nivolumab,

relatlimab

tazemetost
at

palbociclib

Phas
e

Nombre
de
participan
ts

55

29

40

180 (pas
que

chordome)

33

20

250 ( pas
que

chordome)

43

NCT

NCT02383498

NCT03595228

NCT03083678

NCT03173950

NCT02989636

NCT03623854

NCT02601950

NCT03110744
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advanced/metastatic

chordoma

Les thérapies ciblées semblent avoir un intérét thérapeutique dans le
chordome et nécessitent de nouvelles études pour sélectionner au préalable

les patients qui pourraient en bénéficier.
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PARTIE 3 MECANISMES D’ACTION DE LA

RADIOTHERAPIE, RADIORESISTANCE ET STRATEGIES
RADIOSENSIBILISANTES

La radiothérapie fait partie intégrante des traitements des chordomes.
Cependant, ces tumeurs présentent une forte radiorésistance, d’ou la
nécessité de l'application de fortes doses induisant de la toxicité aux tissus
alentours. Une stratégie contournant ce probleme pourrait étre
I'amélioration de I'efficacité de la radiothérapie.

Ce chapitre exposera les mécanismes généraux de réponse a la
radiothérapie et de radiorésistance des sarcomes et du chordome ainsi que

les approches radiosensibilisantes développées.

I. Mécanismes d’action de la radiothérapie
1. Généralités

Un rayonnement est dit ionisant s’il possede une énergie suffisante (>10eV)
pour ioniser une molécule d’eaul®®. On distingue 2 grandes catégories de
rayonnements ionisants : les faisceaux de particules (protons, neutrons,
ions, particules o) et les ondes électromagnétiques (rayons X, rayons y)
(Figure 13). Ces rayonnements ionisants sont caractérisés par leur capacité
a ioniser un tissu, que I'on appelle le transfert d’énergie linéaire (TEL). Dans
le traitement des chordomes, les principaux rayonnements utilisés sont les
rayons X (TEL faible) et les protons (TEL fort) 197,198,
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Figure 13- Les différents types de rayonnements ionisants- On distingue 2 grandes catégories de
rayonnements ionisants : les faisceaux de particules (protons, neutrons, ions, particules o) et les
ondes électromagnétiques (rayons X, rayons y).

2. Effets biologiques des rayonnements ionisants

Bien qu’affectant I'ensemble des composants de la cellule, la cible principale
des rayonnements ionisants est I'ADN (Figure 14). Deux types d’effets
biologiques sont induits par les rayonnements ionisants : les effets directs
et indirects.

Les effets directs sont caractérisés par l'ionisation directe et rapide de I’ADN
par les rayonnements. En effet, un rayonnement va entrainer la formation
de micro dépo6ts d’énergie a proximité des molécules d’ADN qui vont

déstabiliser leurs structures et entrainer des dommages.
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Figure 14- Résumé des effets directs et indirects d’une irradiation-les effets directs sont caractérisés
par la formation de micro dépéts proches de I’ADN qui vont entrainer des cassures. Les effets
indirects sont caractérisés par la radiolyse de I'eau qui entraine la formation d’espéces oxygeénes
réactives qui vont aller réagir avec les ROS produits par chacun des compartiments cellulaires et

augmenter le nombre de cassures.

Les effets indirects sont plus tardifs et sont médiés par un phénomeéne
chimique : la radiolyse de I'eau (Figure 15). Les molécules d’eau ionisées
par les rayonnements vont former des espéces chimiques a fort pouvoir
oxydant (hydroxyles, superoxydes, etc). Ces espéces chimiques réagissent
alors avec les molécules a proximité et induisent des dommages

supplémentaires dans I’"ADN19°,

H,0 H,0* + e
H20 Hzo
H*+ OH’ H30++ OH @ag + @ aq
\+ / Ha / \ \H,
H0, HO®+H® H°+H,0 H,

Figure 15-Radiolyse de l'eau.
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Les rayonnements de haut TEL (protons) induisent principalement des
effets directs alors que pour les rayonnements de faible TEL, un ratio actions

indirectes/directes d’environ 3:1 s’établit200.201,

Les dommages induits dans I’ADN par un rayonnement ionisant regroupent
les dommages de base (oxydation, pontage entre bases voisines, perte
d’'une base), les cassures simple brin, et les cassures double brin. Ces
dommages ont différentes incidences en fonction de I'énergie déposée202199,
Le nombre de dommages a I’ADN induit par une dose de 1 Gy d’irradiations
est résumé dans le Tableau 10. Les dommages a I’ADN sont ensuite pris en
charge par la cellule via différents mécanismes de réparation dont

I’efficacité et la vitesse varient.

Tableau 10-Les différents types de dommages radioinduits et leurs caractéristiques physiques,
biochimiques et biologiques (N. Foray)

Dommage de base Cassure simple Cassure double

brin brin
Energie déposée >1leV/nm3 >10eV/nm3 >100eV/nm3
(rayons X)
Incidence 10 000/Gy 1000/Gy 40/Gy
Réparation (50%) 5-10 minutes 10-20 minutes >50 minutes
Mécanisme de Excision Resynthése Excision Resyntheése Suture
réparation Recombinaison Recombinaison

En conséquence, les cassures double brin sont les plus difficiles a réparer
pour une cellule et sont les seules capables d’induire la mort cellulaire. Le
paragraphe suivant est dédié a l'explication de la réponse d’une cellule

cancéreuse a un rayonnement ionisant.
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3. Mécanismes de réponse a un rayonnement ionisant

La réponse d’une cellule cancéreuse a une rayonnement ionisant se déroule
en plusieurs étapes allant de la reconnaissance des dommages de I’ADN a

I'induction de la mort cellulaire.

(A) La reconnaissance des dommages a I’ADN

Deux kinases, Ataxia Telengiectasie Mutated (ATM) et Ataxia Telengiectasia
RAD3-related (ATR), reconnaissent les dommages a I’ADN et phosphorylent
un grand nombre de protéines cibles impliquées dans le contrdle du cycle
cellulaire et la réparation de I'ADN. La kinase ATM reconnait plus
précisément les cassures double brin de I’ADN alors qu’ATR reconnait les

cassures simple brin et les problemes de la fourche de réplication?03:204,

Une fois le dommage reconnu, ATM phosphoryle les protéines CHK1 et
CHK2 (Checkpoint kinase 1 et 2). Les kinases ATM, CHK1 et CHK2 vont
alors phosphoryler la protéine p53. Lorsqu’elle est phosphorylée, p53 se
détache de la protéine MDM2 (mouse double minute 2 homolog) n’est plus
dégradée par le protéasome, et se rend dans le noyau ou elle va activer la
transcription de nombreux genes cibles impliqués dans la synthése et la
réparation de I'ADN, la sénescence, la plasticité du génome,etc?°>-207, P53
joue un r6le majeur dans le devenir d’une cellule post irradiation. Selon les
modifications post-traductionnelles que la protéine p53 possede, elle va
activer des genes entrainant soit la mort cellulaire, soit I'arrét du cycle

cellulaire et la réparation de I’ADN (Figure 16)208,
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Figure 16-Reconnaissance des dommages a I’ADN par ATM et activation de p53-Une fois les
dommages a I’ADN reconnus par la kinase ATM, elle va activer la protéine p53, qui, selon les
modifications post-traductionnelles qu’elle porte choisit entre l‘arrét du cycle cellulaire et la
réparation de I’ADN ou la mort cellulaire. S’il reste des erreurs aprés la réparation de I’ADN, p53 va

pouvoir également entrainer la mort cellulaire a ce moment-la.

(B) L'arrét du cycle cellulaire

Lorsque p53 oriente la cellule vers I'arrét du cycle cellulaire, elle induit la
transcription de la protéine p21 (Figure 17). A son tour, p21 va inhiber les
CDK4 et 6 et entrainer un arrét de la cellule en phase G1 du cycle
cellulaire?9®, P21 peut aussi inhiber CDK1 induisant un arrét en phase G2
du cycle cellulaire?®, Les protéines CHK1 et CHK2 peuvent aussi
phosphoryler la protéine CDC25 (cell division cycle 25), une phosphatase
impliquée dans l'activation des CDK1 et 2 par déphosphorylation. La
phosphorylation de CDC25 inhibe la déphosphorylation des CDK1 et 2 et
induit un arrét en phase G2 ou G1 du cycle cellulaire, respectivement?!!,

L'arrét du cycle cellulaire va permettre a la cellule de réparer son ADN.
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Figure 17-Arrét du cycle cellulaire suite a un dommage dans I’ADN- Les dommages a I’ADN sont
reconnus par la kinase ATM qui phosphoryle p53. P53, actif, active a son tour p21 qui est capable
d’inhiber les CDK1, 4 et 6 permettant I'arrét du cycle cellulaire en phase G1 et G2. ATP peut aussi
phosphoryler CHK2, qui a son tour phopshoryle CDC25. CDC25 est capable d’inhiber I'activation des

CDK1 et 2, provoquant un arrét du cycle cellulaire en phase G1 ou G2.

(C) La réparation de I'’ADN

Les cassures double brin étant létales pour la cellule, elle va essayer de les
réparer. Pour cela, deux voies principales de réparation des cassures
doubles brins existent : la jonction d’extrémité non homologue (NHEJ) ou
la recombinaison homologue (RH). La NHEJ intervient plus fréquemment
pendant la phase G1 du cycle cellulaire et relient les 2 extrémités de I’ADN
cassé, entrainant un grand nombre d’erreurs (Figure 18).

La NHEJ débute par la reconnaissance de la cassure double brin par
I'hnétérodimere Ku70-Ku80. Ce complexe blogue I'extrémité 5’ de I’ADN et
maintient les extrémités de I’ADN proches afin de les relier. Il est aussi
responsable de l'activation de la protéine 53BP1 qui protege les extrémités
de I'’ADN cassé. La phosphorylation de la protéine H2AX (yH2AX) par ATM
intervient également dans la stabilisation des extrémités de I’ADN. Par la

suite, la machinerie de réparation s’assemble avec les protéines PPRKDC,
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Artemis et les extrémités de I’ADN sont reliées par les ligases LIG4, XRCC4
et XLF212,

Cassure simple brin Cassure double brin
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Figure 18-Réparation de I’ADN aprés une cassure simple ou double brin- Lors d’une cassure dans
I’ADN, différents mécanismes de réparation de la cellule existent. Pour les cassures simples brins, la
réparation par excision et resynthése de base est souvent utilisée, avec les PARP1 et 2 et la protéine
XRCC1 comme acteurs principaux. Lors d’une cassure double brin, les mécanismes de recombinaison

homologue ou de ligatures d’extrémités non homologues sont utilisés pour réparer I’ADN cassé.

La RH intervient uniquement lors des phases S tardives et G2 du cycle. Ce
mode de réparation prend en modéle la chromatide sceur pour resynthétiser
un brin d’ADN identique et le relier au reste de I’ADN (Figure 18). Ce
systeme de réparation est donc beaucoup plus précis?!3.

Lors d’une réparation par RH, le complexe MRN composé des protéines
MRE11, RAD50 et NBS1 repere la cassure double brin et initie la résection
des extrémités de I’ADN en collaboration avec la protéine CTIP. RAD51
permet alors la formation d’une boucle avec la chromatide sceur. L'ADN
polymérase réplique I’ADN et des ligases vont relier les extrémités de I’ADN
au brin cassé?4,

Une fois la réparation terminée, si I’ADN est réparé convenablement, le

cycle cellulaire reprend son cours. Cependant, si I’ADN n’est pas réparé
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correctement, les voies de mort cellulaire par apoptose ou cassure

mitotique sont activées.

(D) La mort cellulaire

e L'induction de I'apoptose
En réponse a un rayonnement ionisant, la voie intrinseque de |'apoptose
peut étre induite de plusieurs fagons : soit par activation de p53 ou par
accumulation de ROS. P53 peut choisir la voie de la mort cellulaire
directement (Figure 16) ou suite a la mauvaise réparation des dommages
a I’ADN et activer des genes pro-apoptotiques conduisant a la mort cellulaire
(Figure 19)215, La protéine p53 est capable d’activer les récepteurs de mort
de la super famille des TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor). L'activation
de ces récepteurs déclenche la cascade de signalisation de l'apoptose

extrinseque et conduit a la mort de la cellule (Figure 19)216-218,

e L'induction de I'apoptose par les ROS

L'accumulation de ROS peut également entrainer une perte du potentiel de
membrane mitochondrial induisant le relargage du cytochrome c conduisant
a la mort cellulaire?19,220,221,

Les ROS produits lors d’une irradiation entrainent des dommages lipidiques.
Lors d’un dommage lipidique, la sphingomyélinase est activée et vient
hydrolyser la sphingomyéline, ce qui entraine la libération de céramide. La
céramide libérée entraine |'activation de la des Caspases 1, 3 et 6,

entrainant la mort de la cellule222.223,
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Figure 19-Voies intrinséque et extrinséque de I'apoptose induites par les radiations

e L’'induction de la mort par catastrophe mitotique
Une mauvaise réparation de I’ADN suite a un rayonnement peut induire une
catastrophe mitotique. La catastrophe mitotique est due a la mauvaise
condensation des chromosomes et a I’'entrée en mitose des cellules avant

la fin des phases S et G2 du cycle cellulaire??4:22>,

Ainsi, en réponse aux rayonnements ionisants, les cellules cancéreuses
déclenchent des mécanismes de reconnaissance des dommages a I’ADN
pouvant conduire a leur réparation et a la survie de la cellule ou a leur mort.
Cependant, ces cellules peuvent présenter des déreglements les rendant

intrinsequement résistantes aux effets des rayonnements.
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II. Mécanismes de radiorésistance des cellules cancéreuses

On distingue deux types de radiorésistance, la radiorésistance intrinseque
et la radiorésistance acquise suite a I'action d’un rayonnement ionisant. La
radiorésistance intrinseque correspond aux propriétés intrinseques de la
cellule a résister a la mort cellulaire induite par un rayonnement. La
radiorésistance acquise correspond au développement de nouvelles
propriétés par la cellule lui permettant de résister a I'action des
rayonnements. Trés peu d’études se sont intéressées aux causes de la
radiorésistance dans le chordome et décrivent I'implication de propriétés
intrinséques a cette tumeur.

La radiorésistance étant une caractéristique commune aux sarcomes, cette
partie résumera les principales causes de radiorésistance dans les sarcomes

puis introduira les hypotheses quant a la radiorésistance des chordomes.

1. Mécanismes de radiorésistance des sarcomes

(A) Role du cycle cellulaire

Dans les sarcomes, la radiorésistance peut étre liée au défaut de cycline
dépendante kinases qui jouent un role crucial dans l'arrét du cycle cellulaire
et permettant la réparation de I’ADN (Figure 20). Dans le chondrosarcome,
des délétions de RB1 (1/4 des patients) et de CDKN2A (3/4) ont été
retrouvés dans les échantillons de patients. De plus, une mutation de
CDKN2A est aussi présente dans la lignée SW1353, la plus radiorésistante
des lignées cellulaires utilisées dans cette étude??®. Dans |'‘ostéosarcome,
une forte expression de la protéine CRIF a été retrouvée chez les patients.
L'inhibition de I'expression de CRIF dans les lignées cellulaires d'OS
induisent une diminution de leur radiorésistance. La protéine CRIF
phosphoryle CDK2, ce qui favorise I'arrét du cycle cellulaire et la réparation
de I'ADN et améliore donc l'efficacité des cellules a répondre a un
rayonnement??’. Dans le rhabdomyosarcome, la comparaison de lignées
radiorésistantes a des lignées radiosensibles a mis en évidence un

mécanisme de radiorésistance. Les cellules radiorésistantes sont capables
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de reprendre leur cycle cellulaire plus rapidement apres un rayonnement
leur permettant d’éviter la mort cellulaire induite par les dommages a
I’ADN?228,
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Figure 20- Radiorésistance liée a des déficiences du cycle cellulaire- des altérations dans les acteurs
de la régulation du cycle cellulaire sont a 'origine de radiorésistance. Les protéines principalement

touchées sont p14, p16, p21 les CDK et la cycline A.

(B) Roéle de p53

Le géne TP53 est muté dans environ 50% des tumeurs??®. Dans les
sarcomes, des mutations affectant la fonction normale de p53 sont
retrouvées dans 80% des ostéosarcomes, 20% des chondrosarcomes, 10%
des sarcomes d’Ewing et 15% des rhabdomyosarcomes?3°, Ces mutations
affectent principalement la protéine MDM2 que |'on retrouve amplifiée
augmentant la dégradation de p53, mais peuvent aussi affecter p53
directement avec les mutations non-sens les plus fréquemment retrouvées.
Ces mutations sont impliguées dans la radiorésistance du fait de la

dégradation excessive de la protéine ou du fait de la perte de I'activité
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normale de p53 empéchant l'activation de la voie de la mort cellulaire (cf
paragraphe précédent) 231,232,

(C) Role de la réparation a I’ADN

Les cellules cancéreuses résistantes aux radiations présentent
généralement une machinerie de réparation de I’ADN plus efficace. Une
étude portant sur 5 lignées de sarcomes différents (fibrosarcome,
liposarcome, sarcome synovial, rhabdomyosarcome et ostéosarcome) a mis
en évidence une corrélation entre le niveau de radiorésistance de ces
lignées et I'expression de sept protéines impliquées dans la réparation des
cassures double brin de I’ADN. Les protéines présentant la corrélation la
plus forte sont les kinases ATM, ATR et NBS. En effet, les lignées les plus
radiorésistantes (fibrosarcome, liposarcome) ont une expression basale
plus élevée de ces trois protéines que les lignées les plus radiosensibles?33,
Ces résultats démontrent |'implication du systéeme de réparation des

cassures double brin dans la radiorésistance.

(D) Role de la mort cellulaire

Les cellules cancéreuses possedent des mécanismes de blocage de la mort
cellulaire. Dans les sarcomes, de nombreux défauts de la mort cellulaire par
apoptose ont été observés?34. Leur lien avec la radiorésistance a été étudié
dans le chondrosarcome. En effet, |'expression des protéines anti-
apoptotiques Bcl-2, Bcl-XL et XIAP est plus élevée dans deux lignées
cellulaires de chondrosarcome en comparaison a deux lignées cellulaires de
chondrocytes normaux. Lorsque |'expression de ces protéines anti-
apoptotiques a été inhibée par siRNA, une augmentation de la
radiosensibilité d'un facteur 10 a été observé dans les lignées de
chondrosarcome?3>, Dans le sarcome d’Ewing, I'application de rayons X a
des doses de 2 a 10 Gy induit une augmentation de |'expression de la
protéine anti-apoptotique survivine de maniere dose-dépendante. De plus,
son inhibition par siRNA induit une augmentation de la mort par apoptose

d’un facteur 2236,
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(E) Rodle de I'hypoxie

Les sarcomes, comme |'ensemble des tumeurs solides, présentent des
zones d’hypoxie?37-240, Une étude sur 33 patients présentant des sarcomes
de tissus mous de haut grade non métastatiques a démontré une corrélation
entre taux d’oxygene tumoral et rechute?#!. En effet, les 8 patients de cette
étude présentant une rechute ont un taux d’oxygene beaucoup plus faibles
que ceux dont la maladie s’est stabilisée. De plus, une seconde étude a
démontré une corrélation entre une faible oxygénation tumorale et le
développement de métastases. En effet, dans cette étude, les patients
présentant des métastases avaient une pression partielle en oxygene
(pO2)moyenne de 7,5mmHg alors que celles de patients dont la maladie
s’est stabilisée, une pO> de 20mmHg?4%. Ces zones d’hypoxie représentent
aussi des éléments prédictifs d’'une mauvaise réponse a la radiothérapie
dans de nombreux sarcomes?43-246, Différents mécanismes ont été suggérés

pour expliquer ce lien entre hypoxie et radiorésistance?*’.

(i)  L’inhibition des effets indirects de Ia

radiothérapie
Les effets indirects des radiations sont décrits dans le paragraphe
précédent. En présence d’oxygene, la production d’espéces réactives
induites par un rayonnement ionisant est amplifiée. Cela entraine des
dommages supplémentaires dans I’ADN qui induiront la mort cellulaire plus
rapidement. En |'absence d’oxygeéne, cette boucle d’amplification de la
production d’espéces réactives est inhibée, ce qui peut contribuer a la

radiorésistance?48,

(ii) Limplication du facteur de transcription
HIF-1a :
En condition hypoxique, le facteur de transcription HIF-1la s’accumule et
dimérise avec la sous-unité HIF-1B pour favoriser la transcription de leurs
genes cibles. HIF-1 régule la transcription de centaines de genes et induit

la radiorésistance en agissant par de multiples mécanismes?4°. A titre
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d’exemples, HIF-1 induit la radiorésistance en altérant le métabolisme
cellulaire. HIF-1 favorise notamment la glycolyse en stimulant I'expression
de GLUT-1 (transporteur de glucose) dans le rhabdomyosarcome et le
sarcome d’Ewing?°%. Dans un modeéle de souris de rhabdomyosarcome, la
délétion de HIF-1a entraine une radiosensibilisation via des changements

métaboliques?>!.

(iii) L’implication du métabolisme
antioxydant

L'hypoxie fait augmenter le taux de ROS intracellulaires, permettant de
stimuler le métabolisme antioxydant pour détoxifier la cellule?>2-2°4,
Brievement, le systeme antioxydant d’une cellule repose sur l'activité de
différentes enzymes : la superoxide dismutase (SOD), la glutathione
peroxidase (GPX), la thioredoxine (TRX), le glutathion (GSH) et les
peroxiredoxines (PRX)2>>. Dans une étude regroupant 35 ostéosarcomes et
20 sarcomes d’Ewing, la radiothérapie n’induit pas d’augmentation du
niveau de stress oxydatif?°®. Or on sait que la radiothérapie induit la
production de ROS qui sont censés augmenter le stress oxydatif. Si le
niveau de stress oxydatif reste constat, les cellules tumorales sont capables
d’augmenter leur systéeme antioxydant pour contrecarrer |'action de la
radiothérapie.  Cette  hypothése a été confirmée dans le
rhabdoymyosarcome, ou une étude montre I'augmentation de I’'expression
des enzymes antioxydantes SOD-2, CAT, et GPX aprés un traitement par
radiothérapie permettant un retour rapide du niveau de ROS a l'état

basal?>7,

(F) Role des cellules souches cancéreuses

Différentes sous-populations cellulaires cohabitent au sein des tumeurs. Il
est maintenant bien établi qu’'une de ces sous-populations correspond aux
cellules cancéreuses de types souches (CSC)?°82°°, Leur présence a été
détectée dans I'ensemble des sarcomes osseux et sarcomes des tissus mous

et est associée a un mauvais pronostic ainsi qu’‘a la résistance aux
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traitements260.261, Par exemple, des patients présentant un sarcome des
tissus mous a hauts risques et moins bon pronostic vital ont une expression
des genes associés au phénotype souches 15,5 fois plus élevée que ceux
présentant un sarcome a faible risque?®2.

Ces cellules sont caractérisées par des propriétés particulieres : une forte
tumorigénicité, des capacités d’initiation tumorale, de migration, d’invasion
ainsi qu’une activité aldéhyde déshydrogénase élevée et I'expression de
différents marqueurs mésenchymateux (Nanog, Oct4, Sox...)%%3. Elles sont
aussi impliquées dans la résistance a la radiothérapie via différents
mécanismes (Figure 21). En effet, la survie des CSC est favorisée par
I'expression des voies de signalisation spécifiques (Wnt, Notch, Hh)264265,266
. La surexpression de la survivine leur permet de résister a I'apoptose?¢8.
De plus, elles présentent fréquemment des capacités augmentées de
réparation de I’ADN?264.267.272 Enfin, des cellules souches peuvent se nicher
dans les zones hypoxiques tumorales, ce qui leur permet d’augmenter leur
systéme anti oxydant et de rester quiescentes, favorisant leur résistance
aux radiations?76. Ainsi, les cellules souches cancéreuses possédent des
capacités intrinseques leur permettant de résister aux radiations et de

reformer une tumeur aprés traitement.
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Figure 21- Mécanismes de résistance aux radiations des cellules souches cancéreuses- les CSC
présentent des capacités intrinseques leur permettant de résister aux radiations telles que : le
ralentissement du cycle cellulaire, I'expression de voies de signalisation de survie, I'hypoxie leur
permettant d‘augmenter leur systéme anti oxydant, [linhibition de voies apoptotiques et
l'augmentation des capacités de réparation a I’ADN.

Les mécanismes de radiorésistance décrits dans les sarcomes peuvent nous

aider a décrypter ceux du chordome.

2. Mécanismes de radiorésistance dans le chordome

Dans le chordome, trés peu de mécanismes de radiorésistance ont été
décrits. Ce paragraphe présentera donc des hypothéses de mécanismes de

radiorésistance.

(A) Role du cycle cellulaire

Tout d’abord, il est important de souligner que les chordomes sont des
tumeurs a croissance lente, possédant trés peu de cellules en phase de
mitose. Ces cellules en division étant les plus affectées par la radiothérapie,
le chordome est donc intrinsequement résistant a ce type de traitement. De
plus, une étude portant sur le séquencage du génome complet de 4

chordomes a révélé une duplication fréquente du gene codant pour la
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CDK4277, Une seconde étude a démontré que l'expression de CDK4 est
corrélée a une augmentation de l'index de prolifération et a une moins
bonne survie?’®, Or CDK4 est impliquée dans la reprise du cycle cellulaire
en phase S, ce qui pourrait permettre au chordome de résister a l'arrét du
cycle cellulaire induit par les radiations.

De plus, le locus CDKN2 est souvent délété chez le patient®*. Il contient le
gene CDKN2A qui code pour les protéines p16 et p14. P16 est impliquée
dans le blocage de la progression du cycle cellulaire (transition G1/S) et
pl4 est notamment impliguée dans la stabilisation de p532%7°. Ces
altérations pourraient expliquer la faible sensibilité des chordomes aux

radiations.

(B) Roéle de p53

Une étude de séquencage du génome entier effectuée sur 63 échantillons
de chordome a démontré que seul un patient possédait une mutation non-
sens dans le géne TP5372. Si le gene TP53 n’est que rarement muté dans
les chordomes, une expression accrue de la protéine p53 a été corrélée a
la rechute des chordomes et a un mauvais pronostic?8%.281, En effet, une
étude a montré que 9 patients sur 10 présentant des rechutes exprimaient
p53 alors qu‘aucun des patients dont la maladie s’était stabilisée
n‘exprimaient cette protéine. D’autres études sont donc nécessaires pour

vérifier que p53 n’est pas impliquée dans la radiorésistance du chordome.

(C) Role de la réparation a I’ADN

Dans le chordome, une étude a démontré une expression augmentée des
protéines pATM, pATR, yH2AX et RAD51 dans 26 chordomes en comparaison
aux tissus sains adjacents?®2, Les chordomes développeraient donc des
capacités de réparation de I’ADN accrue qui leur donneraient un avantage
face a une irradiation. De plus, une augmentation de I'expression de ces
mémes protéines a été retrouvée dans les lignées cellulaires U-CH1 et U-
CH2 en réponse a une irradiation de 1 a 2 Gy, démontrant l'activation des

voies de la réparation de I'’ADN?82,
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Cet avantage est perdu dans les chordomes avancés. En effet, dans une
étude comportant 11 échantillons de chordome avancés, la voie de la
recombinaison homologue est défectueuse?®3. Cela signifie que les tumeurs
avancées perdent leur capacité a réparer les cassures double brin via la RH,

ce qui constitue une faiblesse intéressante a exploiter.

(D) Role de la mort cellulaire

Dans le chordome, méme si leur lien potentiel avec la radiorésistance n’a
pas encore été élucidé, plusieurs anomalies des voies de I'apoptose ont été
observées. Une étude mentionne la perte d’expression des récepteurs de
mort TNFSFR9 et 14 dans les chordomes (chez 6 patients sur 8) alors qu’elle

est présente dans les nucleus pulposus de disques intervertébraux sains®’.

(E) Role de I'hypoxie

Une forte expression du facteur de transcription HIF-1a est retrouvée au
sein des chordomes. Cette expression est corrélée a I'expression de VEGF
et de MMP-2 et au nombre de vaisseaux rencontrés?8428> De plus, la
présence de zones d’hypoxie a été corrélée a un mauvais pronostic. En effet,
66% des patients chordome ayant développé des rechutes présentaient des
zones tumorales hypoxiques contre 28% des patients ayant une maladie
stable. D’autres études sont nécessaires pour étudier le lien entre hypoxie

et radiorésistance dans le chordome.

(F) Role des cellules souches cancéreuses

Dans le chordome, une étude datant de 2012 a mis en avant la présence
de cellules de type souche a la fois dans des tumeurs et dans la lignée
cellulaire U-CH1286, Ces cellules seraient caractérisées par I’'expression de
c-myc, SSEA-1, Oct4, KiIf4, Sox2 et Nanog et par les marqueurs CD133 et
CD15. L'isolation des cellules CD133+, CD15+ au sein de la lignée U-CH1 a
permis de montrer que ces cellules ont une meilleure capacité d'initiation

tumorale et d’autorenouvelement?8®, Depuis, d'autres études ont décrit ce
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type de cellules au sein de différentes lignées et ont affiné leurs
caractérisations (JHC7, UM-Chorl, U-CH1, U-CH2, MUG-Chor1)101,121,287-
290 En effet, en plus des marqueurs CD15 et CD133, les cellules souches
de chordome expriment CD24 et ont une forte activité Aldéhyde
Déshydrogénase?®’-28°, Les cellules CD133+/CD15+ des lignées U-CH1 et
MUG-Chor1 ont aussi des capacités d'invasion et de migration augmentées
par rapport aux cellules CD15-/CD133-28,

Aucune étude n’a reporté de lien entre la présence de cellules souches et |la
résistance aux traitements. Cette relation est cependant bien étudiée dans
les autres cancers.

Aujourd’hui, tres peu d’‘informations sont disponibles au sujet des
mécanismes de radiorésistance dans le chordome alors qu’ils commencent
a étre bien décrits dans les autres sarcomes. L’inhibition des acteurs
principaux de ces voies de résistance pourraient rétablir la sensibilité aux
radiations et améliorer le traitement de ces tumeurs. Cependant, pour
I'instant, aucune étude clinique ne reporte l'utilisation de stratégies
radiosensibilisantes dans le chordome. Néanmoins, des combinaisons de
traitements systémiques a la radiothérapie ont déja été évaluées dans les

sarcomes.

3. Combinaisons de traitements systémiques a la
radiothérapie :

L'efficacité de la radiothérapie en combinaison avec d’autres thérapies
systémiques a été évaluée dans différents essais cliniques dans les
sarcomes, essentiellement des tissus mous. Deux types de composés ont
été évalués : la chimiothérapie (ifosfamide, doxorubicine) et des inhibiteurs
de RTK (pazopanib). Des exemples d’étude seront rapportés dans ce
paragraphe pour illustrer la faisabilité de combiner la radiothérapie a une

thérapie systémique.
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(A) Combinaison radiothérapie/chimiothérapie :

Une étude de phase I-II incluant 5 patients présentant des sarcomes
rétropéritonéaux a évalué l'efficacité de la combinaison d’ifosfamide et de
radiothérapie. Avant chirurgie, aucune différence d’efficacité n’a été
observée entre le groupe traité uniguement par radiothérapie et le groupe
traité par radiothérapie + ifosfamide. Une seconde étude englobant 115
patients présentant des sarcomes avancés ou métastatiques a évalué
I'efficacité de la combinaison doxorubicine et radiothérapie. Une réponse a
été observée chez 67% des patients avec 11% de réponse compléete et 56%

de réponse partielle, démontrant une efficacité de ce traitement.

(B) Combinaison a un inhibiteur de RTK

Un essai clinique de phase II a évalué la combinaison de chimiothérapie
(ifosfamide et doxorubicine) et de radiothérapie avec ou sans l'inhibiteur de
RTK pazopanib, chez 81 patients atteints de sarcomes des tissus mous. Le
pourcentage de nécrose intratumorale obtenu aprés ajout de pazopanib a
la combinaison était de 58,3% alors qu’il n‘était que de 22,2% chez le
groupe traité seulement avec la combinaison chimio- et radio-thérapies. La
combinaison au pazopanib était donc plus efficace que la combinaison
chimio radiothérapies seules.

Ces études montrent la faisabilité d’une combinaison d’une thérapie
systémique a la radiothérapie dans les sarcomes. Cependant, cibler des
acteurs impliqués dans la radiorésistance pourrait nettement améliorer les
réponses observées. Dans les chordomes, quelgues combinaisons de
thérapies systémiques a la radiothérapie ont été évaluées ou sont en cours

d’essais cliniques.

4. Combinaisons a la radiothérapie dans le chordome :

Dans le chordome, l'inhibiteur de PARP olaparib a été testé chez un patient

présentant un chordome avancé. Si le traitement a été bien toléré et la
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progression de la maladie diminuée au cours des 5 premiers mois suivant
le traitement, la maladie a continué a progresser au bout du 10°™¢ mois
post-traitement, démontrant I'acquisition d’une résistance a ce traitement
par la tumeur283,

L'hyperthermie thérapeutique est connue pour induire des ROS qui
pourraient augmenter les effets induits par la radiothérapie. Dans une étude
portant sur 5 chordomes sacrés larges inopérables, la combinaison
d’hyperthermie et de proton thérapie fractionnée a montré des réponses
objectives (rétrécissement tumoral médian : 46%) chez chacun des
patients mais de fortes douleurs locales, pouvant aller jusqu’a des fractures
iliaques’3:291-293 Dans le but d’améliorer le traitement des chordomes, une
étude a évalué l'efficacité de la proton thérapie avec modulation d’intensité.
La modulation de l'intensité a permis d’attribuer des doses plus fortes aux
zones hypoxiques de la tumeur et de contrer la radiorésistance médiée par
I'hypoxie. Cette étude a été réalisée chez 4 patients présentant des
récidives de chordomes a hauts risques et a démontré sa faisabilité!°8,
D’autres études sont nécessaires pour démontrer |'efficacité de cette
approche.

D’autres essais cliniques sont en cours d’évaluation. Un essai clinique de
phase I (NCT01407198) évalue la combinaison des inhibiteurs des
récepteurs a tyrosine kinase PDGFR et Bcr-Abl avec de la radiothérapie
fractionnée (28 fractions de 1,8 a 2 Gy) chez 29 patients présentant des
chordomes a haut risque. Deux essais clinigues d'immunothérapie
combinée a de la radiothérapie: un essai clinique de phase 1II
(NCT03595228) évaluant la combinaison d‘un traitement au vaccin
Brachyury pendant 14 jours suivi d’'une radiothérapie fractionnée chez 29
patients présentant des chordomes avancés, et un essai clinique de phase
I NCT02989636 rassemblant 33 patients atteints de chordomes récidivants
ou avancés évalue l'efficacité de la combinaison de l'inhibiteur de PD-1
nivolumab en combinaison a de la radiochirurgie stéréotaxique.

Ces études montrent que les combinaisons de thérapies systémiques et

radiothérapie peuvent étre efficaces dans le traitement du chordome. Une
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approche ciblant I'aldéhyde déshydrogénase pourrait étre intéressante dans
le chordome puisqu’elle ciblerait a la fois les cellules souches et le

métabolisme anti oxydant.

III. L’aldéhyde déshydrogénase, cible thérapeutique
radiosensibilisante

Le chordome est caractérisé par une forte hypoxie a l‘origine d’un
métabolisme oxydant augmenté et par la présence de cellules au caractere
souche. Une famille d’enzymes est impliquée a la fois dans le métabolisme
anti oxydant et les cellules souches : les aldéhydes déshydrogénases. Il
s’agit d'une famille de 19 enzymes NAD(P) dépendantes qui catalysent
I'oxydation d’une variété d’aldéhydes endogenes et exogenes toxiques pour
la cellule en produits moins toxiques les acides carboxyliques?®*. Ces
enzymes peuvent étre localisées dans le cytoplasme, le noyau, le réticulum
endoplasmique, et la mitochondrie??>2°6, Chaque ALDH peut avoir un ou

plusieurs substrats avec des affinités de liaison différentes?®”.

1. Les ALDH, facteurs de mauvais pronostic dans les tumeurs
solides

Dans les cancers, les isoformes d’ALDH les plus étudiés sont : ALDH1A2%8,
ALDH3A12%%° et ALDH18A13%, Quelques études suggéerent le role des
ALDH5A13%t et 7A1 dans les cancers3%2, La proportion de cellules ayant une
forte activité ALDH est plus élevée dans les sarcomes osseux qui ont
métastasé (18%) que dans ceux qui n‘ont pas métastasé (2%)303:304, De
plus, la surexpression de I'ALDH1 a déja été corrélée avec un mauvais
pronostic dans de nombreuses tumeurs solides tels que les cancers de la
peau??®, du poumon??? ou du sein3°>, Dans les cancers du sein, I’'expression
de I'ALDH1A3 est corrélée au grade de la tumeur, a son stade et est

prédictive des métastases3°°,
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2. Les ALDH, marqueurs de cellules souches cancéreuses

Dans |'ostéosarcome, les cellules a activité ALDH élevée montrent des
capacités d’initiation tumorale et de migration plus élevées que les cellules
a activité ALDH faible, a la fois in vitro et in vivo3%7. C'est également le cas
dans de nombreuses tumeurs solides (cancer de la prostate3%®, de
I'ovaire3??, glioblastome31?). Ces cellules a activité ALDH élevée sont
également caractérisées par |'expression d‘un répertoire de genes
mésenchymateux Oct4, Nanog, Sox2311,

Plusieurs études ont déja établi un lien entre les ALDH et des voies de
signalisation cruciales pour les cellules souches. L'activité ALDH peut étre
régulée par les voie de signalisation NOTCH?71, Wnt312 et Nanog313.

Les cellules a forte activité ALDH possedent donc des propriétés souches et
ont été définies comme cellules souches cancéreuses. Les ALDH ne sont pas
que des marqueurs de cellules souches, mais ont aussi des fonctions

cellulaires contribuant a la survie de ces cellules face aux stress.

3. Les ALDH, fonctions cellulaires

Les cellules cancéreuses ont une demande métabolique forte, un fort stress
oxydant et une production de ROS importante. Ces activités induisent un
stress sur les membranes cellulaires, conduisant a la peroxydation des
lipides. La peroxydation lipidique induit la formation et I'accumulation de
plus de 200 aldéhydes hautement toxiques pour la cellule (incluant le 4-
hydroxynonénal, le malondialdéhyde (MDA), le 4-oxononénal, l'acroléine,
le crotonaldéhyde et le méthylglyoxal)?®>. Ces aldéhydes pourraient inhiber
la prolifération et la survie des cellules cancéreuses. La surexpression des
ALDH permet de réduire les effets toxiques des aldéhydes sur les cellules
cancéreuses3'* (Figure 22). Les ALDH ont donc le réle primordial de
détoxification de la cellule des aldéhydes donnant ainsi aux cellules

cancéreuses des avantages face aux traitements anti-cancéreux.
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Figure 22- Réle des ALDH dans le cancer- Dans une cellule cancéreuse, 'augmentation des besoins
métaboliques et les traitements appliqués aux cellules induisent un fort stress oxydant. La
peroxydation des lipides induit alors la formation d’aldéhydes toxiques qui pourraient nuire a la survie
de la cellule si une activité ALDH élevée ne permettait pas de les prendre en charge et de les éliminer.

4. Rdles des ALDH dans la résistance aux traitements

Les cellules présentant une forte activité ALDH sont impliquées dans la

résistance aux thérapies conventionnelles et aux thérapies ciblées.

(A) Chimiothérapie :

Certains agents de chimiothérapie sont peu efficaces sur les cellules
souches cancéreuses. Cette résistance a la chimiothérapie est en partie dQ
a l'activité ALDH. Dans les sarcomes d’Ewing, une forte résistance a la
doxorubicine et a I'étoposide est observée pour les cellules ALDH+ isolées
de lignées cellulaires et de xenogreffes3!'®>, Les cancers de |'cesophage
résistants au 5-fluorouracile ont une activité ALDH élevée et un phénotype
agressif in vitro dans des essais de formation de sphéres3®, Plusieurs
études se sont concentrées sur les mécanismes par lesquels les ALDH
permettent de résister a la chimiothérapie. Les ALDH1A1 et 1A3 sont

capables d’inactiver directement les agents de Ila famille des
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oxaphosphorines tel que le cyclophosphamide3!”. Un traitement a la
radiothérapie ou a la chimiothérapie induit la production de ROS
intracellulaires qui sont éliminés lorsque des taux élevés d’ALDH sont

présents318,

(B) Radiothérapie :

Les cellules a activité ALDH élevée sont aussi a l'origine d’une résistance a
la radiothérapie. En effet, dans le cancer du sein, les cellules ALDH+ ont
une meilleure survie aprés exposition aux radiations que les cellules ALDH-
(45% vs 10%)313:319, C’est aussi le cas dans les carcinomes cervicaux329,
rectaux3?! et les cancers de la prostate3?!. Les mécanismes de résistance
aux radiations de ces cellules a activité ALDH élevée passeraient par des

capacités de réparation de I’ADN augmentées.

(C) Thérapies ciblées :

Les ALDH peuvent aussi atténuer |'efficacité des thérapies ciblées telles que
les inhibiteurs d’EGFR erlotinib et gefitinib. Dans le cancer du poumon, les
cellules ALDH+ et ALDH- ont des taux de survie différents en réponse a un
traitement au gefetinib, 60 et 30% respectivement, démontrant une plus
forte résistance au gefetinib pour les cellules ALDH+. De plus, les lignées
résistantes présentent un plus fort taux de cellules ALDH+ (37%) que les
lignées sensibles (6,5%)3%2. Les cellules de cancer du sein ALDH+ ont un
taux plus élevé de PARP1, causant la résistance a l'inhibiteur de PARP1

olaparib323,

5. Les inhibiteurs d’ALDH

Depuis, plusieurs inhibiteurs des ALDH ont été développés. Ces inhibiteurs
peuvent étre classés en 2 catégories : les inhibiteurs d’isoformes multiples
de I’ALDH et les inhibiteurs spécifiques d’isoformes 324, Ces inhibiteurs ont
été testés seuls ou en combinaison avec des agents de chimiothérapie ou

des radiations.
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Le DEAB est un inhibiteur irréversible de I’ALDH1A2 et de I'’ALDH2. Il s'agit
aussi d’un inhibiteur compétitif réversible de I’ALDH1A1, 1A3, 1B1, 5A1. Cet
inhibiteur sensibilise les cellules ALDH+ d’une lignée cellulaire de cancers
du sein au paclitaxel, a la doxorubicine et aux radiations. Par exemple, les
cellules traitées a la doxorubicine sont capables de former 50 colonies alors
que celles traitées a la doxorubicine et au DEAB en forment moins de 1032>,
De la méme facon, le disulfiram, inhibiteurs des ALDH, potentialise |'effet
des radiations dans des lignées cellulaires de glioblastomes, de tumeurs
rhabdoides, de neuroblastomes, et de cancers pancréatiques avec des
effets antiprolifératifs et d'induction de la mort cellulaire31°, L'utilisation d'un
inhibiteur des ALDH1 sensibilisent les cellules de cancers ovariens a la
chimiothérapie a la fois in vitro et in vivo. En effet, des régressions
tumorales sont observées a la suite d'une combinaison de
carboplatine/panALDH1 et cisplatine/panALDH1 dans des modeles de
xénogreffes de cellules de cancers ovariens3°°,

Ces études montrent |'efficacité d’'une approche radiosensibilisante ciblant
les ALDH. Depuis d’autres inhibiteurs d’ALDH ont été développés, a la fois
plus spécifiques et moins toxiques. Le DIMATE, 4-Diméthylamino-4-méthyl-
pent-2-ynthioic acid-S-méthylester, est un inhibiteur compétitif de
I’'ALDH1A1 et de I’ALDH3A1. Le DIMATE a démontré des effets
antiprolifératifs et pro-apoptotiques dans le cancer de la prostate3?°, le
mélanome3°®, |a leucémie3?’ et le cancer du poumon328 a la fois in vitro et
in vivo. Le DIMATE induit I'apoptose des lignées cellulaires de leucémies
myéloides aigues alors qu’il n‘affecte pas la viabilité des cellules normales.
De plus, il induit une diminution des cellules tumorales circulantes in vivo
dans des modeles de leucémie myéloide. Par ailleurs, dans des modeles de
cancer du poumon, le DIMATE a un effet cytotoxique sur 9 lignées cellulaires
de cancer du poumon et 13 cultures primaires de cellules de cancer du

poumon issues de PDX.

Ainsi, les inhibiteurs d’ALDH ont montré une action synergique avec

différentes chimiothérapies et radiothérapies, pour inhiber la progression
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de la maladie et prévenir le développement de résistance. L’évaluation de
I'efficacité de ce genre de combinaison n’a jamais été évaluée dans le
chordome et représenterait une stratégie intéressante d’'une part, pour leur
action sur les cellules a activité ALDH élevée, et d’autre part pour leur role

dans la balance oxydative.
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PARTIE 4 : CONCLUSION ET HYPOTHESE DE TRAVAIL

Cette introduction bibliographique a permis de soulever les difficultés de
I’étude des chordomes. D’une part, le faible nombre d’études a large échelle
des altérations impliqguées dans I'oncogeneése et la progression du chordome
entrainent un manque de connaissances générales sur cette pathologie.
D’autre part, le manque de modeles d’étude représentatifs des
caractéristiques du chordome telles que sa croissance lente, son statut
hypoxique et sa production de matrice extracellulaire abondante constituent
un frein au développement de thérapies efficaces. Nous avons montré que
I'amélioration des connaissances des mécanismes de radiorésistance a
permis le développement de stratégies visant a réinstaurer la
radiosensibilité des tumeurs. L’inhibition de [I'activité aldéhyde
déshydrogénase représente une stratégie radiosensibilisante intéressante
dans le chordome, de par son implication dans le phénotype souche des
cellules de chordome et de par son rdle dans le métabolisme antioxydant.
C'est pourquoi ce projet, dont l'objectif global est d’améliorer Iles

connaissances sur le chordome s’est déroulé en trois axes :

Axe 1 : déterminer le profil transcriptomique du chordome :

Une analyse transcriptomique d’une cohorte de 12 patients atteints de
chordome a été réalisée et comparé a une banque de données
transcriptomiques de sarcomes. Cette analyse a permis de resituer le
chordome dans un paysage global des altérations transcriptomiques des

fonctions biologiques principalement touchées dans les sarcomes.

Axe 2 : Etablir et caractériser des modéles cellulaires 3D de
chordome

En paralleéle, nous avons établi et caractérisé des modeles cellulaires 3D de
chordome. Le premier objectif de ce type de culture est de rétablir les
propriétés particulieres du chordome : une croissance lente, une forte

hypoxie, la production de matrice extracellulaire. Un accent particulier a été
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mis sur le répertoire transcriptomique des modeles établis en comparaison
a celui des patients établis au préalable par séquencage ARN. Récapituler
la progression tumorale représentant un enjeu majeur dans la modélisation
du chordome. C’est pourquoi nous avons décidé d’établir 3 modeéles
représentant les 3 stades de la maladie : tumeur primaire, rechute et
métastase. Enfin, en reconstituant un environnement 3D confortable pour
la tumeur, notre troisieme objectif était de reconstituer la radiorésistance
du chordome dans nos modeles. Pour cela, nous avons utilisé des thérapies

aux rayons X, thérapie conventionnelle la plus souvent utilisée.

Axe 3 : Evaluer une approche radiosensibilisante inhibant les ALDH

Le chordome étant une tumeur radiorésistante, une stratégie
radiosensibilisante permettant d’améliorer |'efficacité des traitements des
patients pourrait étre intéressante. Dans ce contexte, nous avons testé la
validité de I'aldhéyde déshydrogénase en tant que cible radiosensibilisante
en évaluant a la fois son expression et son activité en réponse a une
exposition a la radiothérapie. Une fois la cible validée, nous avons évalué
I'efficacité d’un inhibiteur pharmacologique des aldéhydes déshydrogénases
1 et 3 en monothérapie ou en combinaison avec de la radiothérapie. Pour
cela, nous avons évalué la prolifération, les capacités d’auto-renouvelement

et la mort cellulaire induite par les différents traitements.

Les résultats de ces différentes expériences seront exposés dans la partie

expérimentale de ce manuscrit.

98



Partie Expérimentale
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Hypothése et objectifs du projet de thése

Le chordome est une rare tumeur du squelette axial qui, malgré une
indolence certaine et un traitement agressif, rechute localement dans 50%
des cas environ. Du fait de sa rareté, peu d’études cliniques spécifiques au
chordome sont initiés, et les chordomes sont, au mieux, intégrés dans les
« basket trial » sans qu'il y ait pour autant connaissance de I'état
d’activation ou d’expression des cibles. Néanmoins, il devient urgent de
développer de nouvelles approches thérapeutiques efficaces pour ces
tumeurs résistantes aux traitements conventionnels. Pour mieux traiter, il
est primordial de mieux comprendre leur biologie. Une stratégie
intéressante pourrait étre d’améliorer la radiosensibilité des tumeurs.
Cependant, comme développé dans lintroduction bibliographique, peu
d’études transcriptomiques large échelle ont été réalisées dans le chordome
et sont souvent incomplétes car manquent de données cliniques associées
au patient.

Par ailleurs, dans lintroduction bibliographique, nous avons montré le
manque de modeéles alternatifs permettant de représenter au mieux les
caractéristiques des chordomes en se débarrassant des contraintes
techniques et de temps des modeles animaux.

Mon projet de doctorat s’est donc établi autour de trois axes :

Axe 1 : déterminer le profil transcriptomique des chordomes par rapport
aux autres sarcomes.

Axe 2 : établir et caractériser des modeles de culture cellulaire en trois
dimensions de chordome

Axe 3 : confirmer leur validité pour des tests d’approches thérapeutiques,
dans notre cas |'évaluation d’une approche radiosensibilisante.

Dans la partie expérimentale, les méthodes utilisées ainsi que les résultats
de ces axes sont exposés. Les deux derniers axes font l'objet d'une

publication dans le journal « Cells » (acceptée le 08/02/2021).
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PARTIE 1 : ETABLISSEMENT DU PROFIL

TRANSCRIPTOMIQUE DES CHORDOMES ET COMPARAISON
AUX SARCOMES

Peu d’études se sont intéressées au profil transcriptomique des chordomes.
Pour les études réalisées, les données ne sont pas toutes accessibles et les
informations cliniques des patients ne sont pas completes. Nous avons donc
effectué un séquencage de I’ARN sur une cohorte rétrospective de 12
patients provenant de deux centres du réseau Unicancer: le centre Léon
Bérard (Lyon) et le centre Jean Perrin (Bordeaux). Nous avons ensuite
analysé par la technique GSEA les scores d’enrichissement pour des
ensembles de génes impliqués dans les grandes fonctions biologiques
dérégulées dans les cancers. Puis nous avons comparé ces résultats a ceux
de 1450 échantillons de sarcomes diagnostiqués au centre Léon Bérard.
Nous avons comparé d’abord le répertoire transcriptomique complet des
chordomes et sarcomes, puis spécifiquement les ensembles de geénes
impliqués dans les grandes fonctions biologiques dérégulées dans les
cancers, telles que I'angiogénése, I'apoptose, I'hypoxie.

Le séquencage ARN et I'analyse bioinformatique des données issues de ce
séguencage ont été réalisés en collaboration avec lI'équipe « génétique,

épigénétique et biologie des sarcomes » du Dr Franck Tirode (CRCL/CLB).

1. Matériels et méthodes
1. Présentation de la cohorte :

Une cohorte rétrospective de 12 cas de chordome a été constituée en
collaboration avec le centre Léon Bérard (Lyon) et le centre Jean Perrin
(Bordeaux). Cette cohorte est constituée de blocs FFPE de 11 tumeurs
primaires sacrales, et d’'une tumeur métastastatique cranienne (Tableau
11). Ces échantillons ont été prélevés au moment de la chirurgie pour les
patients opérés, et de la biopsie pour les patients non opérés. Aucun patient
n‘a recu de traitements au préalable. L'’age des patients varie de 36 ans a

84 ans (moyenne au diagnostic : 63 ans). Trois patients ont présenté une
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rechute et deux patients sont décédés des suites de la maladie, les autres

sont vivants et n‘ont pas montré de rechute.

Tableau 11 -Données cliniques de la cohorte de chordomes

Cas Age Sexe | Date du | Localisation | Taille Types de | Récidive
Diagnostic de la | prélévement locale (date)
tumeur et Statut vital
(cm)
1- CLB_RNA_2031 | 56 M 27/6/16 Sacrum 10 chirurgie
2- CLB_RNA_2032 | 36 M 28/1/16 Sacrum 11,7 biopsie AWD
3- CLB_RNA_2033 | 66 M 25/1/16 Sacrum biopsie
4- CLB_RNA_2035 | 72 F 14/11/11 | Sacrum 9 chirurgie
5- CLB_RNA_2036 | 58 M 25/5/11 Sacrum 6 chirurgie Oui
17/05/2019
6- CLB_RNA_2037 | 40 M 29/2/12 Créne 8,5 chirurgie
7- CLB_RNA_2738 | 84 F 27/3/19 Sacrum 6 chirurgie
8- CLB_RNA_2739 | 77 F 24/10/18 | Sacrum 5,2 chirurgie
9- CLB_RNA_2740 | 70 M 5/10/11 Sacrum 7 chirurgie Oui
(02/03/2018)
10- CLB_RNA_2839 | 59 F 2/5/16 Sacrum 8 chirurgie Oui
(27/03/2018)
11- CLB_RNA_2847 | 67 M 23/4/15 Sacrum biopsie AWD
12- CLB_RNA_2848 | 70 M 15/5/19 Sacrum biopsie AWD /
18/06/2015

2. Séquencage de I’ARN

Afin de réaliser le profil transcriptomique par séquencage de I’ARN, I’ARN
total a été extrait a partir des lames de blocs FFPE macro-disséquées par
I'utilisation du kit FormaPure RNA (Beckman Coulter #C19158, Brea, CA,
USA). L'’ADN présents dans les échantillons a été retiré par le traitement a
la DNAse du kit RNase-free DNase set (Qiagen #AM2222, Courtaboeuf,
France). Aprés quantification des ARN a l'aide du Nanodrop2000 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), leur qualité est confirmée par la
valeur DV200, proportion de fragments d’ARN supérieurs a 200 nucléotides,
apportée par la TapeStation with Hs RNA ScreenTape (Agilent, Santa Clara,
CA, USA). Les échantillons contenant une quantité d’ARN (>0,5ug) et une
qualité (DV200>30%) suffisantes ont été ensuite analysés par séquencage.
Les librairies ont été préparées a partir de 100ng d’ARN total a I'aide de
TrueSeq RNA Exome (Illumina #20020183, San Diego, USA). Les banques
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de fragments d’ARN ont été préparées a la concentration de 4nM avec 1%
de PhIX, qui sont de courtes séguences connues permettant de faciliter
I'alignement. 2x75 cycles de séquencage pairé ont été réalisés a I'aide du
kit NextSeq 500/550 High Output V2 sur I'appareil NextSeq500 (Illumina).
Le séquencage pairé implique que pour les longues séquences ARN, les
extrémités sont séquencées, ce qui permet de connaitre la distance
séparant les deux lectures et facilite I'alignement sur le génome humain.
Les fragments séquencés ont ensuite été alignés sur le génome humain de
référence GRCh38 via l'aligneur STAR. Le nombre de copies de lecture a été
évalué grace a l'outil PICARD. Aucun échantillon n’a été retiré de I'analyse.
Les valeurs d’expression ont été extraites a I'aide du logiciel Kallisto version
0.42.5 tool17, avec GENECODE basés sur le génome de référence GRCh38.
Les valeurs Kallistos du nombre de Transcrits Par Millions (TPM) ont été
transformées en log2(TPM+2), et tous les échantillons ont été normalisés
ensemble a I'aide de la méthode des quantiles contenue dans le package R

limma, sur R (version 3,1,1).

3. Analyses associées

o Etablissement du profil des chordomes par rapport aux
hallmarks des cancers :

Les données de séquengage nous ont permis de réaliser des scores a l'aide
de GSEA, une méthode permettant de calculer un score d’enrichissement
pour un ensemble de génes représentatifs d’'une fonction biologique. Les
sets de geénes sélectionnés sont regroupés sous le nom de « Cancer
Hallmarks » dans la base de données MSigDB. Ces scores nous permettent
de représenter |'expression des genes des tumeurs en fonction des

processus biologiques souvent altérés dans les cancers.

e Comparaison du transcriptome des chordomes au

transcriptome des sarcomes :
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Nous avons d’abord effectué une comparaison du transcriptome entier des
chordomes et des sarcomes en réalisant une analyse de réduction de
dimension a l'aide de l'algorithme UMAP32°, Cette méthode permet de
visualiser graphiquement la variance entre échantillons, ce qui permet de
se représenter leurs différences ou leurs similitudes en fonction de la
distance qui sépare deux échantillons. Plus deux échantillons sont proches,
plus ils sont similaires en termes d’expression génique globale. A l'inverse,
plus ils sont éloignés et plus I'expression globale de leurs genes sera

différente.

e Comparaison des profils d’enrichissement Hallmark entre
sarcomes :

Les fonctions biologiques les plus souvent dérégulées dans les cancers sont
applées hallmark et comprennent : l'angiogénese, le cycle cellulaire,
I'hnypoxie, la glycolyse, la phosphorylation oxydative et l'apoptose. Les
scores d’enrichissement calculés pour chaque hallmark ont ensuite été
comparés aux déciles de la distribution des valeurs NES des ssGSEA des
1450 échantillons de sarcomes. Ainsi, ils permettent de comparer
I'altération, au niveau transcriptomique ici, de ces voies biologiques du
chordome avec le groupe de classification tumoral supérieur, qui est

représenté par les sarcomes.

e Ebauche du profil immunitaire infiltrant du chordome :
Une facon d’aborder le profil immunitaire des chordomes par analyse
transcriptome est |'utilisation de I'algorithme de déconvolution CIBERSORT.
Il s’agit d’un algorithme basé sur I'expression de 547 génes qui permet de
différencier 22 types cellulaires immunitaires infiltrant les tumeurs dont les
cellules T, les cellules B, les cellules plasmocytaires, les cellules NK et les
cellules myéloides. Cet algorithme permet donc de définir les cellules

immunitaires infiltrant un tissu tumoral.
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II. Résultats

1. Analyse des voies de signalisation spécifiques du
chordome

Afin de mieux connaitre le répertoire transcriptomique des chordomes, le
score d’enrichissement des genes associés a chaque grande fonction altérée
dans les cancers (hallmark) a été calculé et est représenté sous forme de
carte d’expression (Figure 23).

Les scores les plus élevés sont retrouvés pour les fonctions biologiques de
la phosphorylation oxydative (HOXPHOS), de I'hypoxie, et de la transition
épithélio-mésenchymateuse (Figure 23). Les voies de signalisation les
moins représentées sont celles de I'inflammation, de I'angiogéneése, et de la
phase G2/M du cycle cellulaire (Figure 23). Ces résultats refletent les
caractéristiques du chordome : une tumeur ayant une croissance lente, une

vascularisation faible, et une hypoxie forte.
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Figure 23- Carte d’expression des scores d’enrichissement pour chaque fonction biologique par
échantillon- Les sets de genes de la phosphorylation oxydative (HOXPHQOS), de I'hypoxie (HYPOXIA),
de I'apoptose (APOPTOSIS) de la transition épithélio mésenchymateuse (hEMT), de la glycolyse
(GLYCOLYSIS), du cycle cellulaire (G2M), de I'angiogénese (ANGIO) et de l'inflammation (INF) sont
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présentés en ordonnées. Les patients sont présentés en abscisse. L’échelle des scores est

représentée a gauche de la carte.

2. Comparaison du _ répertoire _transcriptomique des
chordomes et des sarcomes

Pour situer le profil transcriptomique des chordomes par rapport aux
sarcomes, une visualisation UMAP a été réalisée. Elle compare les
expressions géniques des chordomes avec 1450 cas de sarcomes séquencés
au CLB (essentiellement des sarcomes des tissus mous) (Figure 24). La
visualisation UMAP a permis d’identifier au moins 144 types moléculaires de

sarcomes différents.

20

40
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10

Sarcomes des
Tissus Mous

umap3

Figure 24- Graphique représentant la répartition de 1450 échantillons de sarcomes et de 12
échantillons de chordomes par la méthode de réduction de dimension UMAP. 144 sous-types
moléculaires sont observés et les chordomes forment un cluster homogéne éloigné des autres

sarcomes.

Malgré la présence de différents sous-types histologiques et moléculaires,

les sarcomes des tissus mous ont des profils transcriptomiques proches et
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forment un large groupe sur cette figure (Figure 24). Au contraire, les
sarcomes osseux ont un profil transcriptomique plus éloigné, a la fois des
sarcomes des tissus mous, mais également entre chaque sous-type osseux
(sarcome d’Ewing). C’est aussi le cas pour le cluster de chordomes qui est

le plus éloigné de tous les autres sarcomes.

La méthode de représentation UMAPa permis d’observer que les chordomes
sont regroupés dans un cluster homogene et distant des sarcomes des
tissus mous. De plus, malgré leur localisation osseuse, les chordomes
présentent également un profil transciptomique éloigné des autres

sSarcomes osseux.

3. Voies de signalisation différentiellement exprimées entre
chordomes et sarcomes

Afin d’approfondir I'analyse de nos échantillons de chordome, les scores
pour chaque fonction biologique ont été comparés aux scores moyen des

sarcomes pour chacun des patients (Figure 25).

107



ANGIOGENESIS 1 ANGIOGENESIS 6

INFLAMMATION APOPTOSIS INFLAMMATION APOPTOSIS

G2m_CELL_CYCLE

G2M_CELL CYCLE

GLYCOLYSIS GLYCOLYSIS

ANGIOGENESIS 3 ANGIOGENESIS 2

INFLAMMATION APOPTOSIS
Score
89 10

HYPOXIA

G2M_CELL_CYCLE HOXPHOS G2M_CELL_CYCLE

GLYCOLYSIS GLYCOLYSIS

ANGIOGENESIS 9 ANGIOGENESIS 8

INFLAMMATION | APOPTOSIS INFLAMMATION APOPTOSIS

EMT

G2M_CELL CYCLE G2m_CELL CYCLE

GLYCOLYSIS GLYCOLYSIS

Figure 25- Graphiques représentatifs du score NES calculé a partir de la méthode GSEA de chaque
échantillon de chordome comparé a lI'ensemble des sarcomes. Les panels A et B présentent des
exemples des deux profils les plus couramment retrouvés au sein des échantillons.

L'analyse différentielle nous permet de retirer plusieurs informations. Dans
I'’ensemble, les chordomes présentent des scores trés extrémes, confirmant
leur éloignement des autres sarcomes. Deux profils majoritaires de
chordomes ont pu étre observés (Figure 25A et B). Tous ont de trés hauts

scores pour les voies de signalisation de I'hypoxie (8 a 10) et de la glycolyse
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(8 a 10), ainsi que de faibles scores pour les voies de la phosphorylation
oxydative (0 a 4), du cycle cellulaire (0 a 6), et de I'angiogénése (0 a 5).
Ces résultats démontrent que les chordomes ont une expression génique
plus élevée des voies de I'hypoxie et la glycolyse, et une expression plus
faible des voies de la phosphorylation oxydative et du cycle cellulaire par
rapport aux autres sarcomes.

En revanche, les scores obtenus pour la voie de l'apoptose sont les plus
variables et different entre les deux groupes présentés. Dans certains
échantillons, ce score est tres élevé (9 a 10, Figure 25A) alors qu'il peut
étre faible dans d’autres échantillons (3 a 6, Figure 25B). Cette différence
n‘est associée significativement a aucun signe clinique. Enfin, malgré une
infiltration immunitaire faible dans ces tumeurs, les chordomes présentent
des scores inflammatoires moyens (4 a 6). L'inflammation et l'infiltration
immunitaire étant tres peu étudiées dans le chordome, nous nous sommes

donc intéressés par la suite au profil immunitaire de ces échantillons.

4.  Profil immunitaire transcriptomique des chordomes :

Nous avons commencé a établir les profils immunitaires des chordomes par
la méthode du CIBERSORT qui permet d’observer les types de cellules
immunitaires infiltrant une tumeur. Les résultats montrent que trés peu de
cellules immunitaires sont présentes dans les échantillons tumoraux de
chordome. Deux patients présentent une infiltration élevée. Cette
infiltration est caractérisée par de forts scores pour les cellules dendritiques,
les cellules NK, les macrophages, et les cellules T pour le premier. Elle est
caractérisée par de forts scores pour les cellules T et NK uniquement pour
le second. Dans les autres échantillons, bien que faiblement exprimée, les
populations les plus représentées sont les granulocytes, les mastocytes et

les macrophages (Figure 26).
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Figure 26- Carte représentant les niveaux d’expression des génes rapportés aux cellules

immunitaires.

En conclusion, le chordome se différencie des sarcomes par une expression
forte des genes impliqués dans I'hypoxie et la glycolyse ; et par une
expression faible des génes impliqués dans I'angiogénése, le cycle cellulaire
et la phosphorylation oxydative. De plus, le chordome présente une faible

infiltration immunitaire dont la composition varie d'un patient a I'autre.
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Cette premiere partie a permis d’améliorer nos connaissances sur le
chordome en identifiant les caractéristiques particuliéres le distinguant des

autres sarcomes.

PARTIE 2 ETABLISSEMENT ET CARACTERISATION DE
MODELES CELLULAIRES 3D

Les bénéfices des techniques 3D appliquées aux autres tumeurs solides
nous ont conduit a I'établissement et la caractérisation de ce genre de
modeles chordome. Pour cela, nous avons sélectionné trois lignées
cellulaires U-CH12, U-CH1 et CH22 établies a partir de tumeurs de patients.
Ces trois lignées représentent les trois stades d’évolution de la pathologie :
tumeur primaire, rechute locale et métastase. Ces sphéroides ont été
caractérisés d‘un point de vue histologique, morphologique, et
transcriptomique. Nous avons ensuite validé leur utilisation pour évaluer de
nouvelles approches thérapeutiques. Pour cela, nous avons testé les
capacités d’un inhibiteur des ALDH1 et 3 a restaurer la radiosensibilité des
sphéroides. La caractérisation des modeles ainsi que I'évaluation
thérapeutique de l'inhibiteur des ALDH a fait I'objet d’une publication
intitulée « Aldehyde dehydrogenase, a therapeutic target in chordoma :
analysis in 3D models », en cours de révision pour publication dans le
journal « Cells ».

Les paragraphes suivants résument les points essentiels de cette étude.

I. Etablissement des modéles cellulaires

Les sphéroides ont été générés a partir de trois lignées cellulaires de
chordome U-CH12, U-CH1 et CH22 mise en culture dans des plaques a
faible adhérence sans addition de MEC. Une fois établis, les sphéroides ont
été caractérisés au niveau histologique (expression des marqueurs de

chordome), morphologique et du répertoire transcriptomique.
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1. Caractérisation histologique, morphologique et
transcriptomique

Au niveau histologique, les sphéroides expriment les marqueurs diagnostics
du chordome : Brachyury, CD24, cytokératines et EMA (Figure 27, A).
Cultivées en 3D, les cellules de chordome ont un cytoplasme rempli de
vacuoles, correspondant au phénotype physaliphore retrouvé
spécifiguement dans les chordomes (Figure 27, B). La présence de jonctions
cellulaire dans les sphéroides CH22 et de matrice extracellulaire dans les
sphéroides U-CH1 et U-CH12 a été observée(Figure 27, B).

() Brachyury CD24 Cytokeratins EMA
U-CH12 + e - +++
U-CH1 4 ++ ke T
CH22 +++ ++ ++ +++

fleches=vacuoles, étoiles=junctions, g=glycogéne, carré= MEC, f=filopodes

Figure 27-Caractérisation histologique et morphologique des sphéroides de chordome. (a)
Quantification des IHC des marqueurs de diagnostic du chordome Brachyury, CD24, EMA et CK. (b)
Images représentatives de la morphologie des sphéroides par microscopie électronique.
Les fleches représentent les vacuoles, les étoiles : jonctions, les carrés : la matrice
extracellulaire, les f : filopodes, les g : granules de glycogénes.

Enfin, le séquencage ARN des modeles a été réalisé puis comparé a celui de
la cohorte de chordomes et de sarcomes. Une analyse tSNE montre que ces

modeles clusterisent avec les 12 cas de chordome séquencés (Figure 28).
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Figure 28- Visualisation de l'analyse tSNE montrant la clusterisation des 12 échantillons de
chordomes et des 3 sphéroides indiqués par des fléches sur la figure.

Ces analyses histologiques, morphologiques et transcriptomiques indiquent
que les sphéroides sont bien représentatifs de la présentation clinique du

chordome.

2. Radiorésistance des sphéroides

Nous nous sommes ensuite intéressés a trois caractéristiques du
chordome potentiellement impliquées dans la radiorésistance : leur faible
prolifération, le statut hypoxique et la production de matrice extracellulaire.
Les sphéroides présentent des zones hypoxiques et produisent
spontanément une matrice extracellulaire qui est abondante pour U-CH1 et
U-CH12 et faible pour CH22 (Figure 29A). Ils présentent de plus trois

niveaux de prolifération différents avec U-CH12, issu de la tumeur primaire,
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sphéroide a la croissance la plus lente, et CH22, issu de la métastase, a la
croissance la plus rapide (Figure 29B). Ainsi, les sphéroides issus de la
tumeur primaire sont peu cellulaires, possedent une matrice abondante et
une croissance faible alors que les sphéroides issus de métastases sont tres

cellulaires, possedent une matrice faible et se divisent rapidement.
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Figure 29- Caractérisation du statut hypoxique, de la prolifération et de la réponse aux radiations
des sphéroides de chordome. (a) Cartographie des zones hypoxiques des sphéroides par
marquage au pimonidazole et marquage de HIF-1a. (b) Evaluation du nombre de cellules
Ki67+ pour chaque sphéroide. (c) Graphique représentatif de la taille des sphéroides
formés en condition contrble ou aprés 2Gy de rayons X. Chaque expérience a été répétée
trois fois en triplicat. La comparaison entre les groupes controle et traités a été réalisé par
un test ANOVA a deux composantes. Les p-values significatives sont indiquées comme
suit : p < 0.05 *, p < 0.01 **, p < 0.001 ***, p < 0.0001 ****

Afin de déterminer la sensibilité des sphéroides a la radiothérapie, nous

avons mesuré leur capacité a former des spheres aprées irradiation aux
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rayons X (2 Gy). Les résultats démontrent que les sphéroides U-CH1 (NT :
198um?; 2 Gy : 286um?) et U-CH12 (NT: 224um?; 2 Gy : 300um?)
gardent la capacité a reformer des sphéeres aprés traitement a l'inverse de
sphéroides CH22 dont la capacité a reformer des sphéres est fortement
diminuée aprées traitement (NT : 597um?; 2 Gy : 2,10%um?; p<0,001)
(Figure 29C).

Ainsi, les sphéroides présentent 3 niveaux de radiorésistance différents, U-
CH12 le modele le plus radiorésistant et CH22 le modele le plus
radiosensible. Ces modeles sont donc adaptés a I'étude de |Ia
radiorésistance. Le tableau 12 récapitule les caractéristiques principales des

sphéroides.

Tableau 12- Récapitulatif des caractéristiques des sphéroides de chordome

U-CH12, Sacral, U-CH1, Sacral, CH22,
Primaire Rechute Métastase

Prolifération

Expression de

Brachyury

Production de MEC

Hypoxie

Radiorésistance

II. L’aldéhyde déshydrogénase, une cible thérapeutique
potentielle pour le traitement du chordome

1. Expression transcriptomique, protéigue et évaluation de
‘activité aldéhyde déshydrogénase

Les aldéhydes déshydrogénases sont une famille d’enzymes impliquées

dans la détoxification des aldéhydes, dont I'accumulation est toxique pour
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la cellule. Une analyse trancriptomique a montré la forte expression des
ALDH3A2, 3B1 et 1A2 a la fois dans les sphéroides et la cohorte de 12 cas.
Nous avons pu de plus mettre en évidence I'expression de I'ALDH3A2 au
niveau protéique dans les 3 modeles (Figure 30A). Nous avons également
montré un enrichissement en cellules a haute activité aldéhyde
déshydrogénase apres irradiations dans tous les sphéroides (Figure 30B).
Tous ces éléments montrent que I’ALDH est potentiellement impliquée dans

la radiorésistance des chordomes.

2. Effets de l'inhibition de l‘activité aldéhyde
déshydrogénase

Ces observations nous ont mené a évaluer I'efficacité d’un inhibiteur de
I'activité des ALDH1 et 3 (DIMATE, développé par la société Advanced
BioDesign, Saint Priest, France). Le DIMATE induit une augmentation de la
mort cellulaire et une diminution des capacités d’autorenouvelement des 3
sphéroides (Figure 30C). Afin de déterminer le potentiel radiosensibilisant
de l'inhibition de I'activité ALDH, |'efficacité de la combinaison du DIMATE a
la radiothérapie a été mesurée. En combinaison avec de la radiothérapie, le
DIMATE induit la mort cellulaire plus rapidement (U-CH12 : p<0,01 ; U-CH1
p>0 ;05 ; CH22 : p>0,05) et inhibe les capacités d’autorenouvelement
plus fortement (44, 8, 5 colonies restantes avec DIMATE a 1, 10 et 25uM,
2 Gy RX)) que lorsqu’il est utilisé en monothérapie (113, 78, 25 colonies
restantes DIMATE a 1, 10 et 25uM ; p<0,01) (Figure 30C).

Ainsi la combinaison de DIMATE et de radiothérapie a des effets non
seulement cytostatiques, mais aussi cytotoxiques et restaure |la
radiosensibilité des sphéroides de chordome.

Cette évaluation d’une approche thérapeutique a permis de montrer d’'une
part la validité du ciblage des ALDH dans le chordome, et d’autre part
I'utilité des modeéles de sphéroides pour ['évaluation de cibles

thérapeutiques (Figure 31).
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Figure 30- L’ALDH est une cible thérapeutique potentielle dans le chordome- (a) Images
représentatives d’'un marquage de la protéine ALDH3A2 en conditions contréle ou aprés
une irradiation (2Gy rayons X). (b) Graphe représentatif du % de cellules a activité ALDH+
relatif au contréle en conditions contréle ou aprés une irradiation. (c) Graphe représentatif
de la taille des sphéres en conditions contréle ou aprés irradiations seules, traitement au
DIMATE seul, ou combinaison de ces deux traitements. La comparaison entre les groupes
contréle et traités a été réalisé par un test ANOVA a deux composantes. Les p-values
significatives sont indiquées comme suit : p < 0.05 *, p < 0.01 **, p < 0.001 ***, p <
0.0001 **x*,
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Abstract: Chordomas are rare, slow-growing tumors of the axial skeleton. These tumors are locally
aggressive and refractory to conventional therapies. Radical surgery and radiation remain the first-
line treatments. Despite these aggressive treatments, chordomas often recur and second-line treat-
ment options are limited. The mechanisms underlying chordoma radioresistance remain unknown,
although several radioresistant cancer cells have been shown to respond favorably to aldehyde de-
hydrogenase (ALDH) inhibition. The study of chordoma has been delayed by small patient cohorts
and few available models due to the scarcity of these tumors. We thus created cellular 3D models
of chordoma by using low-adherence culture systems. Then, we evaluated their radiosensitivity
using colony-forming and spheroid size assays. Finally, we determined whether pharmacologically
inhibiting ALDH increased their radiosensitivity. We found that 3D cellular models of chordoma
(derived from primary, relapse, and metastatic tumors) reproduce the histological and gene expres-
sion features of the disease. The metastatic, relapse, and primary spheroids displayed high, me-
dium, and low radioresistance, respectively. Moreover, inhibiting ALDH decreased the radiore-
sistance in all three models.

Keywords: chordoma; 3D models; hypoxia; radiotherapy; aldehyde dehydrogenase; radiore-
sistance; combination therapy

1. Introduction

Chordomas are rare bone tumors of the axial skeleton that localize preferentially in
the cranial and the sacral areas. With an incidence of 700 new cases per year, chordomas
account for 1-4% of bone tumors and 20% of spinal tumors [1]. These tumors, thought to
arise from embryonic remnants of the notochord, can affect people at any time through
life even if the median age at diagnosis is between 50 and 60 years [2,3]. Conventional
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chordomas possess some peculiar characteristics. They are slow growing tumors and are
locally aggressive, invading surrounding structures including the bone and often com-
pressing important structures such as cranial nerves or the spinal cord [4]. They are almost
avascular, leading to strong hypoxia, and are composed of large, vacuolated, phy-
saliphorous cells surrounded by an abundant mucoid extracellular matrix [5].

As in the vast majority of bone sarcoma, chordoma patient management consists of
surgical resection of the tumor [6]. The goal of resection is to obtain adequate margins, and
the quality of surgery is the most important prognostic factor [4]. However, resection with
adequate margins is achieved in roughly 50% of cases, mainly due to the location of the
tumor in the vicinity of important structures [4]. In the case of inadequate margins, neoad-
juvant therapy is combined with surgery. Among all neoadjuvant therapies, high-dose con-
ventional radiotherapy remains the only option, with doses superior to 70Gy [7,8]. Despite
its low accessibility, proton therapy can be useful because it allows the delivery of a more
important dose to a tumor without exposing surrounding tissues to excessive toxicity [9].
Despite this aggressive treatment, the 5-year relapse-free survival rate is only 50% [8]. Treat-
ment options are limited at relapse due to the invasiveness and toxicity of the first-line treat-
ment. Hence, there is a need for therapies addressing chordoma specificities. To achieve this,
a better understanding of chordoma biology and of the mechanisms underlying chordoma
radioresistance is of utmost importance. Decreasing the radioresistance of these tumors
could decrease the toxicity triggered by radiations, could improve patient care, and could
improve tumor control. The scarcity of these tumors makes large-scale molecular studies
challenging, and only a few molecular alterations have so far been described [10]. Although
the causes of radioresistance in chordoma are still largely unknown, several factors may be
involved. Indeed, hallmarks of these tumors are their slow growth and their low number of
mitotic cells, which are the principal targets of radiotherapy [11]. Moreover, the low level of
vascularization leads to strong hypoxia, which represents a major predictive factor of unfa-
vorable tumor response to radiotherapy [12,13].

To improve our understanding of the mechanisms underlying chordoma radiore-
sistance, we need to reconstitute the peculiar characteristics of these tumors. Because of
their scarcity, only a few models of these tumors are available: 20 cell lines and 11 patient-
derived xenograft models. Moreover, cells grown in 2D do not reflect some of the major
characteristics of chordoma such as hypoxia, extracellular matrix production, and disease
progression [14]. To address these issues, we hypothesized that creating cellular 3D mod-
els of chordoma could improve our understanding of the mechanisms of radioresistance.
Thus, the aims of our study were i) to create cellular 3D models of chordoma that repro-
duce their histological and morphological features, ii) to evaluate their resistance to radi-
ations, and iii) to determine whether a radiosensitizing approach could be applicable. In
this regard, we tested the effectiveness of targeting aldehyde dehydrogenases (ALDHs) 1
and 3. Indeed, ALDHs are a family of enzymes involved in cell detoxification [15]. They
oxidize a wide range of endogenous and exogenous aldehydes and protect living organ-
isms from oxidative stress [6]. A high ALDH activity has already been correlated with
resistance to treatment in multiple solid tumors. For instance, ALDH-positive breast can-
cer cells are radioresistant in vitro [16,17]. ALDHI1-positive cells exhibit a radioresistant
phenotype enhanced with hypoxia in cervical cancer [18]. ALDH activity promotes radi-
oresistance in prostate cancer progenitor cells [19] and is indicative of head and neck squa-
mous cell carcinoma (HNSCC) radioresistant cells [20]. This is also the case for bone sar-
coma, in which a high ALDH activity is associated with chemotherapy-resistant Ewing
sarcoma cells [21]. A population of cells with a high ALDH activity is known to be present
in both chordoma patients [22] and cell lines U-CH1 [23], U-CH2, UM-Chor1 [24], and
JHC?7 [25]. Moreover, the inhibition of ALDH decreases the radioresistance of breast, pros-
tate, and cervical cancer cells [26-28]. Collectively, these findings suggest a central role for
ALDH in cellular resistance to radiations. However, the involvement of ALDH in radio-
resistance has never been studied in chordoma.
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Hence, we created cellular 3D models of chordoma by using ultra-low adherence
culture systems. We evaluated their radiosensitivity and determined whether pharmaco-
logically inhibiting ALDH1/3 decreased the radioresistance of our models.

2. Materials and Methods
2.1. Cell Lines
2.1.1. Cultures

Conventional chordoma cell lines U-CH12, U-CH1, and CH22 established from pri-
mary, relapse, and metastatic chordoma, respectively, were kindly provided by the Chor-
doma Foundation (Durham, NC, USA). The U-CH1 and U-CH12 cell lines were main-
tained in 2D cultures on rat tail collagen I-coated flasks (A1048301, Thermofisher, Illkirch,
France) in Iscove Modified Dulbecco Media (IMDM):Roswell Park Memorial Medium
(RPMI) 4:1 medium (Life technologies, Carlsbad, California) supplemented with insulin,
transferrin, and selenium 1% (ITS, Life technologies) for U-CH12. The CH22 cell line was
maintained on non-coated flasks in RPMI medium. All media were supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS) and 1% penicillin streptomycin (PS).

2.1.2. Cell Culture Conditions and Treatments

Chordoma spheroids were generated by seeding 2500 cells from either cell lines in 96
ultra-low attachment (ULA) plates (Corning® Costar®, Brumath, France) in the same me-
dia as used for 2D cultures. Once seeded, spheroid formation was examined twice a week
under an optical inverted microscope (Zeiss, Gottingen, Germany). Spheroids were al-
lowed to form for 7 days before being treated either with radiation or an ALDH inhibitor.
A 2 Gy radiation dose was applied to spheroids (dose rate of 6 Gy min') with a 6 MeV X-
ray clinical irradiator (SL 15 Phillips). The irreversible inhibitor of ALDH1 and ALDH3,
DIMATE (Advanced BioDeisgn, Saint Priest, France), was added to spheroids for 24 to 72
h (concentrations range: 0.1 to 25 uM).

2.2. Proliferation Assay

Spheroid proliferation was assessed at days 4, 7, 10, 15, and 21 by CellTiter-Glo® lu-
minescent cell viability assay (CTG) (Promega, Charbonnieres-les-Bains, France). Each
spheroid was washed with PBS1X and incubated with 60 pL of CTG in a medium devoid
of serum (ratio 1:1). Luminescence was detected after 25 min of incubation on a TECAN
Infinite 500 reader (TECAN, Méannendorf, Switzerland) for 500 ms/well. After 48 h of
treatment, spheroid proliferation in response to increasing concentrations of DIMATE (0.1
to 25 uM) was measured by Cell Titer Glo to determine DIMATE IC50.

2.3. Real-Time Monitoring

Spheroid proliferation was also determined using real-time monitoring with an In-
cuCyte Live Cell Analysis System (Incucyte ZOOM, Essen Bioscience, West Wickham
Kent BR4 OPH, United-Kingdom). Spheroid diameters were measured using the IncuCyte
software. Spheroid cell death induced by radiation and/or DIMATE treatment was moni-
tored in real-time using the IncuCyte. Irradiated and/or DIMATE-treated spheroids were
incubated with 50 UL of Cytotox Green reagent (4633, Essen Bioscience) in phenol red-free
medium according to the manufacturer’s instructions and placed under the 20x objective
lens of the IncuCyte Live Cell Analysis System over a period of 48 h. The evolution of
Cytotox Green fluorescence intensity was then analyzed with the IncuCyte software.

2.4. Immunostaining

Spheroids were harvested at day 7, 10, 15, and 21 after seeding; fixed in eosin 1:100
and PFA 4% (2 h, 4 °C); embedded in paraffin before cutting into 5 um sections; and
stained. HPS and Ki67 staining were performed on an automated Ventana Discovery XT
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staining system (Ventana Medical Systems, Innovation PARk Drive, Tucson, Arizona
85,755 USA, Roche). The Ki67 index was assessed semi-quantitatively. For hypoxia stain-
ing, the sections were incubated with pimonidazole (100 pg/mL for 1 h at room tempera-
ture (RT) (Hypoxyprobe, Massachusetts, USA) before fixation.

After the deparaffination, rehydration, and antigen retrieval steps (citrate buffer, pH
6.0, 95 °C, 15 min or Tris EDTA, 95 °C, 15 min), the slides were incubated overnight (4 °C)
with the following primary antibodies: anti-brachyury(1:500), anti CD24 (1:100), 4-hy-
droxynonenal (Abcam, Cambridge, United Kingdom), anti-cytokeratin AE1/AE3 (1:100),
anti EMA (1:250) (Dako, Agilent, Santa Clara, United States), anti YH2AX (1:500) (Cell
signaling technology, Leyde, Netherland), anti HIF-1a (1:100), anti-ALDH3A2 (1:100)
(Proteintech, Manchester, United Kingdom), or anti-pimonidazole (Hypoxyprobe). En-
dogenous peroxidases were inactivated by incubating the slides in oxygen peroxide (0.3%,
15 min, RT). The primary antibodies were detected with biotinylated goat anti-rabbit or
goat anti-mouse secondary antibody (VectorLab, Burlingame, United States, 1:100, 1 h,
RT) followed by an avidin-biotin complex and DAB peroxidase (SK-4100, Vector Lab; di-
lution 1:300, 30 min, RT). The sections were counterstained in hematoxylin (Vector Lab,
H3401) and mounted in Vectamount medium (H-5000). For aldehyde staining, the sec-
tions were incubated with secondary antibody (goat anti-mouse Alexa fluor 488, Abcam,
150113) and DAPI (1:1000, Abcam, 228549) for 1 h at RT. The sections were then mounted
on slides using Fluoromount (Sigma, Merck, Darmstadt, Germany). For extracellular ma-
trix staining, the slides were incubated with alcian blue (Sigma, B8438) and sirius red
(Sigma, 2610) for 10 min at RT. The sections were washed and counterstained with fast
red or hematoxylin, respectively. All slides were examined under a Zeiss Axioimager M2
microscope (SIP 60549, Zeiss, Gottingen, Germany), and quantifications were made using
the Image] software.

2.5. Electron Microscopy

Spheroids were fixed in buffered aldehyde (4% formaldehyde, 2% glutaraldehyde, 1
mM MgCl;, and 1 mM CaClz in 100 mM Ca-cacodylate, pH 7.2), post-fixed in aqueous 1%
osmium tetroxide, and then dehydrated in graded steps of ethanol. The spheroids were
impregnated in Epon A (50%), Epon B (50%), and DMP30 (1.7%) and were included for
polymerization (60 °C, 72 h). The spheroids were cut in ultrathin 70 nm sections before
being contrast-stained with lead-citrate and uranyl acetate and imaged with a Jeol
1400JEM (Tokyo,Japan) transmission electron microscope at the CIQLE (Centre d'Image-
rie Quantitative Lyon Est).

2.6. Self-Renewal

Self-renewal of the chordoma spheroids was assessed by colony formation assays and
spheroid size assays. After irradiation and/or DIMATE treatment, the spheroids were main-
tained 24 h in culture before being dissociated using the TryPLE reagent (5 min, 37 °C, Ther-
mofisher, Illkirch, France) followed by gentle pipetting to obtain single cell suspensions.

Two thousand or five thousand cells were seeded onto 6-well plates and were al-
lowed to form colonies for 5 doubling times (2 weeks for CH22, 5 weeks for U-CH12, and
7 weeks for U-CH1). The colonies were counterstained with a solution of ethanol 75%
crystal violet (Sigma, V5265) and counted using the Image] software. To perform a sphe-
roid size assay, 200 single cells were seeded in ULA 96-well plates and were allowed to
form spheres for 15 days. All spheres (>50 um) in a well were manually imaged, counted,
and measured (diameter) using a Zeiss Axio Observer Z1 inverted microscope (Zeiss, Got-
tingen, Germany).

2.7. Aldefluor Assay

ALDH enzymatic activity was measured using the Aldefluor kit (Stem Cell Technol-
ogies). The cells suspended in Aldefluor assay buffer were incubated with an ALDH
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enzyme substrate for 40 min at 37 °C. As a control for baseline fluorescence, the cells were
also treated with ALDH inhibitor diethylaminobenzaldehyde (DEAB). The cells were
washed and stained with viability dye (Miltenyi Biotec, Paris, France) at 1:1,000. Fluores-
cence was detected using a BD Bioscience LSR Fortessa flow cytometer and analyzed us-
ing the FACSDiva software (BD Biosciences, San Jose, CA, United-States).

2.8. RNA Sequencing

RNA sequencing was performed for both spheroids after 7 days of culture and pa-
tient samples. Total RNA was extracted from macro-dissected formalin-fixed paraffin-em-
bedded tumor sections using the FormaPure RNA kit (Beckman Coulter #C19158, Brea,
CA, USA). The RNase-free DNase set (Qiagen #AM?2222, Courtaboeuf, France) was used
to remove DNA. RNA quantification was assessed using NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) measurement and RNA quality using theDV200 value (the
proportion of RNA fragments larger than 200 nt) assessed by a TapeStation with Hs RNA
ScreenTape (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Samples with sufficient RNA quantity (>0.5
ug) and quality (DV200 > 30%) were further analyzed by RNA sequencing. One-hundred
nanograms of total RNA were used to prepare libraries with the TruSeq RNA Exome (Il-
lumina #20020183, San Diego, USA). Twelve libraries were pooled at a concentration of 4
nM each, together with 1% PhiX. Sequencing was performed (paired end, 2 x 75 cycles)
using NextSeq 500/550 High Output V2 kit on a NextSeq 500 machine (Illumina).

Alignments were performed using STAR on the GRCh38 version of the human ref-
erence genome. The number of duplicate reads were assessed using PICARD tools. No
sample was discarded from the analysis (number of unique reads above 10 million). The
expression values were extracted using Kallisto version 0.42.5 tool17 with GENECODE
release 23-genome annotation based on the GRCh38 genome reference. The Kallisto TPM
expression values were transformed in log2(TPM+2), and all samples were normalized
together using the quantile method from the R limma package within R (version 3.1.1)
environment. tSNE analysis was performed to visualize the distance between chordoma
spheroids, patient samples, and a series of 1450 sarcoma samples with at least 144 molec-
ular subtypes, as previously published [29]. A classic differential gene expression analysis
was conducted between chordoma samples and spheroids.

2.9. Patients Samples and Ethics

The study was approved by the Clinical Research Ethics Committee of the Centre
Leon Berard, ethical approval number 2018-014, approval date 10/03/2018. A total of 13
patients with conventional chordoma were included in the study. The clinical infor-
mations are presented in Table 1.

Table 1. Patients clinical informations

Age Sex Tumor Location Treatment Local Relapse or Metastasis
84 F Sacrum Primary Surgery No
77 F Sacrum Primary Surgery No
70 M Sacrum Primary Surgery Local relapse
59 F Sacrum Primary Surgery Local relapse
67 M Sacrum Primary No surgery No
70 M Sacrum Primary No surgery No
56 M Sacrum Primary Surgery No
36 M Sacrum Primary RT No
66 M Sacrum Primary Surgery No
72 F Sacrum Primary Surgery No
57 M Sacrum Primary Surgery No
40 M Crane Metastasis No surgery No

2.10. Statistical Analysis
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GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) v8.0 was used for the
graphic representation and statistical analysis of the data. The comparison between
groups in all experiments was determined using analysis of variance in GraphPad v8.0.
Tukey’s test or Sidak’s test were used in the post analysis for one-sided and two-sided
statistical analyses, respectively. The differences were considered significant if the p-value
was <0.05.

3. Results

3.1. Chordoma Spheroids Recapitulate the Main Histological and Morphological Features of the
Disease

Because the few available cellular models of chordoma do not fully recapitulate the
structures of these tumors, we generated 3D cellular models of chordoma originating from
three cell lines representative of the three different stages of the disease: i) primary tumor
U-CH12, ii) locally relapsed tumor U-CHI, and iii) metastatic tumor CH22. We first in-
vestigated whether these spheroids faithfully reproduced the most prominent histological
and morphological features of the disease.

At the histological level, all three spheroid models expressed the chordomas markers
Brachyury, CD24, cytokeratins, and EMA (Figure 1a). While EMA was strongly expressed
by the three chordoma spheroid models, Brachyury and CD24 were highly expressed by
the CH22 and U-CH1 spheroids and the U-CH12 spheroids displayed a low expression
level. Finally, the CH22 spheroids alone presented a high expression of cytokeratins (Fig-
ure la).

Morphologically, consistent with the physaliphorous phenotype of chordoma, sphe-
roid cytoplasm included large vacuoles. Their cytoplasm also held glycogen granules,
small aggregates of tonofilaments, and rough endoplasmic reticulum around the mito-
chondria (Figure 1b). All spheroids presented prominent surface filopodia. At the cellular
level, CH22 spheroids were characterized by very cohesive cells CH22, joined by tight
junctions, whereas U-CH1 and U-CHI2 spheroids were less cohesive, only displaying
zones of contact between cells (Figure 1b).

Hence, the 3D spheroid models generated recapitulated the main histological and
morphological features of chordoma.

Finally, to confirm the validity of our models, we performed RNA sequencing on a
cohort of 13 patients and on our spheroids and compared their repertoire of expression to
1450 sarcoma samples, forming at least 144 molecular subtypes. Visualization by tSNE
clearly showed that patient samples clustered close to our spheroid samples (Figure S1A).
Moreover, a differential gene expression analysis was conducted, highlighting the close
relationship between chordoma samples and spheroids (Figure S1B and Table S1 and S2).
These results strongly reinforce the validity of our models.
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Figure 1. Chordoma spheroids recapitulate the main histological and morphological features of the disease: at 7 days of
culture, (a) chordoma markers brachyury, CD24, cytokeratins AE1/AE3, and EMA (40x objective) and their quantification
were immunostained and (b) spheroid morphology was imaged by an electron microscopy. The arrows represent
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vacuoles, the stars represent junctions, the squares represent the extracellular matrix, f is the filopodia, and g is the glyco-
gen granules.

3.2. Chordoma Spheroids Recapitulate the Radioresistant Environment of the Disease

Other chordoma characteristics are the presence of a mucoid extracellular matrix, a
strong hypoxia, and a slow progression, at least in their localized form. We then investi-
gated whether our chordoma spheroids present these features.

The presence and composition of ECM in chordoma spheroids was analyzed by sir-
ius red and alcian blue staining, enabling us to visualize collagen and proteoglycans, two
major ECM components. Two spheroids U-CH12 and U-CH1 produced their own ECM
(Figure 2a). U-CH12 ECM was rich in collagen fibers, as shown by a more intense sirius
red staining, while both U-CH1 and U-CH12 spheroid ECMs contained abundant prote-
oglycans, as evidenced by alcian blue staining (Figure 2a).

Next, we evaluated spheroid growth by measuring their area over a period of 21 days
through live imaging (Figure 2b). CH22 spheroids reached a size of 180 mm? on day 4 to
740 mm?on day 21 (p < 0.0001). U-CH1 spheroids were less proliferative (p < 0.001) and
grew from 190 mm? on day 4 to 530 mm?2on day 21 (p < 0.0001). The slowest proliferating
spheroids were U-CH12 (p < 0.0001), growing from 100 mm?on day 4 to 180 mm?2on day
21 (p <0.0001). This finding was confirmed via a cell survival assay. CH22, U-CHI, and
U-CH12 showed an increased number of live cells during the 21 days (p <0.0001, p < 0.01,
and p < 0.001, respectively) with three different kinetics. Indeed, CH22 was the most pro-
liferative (from 1.5 luminescence fluorescence intensity (LFI) on day 4 to 6.25 LFI on day
21) and reached a peak of proliferation between day 7 and day 10. U-CH1 were less pro-
liferative than CH22 and proliferated uniformly (1.4 to 3.5 LFI). U-CH12 were the least
proliferative spheroids (0.52 to 1.3 LFI) and showed decreased proliferation after day 15
(Figure 2c). Finally, Ki67+ quantification revealed 13.4%, 31.5%, and 42.1% of proliferative
U-CH12, U-CH1, and CH22 cells, respectively (Figure 2d).

These patterns of proliferation are representative of the slow growth and progression
of chordomas.

Since hypoxia is both a major characteristic of chordomas and a cause of radiotherapy
failure, we mapped the hypoxic regions within spheroids using pimonidazole and HIF-
la staining (Figure 2e). These hypoxic regions were localized at the center of all spheroids
and exhibited a nuclear HIF-1« staining (Figure 2f). Hence, we succeeded in reproducing
the hypoxic status of chordoma tumors in our spheroids.

Altogether, these results indicate that our cellular models recapitulate the production
of ECM, the slow growth, and the hypoxic status of chordoma, thus mimicking a radiore-
sistant environment.
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Figure 2. Radioresistant chordoma spheroid environment: at 7 days of culture, (a) extracellular matrix components were
immunostained, including proteoglycans with alcian blue and collagen with sirius red (20x objective). (b) The graph repre-
sents the median and confidence interval at 95% of the measure of the area of spheroids using live imaging from day 0 to day
21 after seeding for each spheroid. (c) The graph represents the median and confidence interval at 95% of the luminescence
fluorescence intensity (LFI) correlated with cell survival from day 0 to day 21 after seeding for each spheroid. (d) The number
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of proliferative Ki67+ cells was evaluated, and the median and confidence intervals at 95% for each spheroid were quantified.
(e) The hypoxic zones within spheroids were mapped by pimonidazole and HIF-1a staining. Each experiment was conducted
in triplicate and repeated three times for spheroid proliferation assessment or twice for extracellular matrix and hypoxia-
relative staining. For a comparison of the areas and cell survival, statistical analysis included 2-way ANOVA with time com-
parison, presented at the bottom of each graph, and cell line comparisons, presented on the right-hand side of the graphs.
The comparison of the number of Ki67+ cells between spheroids was determined using a one-way ANOVA analysis. Signif-
icant p-values are indicated as follows: p <0.05*, p <0.01 **, p <0.001 ***, and p < 0.0001 ****.

3.3. Chordoma Spheroids Exhibit Different Levels of Radioresistance

As a control, we evaluated radiation-induced DNA damage using yH2AX-stained
foci as an indicator of double-stranded breaks after radiation. Thirty minutes after being
subjected to 2Gy of X-rays, yH2AX foci were present in each spheroid, confirming the
efficacy of radiation treatment (Figure 3a). Next, we examined the therapeutic effect of
radiotherapy on chordoma spheroid self-renewal and proliferation. A dose of 2Gy of X-
rays resulted in a decrease in the colony forming ability of CH22 compared to that of un-
treated spheroids (UT: 132 colonies; 2Gy: 40 colonies), with only 30% of colonies remain-
ing after radiation (p < 0.001) (Figure 3b,c). In contrast, 2Gy of X-rays slightly affected U-
CH1 and U-CHI12, with no significant difference in the number of colonies formed after
treatment (UT: 40; 2Gy: 24; UT: 215; and 2Gy: 197, respectively) (Figure 3b,c). We then
evaluated the sphere forming ability of spheroids after radiation to verify the impact on
our 3D model (Figure 3d). After two weeks, the spheres newly formed from irradiated
CH22 spheroids (597,609 pm?) had a smaller area than the spheres formed from untreated
CH22 spheroids (2.106 um?; p < 0.01) (Figure 3d,e). However, the area of spheres formed
from 2Gy-treated spheroids from both U-CH1 and U-CH12 (224,048 pm? 300,000 pum?)
displayed no significant difference compared to the area of spheres formed from un-
treated U-CH1 and U-CH12 spheroids (198,444 um?; 286,742 um?) (Figure3 d,e).

Hence, our 3 spheroids show 3 different levels of radioresistance, with U-CH12 being
the most radioresistant and CH22 being the least.
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Figure 3. Chordomas exhibit three different levels of radioresistance: (a) DNA double-stranded breaks induced by radia-
tion and quantified using YH2AX foci staining, (b) images and (c) a graph representative of the number of colonies formed
in untreated conditions or after 2 Gy of X-rays, and (d) images and (e) a graph representative of the spheroid size in
untreated conditions or after 2 Gy of X-rays. Each experiment was repeated three times in triplicate. Comparisons between
untreated and radiation-treated groups were analyzed with a two-way ANOVA. Significant p-values are indicated as
follows: p<0.05*%, p <0.01 **, p <0.001 ***, and p < 0.0001 ****.

3.4. Aldehyde Dehydrogenase Activity is a Potential Target in Chordoma

Aldehyde dehydrogenases are a family of detoxifying enzymes involved in radiore-
sistance of multiple solid tumors. We initially determined whether ALDHSs could be
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potential targets in chordoma by investigating their gene expression using RNA sequenc-
ing. A cohort of 13 patients with sacral chordoma, and both U-CH1 and CH22 spheroids
were analyzed. We observed that the members of the ALDH3 and ALDH1 families were
the most expressed at the transcriptomic level in all samples. Indeed, patient samples and
spheroids presented high expression values of ALDH3B1, ALDH3A2, and ALDH1A2 (9,
8, and 7, respectively) (Figure 4a).

Next, we focused on the most expressed ALDH enzymes, namely ALDHI1 and
ALDH3. We investigated whether these enzymes are expressed in chordoma spheroids at
the proteomic level. ALDH3 expression was first examined by immunostaining, which
revealed that all untreated spheroids moderately expressed ALDH3. This expression in-
creased exclusively in U-CH1 spheroids after radiation (Figure 4). We then evaluated the
activity of ALDH1 and ALDH3 in spheroids by flow cytometry using an Aldefluor assay
(Figure 4c—e). We used the N,N-diethylaminobenzaldehyde (DEAB) inhibitor of ALDH
isoenzymes, as a negative control. These analyses showed that, at the basal level, a small
subset of cells present high ALDH activity (U-CH12: 9.5%; U-CHI: 6.16%; and CH22:
3.53%). This subset of cells augments in response to radiation (U-CH12: 21%; U-CHI:
10.96%; and CH22:7.5%) (Figure 4c), as evidenced by the 2.2-fold increase in ALDHPigh U-
CHI12 cells upon irradiation (U-CH12: 2.2, p = 0.15; CH22: 1.9, p = 0.06; and U-CHI: 1.8)
(Figure 4d). Interestingly, the most radioresistant spheroids, namely U-CH12 spheroids,
present the most important population of cells with a high ALDH activity.

Altogether, these results show that aldehyde dehydrogenases are expressed both at
the transcriptomic and the proteomic levels in chordoma patients and spheroids. Further-
more, there is an enrichment in cells with ALDHbgh activity after radiation. Hence,
ALDH1 and ALDH3 may be promising therapeutic targets in chordoma.
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Figure 4. Aldehyde dehydrogenase (ALDH) is a promising radiosensitizing target in chordoma: (a) a graph representing
ALDH gene expression scores in 13 chordoma patients, (b) representative images of ALDH3A2 staining after 2 Gy of X-
rays or in untreated controls and quantification, (c) images representative of an Aldefluor assay quantifying ALDH1 and
3 activity in response to 2 Gy of X-rays in U-CH12 spheroids, (d) graph representative of the percent of ALDHM"s" cells,
and (e) graph representative of the percent of ALDHPMgh cells relative to untreated conditions. Diethylaminobenzaldehyde
(DEAB), an inhibitor of ALDH activity, was used as a negative control. The experiment was performed three times in
triplicate for U-CH12 and CH22 spheroids, allowing for a comparison between the UT and 2Gy groups using 2-way
ANOVA. The p-value is indicated for each spheroid.

3.5. Inhibiting Aldehyde Dehydrogenase Decreases the Radioresistance of all Three Models

We hypothesized that the dual inhibition of ALDH1 and ALDH3 could sensitize ra-
dioresistant chordoma cells. We first validated that DIMATE was able to specifically in-
hibit ALDH1 and ALDH3 by flow cytometry using an Aldefluor assay. Both ALDH1 and
ALDHS3 activity reduced strongly after DIMATE treatment (Figure 52). The IC50 of DI-
MATE was then established in chordoma spheroids by treating them with 0.1 to 25 uM of
DIMATE. This IC50 ranged from 1332 uM in U-CH1 spheroids to 8836 uM in U-CH12
spheroids (Figure 5a). The combined treatment of DIMATE and radiations was applied to
spheroids to evaluate their antiproliferative and anti-self-renewal effects. A strong de-
crease in colony forming ability was observed with the combination treatment at both 10
and 25 uM, with only 8 and 5 colonies remaining after treatment compared to 37 colonies
remaining after radiation alone (p < 0.0001 for both concentrations) (Figure 5b,c). Moreo-
ver, the combination at either 1, 10, or 25 pM induced a decrease in colony forming ability
more important (44, 8, and 5 colonies remaining after treatment) than DIMATE alone (113,
78, and 25 colonies remaining after treatment) at the same concentrations (p < 0.0001 for
all concentrations) (Figure 5b,c). Hence, the combination of DIMATE and radiation trig-
gers a stronger antiproliferative effect. This antiproliferative effect was confirmed in 3D
cell cultured conditions by evaluating the capacity of cells to form spheres after the differ-
ent treatment combinations (Figure 5d,e). Spheres formed from spheroids treated with the
combination at 25 uM displayed a 3 times smaller area (2Gy, D25 uM = 0.33) compared to
the untreated control (UT =1; p < 0.0001) (Figure 5d,e). The capacity to form spheres de-
creased and the newly formed spheres progressed less rapidly when spheres were formed
following the combination treatment compared to those formed from radiation alone, in-
dicative of a strong cytostatic effect.

We then evaluated whether DIMATE, radiation, or their combination induced cell
death. Spheroids treated with DIMATE alone or in combination with radiation showed a
strong induction of cell death after 24 or 48 h of treatment (U-CH12: p < 0.01; U-CHI: p <
0.05; and CH22: p < 0.05). No significant difference in the induction of cell death was ob-
served between spheroids treated with DIMATE alone or with the combination of DI-
MATE and radiotherapy for U-CH12 and CH22. However, the treatment combination was
more efficient at inducing cell death in U-CH1 spheroids, with a faster induction of cell
death (9 h and 12 h of treatment, p <0.05). Moreover, the treatment combination was more
effective than radiation alone in all 3 spheroids, 9 h after treatment onwards for U-CH12
and U-CH1 spheroids (p < 0.01 and p < 0.05, respectively), and after 15 h of treatment for
CH22 (p < 0.05) (Figure 5f). Hence, DIMATE exhibited not only cytostatic effects but also
cytotoxic effects able to reinduce cell death in combination with radiation. Hence, the in-
hibition of ALDH1 and ALDH3 reinduced radiosensitivity in chordoma spheroids.
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Figure 5. ALDH inhibition decreases radioresistance in chordoma: (a) a graph representative of three independent exper-
iments of DIMATE IC50 in chordoma spheroids after 48 h of treatment at concentrations ranging from 0.1 to 25 uM, (b)
images and (c) a graph representative of the CH22 spheroid size relative to untreated conditions after treatment with X-
rays or after a combined treatment with X-rays and DIMATE, (d) images and (e) a graph representative of the number of
colonies formed in UT conditions or after treatment with DIMATE as a monotherapy or combined with 2Gy of X-rays in
CH22 spheroids, and (f) a graph representative of spheroid cell death over 48 h in UT conditions or after treatment with
DIMATE alone or in combination with 2 Gy of X-rays. Each experiment was conducted three times in triplicate. The sta-
tistical comparison between each group was determined using a one-way ANOVA. Significant p-values are indicated as
follows: p <0.05%, p <0.01**, p <0.001 ***, and p < 0.0001 ****,

4. Discussion

Chordoma patients currently rely on aggressive surgery and high-dose radiotherapy.
The infrequency of chordoma has so far delayed and obstructed the development of effi-
cient targeted therapies against these tumors. It has been demonstrated that 95% of the
drugs in phase I of clinical trials never obtain FDA approval [30]. In the last decade, efforts
have been made to understand this lack of efficacy, which may partly be due to the low
predictive value of preclinical models. Indeed, only a few cell lines and patient-derived
xenografts (PDX) are available as in vitro and in vivo models of chordoma. To better pre-
dict response to drugs, we thus needed to create models at the crossroad between cell lines
and PDXs. In this study, we established, characterized, and used 3D cellular models of
chordoma for the preclinical evaluation of a radiosensitizing strategy. First, these models
are representative of the histological and immunohistochemical features of the disease.
Interestingly, brachyury had higher expression levels in CH22 spheroids than in U-CH12
spheroids. Indeed, brachyury overexpression has been detected in several epithelial can-
cers and was shown to promote the epithelial-to-mesenchymal transition that enables tu-
mors to metastasize. The levels of brachyury expression have been correlated with disease
stage, poor prognosis, and tumor resistance to cytotoxic therapies in a number of cancers
[31-34]. In chordoma, brachyury overexpression is also associated with shorter progres-
sion-free survival [35]. Thus, the difference in expression of brachyury between primary
and metastatic spheroids could be due to the role of brachyury in tumor progression.
These models also recapitulate the peculiar radioresistant environment of chordoma and
the progression of the disease (primary, relapse, and metastatic).

The current limitations of cell culture are now partially overcome by 3D cell cultures.
Three-dimensional cell cultures better mimic the native cancer tissue, since they restore
some of the specific biochemical and morphological features seen in vivo [36,37]. In our
models, important morphological features were observed with the presence of the extra-
cellular matrix in U-CH12 and U-CH1 composed of proteoglycans and collagens. Moreo-
ver, while cells are equally exposed to drugs in 2D cultures, in chordoma 3D models, we
recapitulated the difficulty of drugs to gain access to tumor cells. Over the last few years,
new complex 3D models have emerged, with the most interesting one remaining organ-
oids. Organoids allow us to collect the primary culture of samples from patients and to
maintain intra-tumoral heterogeneity [38]. One study has so far reported the establish-
ment of organoid models of chordomas in a preclinical context to predict the response to
PD-1/PD-L1 checkpoint inhibitors [39]. Despite these promising results, a deeper charac-
terization of these primary cell cultures is needed. Chordoma spheroids contain different
types of cells: proliferating, quiescent, hypoxic, and mimicking the diversity found within
a tumor cell. Moreover, in vivo models of chordoma are interesting because they are able
to progress. However, owing to the scarcity of chordoma samples and the slow growth
rate of these tumors, organoid development has been hindered. Here, we addressed tu-
mor progression by using cell lines established from a primary, a relapsed, and a meta-
static tumor from different patients. Finally, our models match the clinical description of
chordoma: primary tumors have low cellularity, slow growth, and an abundant extracel-
lular matrix, while metastatic tumors have high cellularity, faster growth, and less extra-
cellular matrixes.
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Preclinical in vivo models are also of utmost importance to determine the bioavaila-
bility of drugs in a living organism. Giving the differences between our 3D models, it was
not surprising to obtain variable levels of radioresistance, reflecting what is observed in
the clinic [6]. As patients with sacral chordomas are radioresistant, they are treated with
fractionated high-dose radiotherapy with a maximal dose of 2Gy/per session [6]. We also
subjected our models to this dose to mimic clinical settings. To our knowledge, only two
studies have so far focused on chordoma radioresistance. The first study demonstrated
that U-CH1 cells grown in 2D have a normal radiosensitivity range, whereas we found a
strong radioresistance [40]. This difference may be due to an alteration in the cell line used,
as the authors kept only one highly dividing subclone. We thus speculate that the quies-
cent and low dividing subclones must be at the origin of radioresistance in this cell line.
Confirming this hypothesis, the second study evaluated the response of the U-CHI1 cell
line to ionizing radiation and found the same rate of survival at 2Gy of X-rays as ours [41].
The variable degrees of radioresistance found can also be explained by the differences in
proliferation, composition of extracellular matrix, and hypoxia. The extracellular matrix
is known to increase cell adhesion and drives radioresistance. Moreover, hypoxia is a
cause of treatment failure, and new radiotherapeutic strategies aim at delivering a
stronger dose to hypoxic tumor zones to eliminate chordoma tumors [13,42]. In the same
intent of improving chordoma patient response to radiotherapy, proton irradiations are
used in chordomas in recent clinical trials and show better results than X-rays [43,44].
Even though proton therapy is still poorly accessible, it could be interesting to study the
response of our spheroids to this kind of treatment. The chordoma models we established
present 3 different levels of radioresistance; hence, such models can be very helpful to
evaluate radiosensitizing therapies and to study and compare their effects on low or
highly radioresistant cells.

We thus also tested a radiosensitizing approach based on ALDH targeting. Aside
from their role in protection against oxidative stress as detoxifying enzymes [15], ALDHs
are involved in stem cell maintenance and are the principal marker of cancer stem cells
[45]. ALDH1 and ALDHS3 are the most extensively studied ALDHs in cancer. Cancer stem
cells have increased activity of ALDH1 and ALDH3, and this is particularly used to isolate
them from tumor bulk. They are involved in resistance to both chemo- and radiotherapy
in most solid tumors [16-18,21,46]. In chordoma, the ALDH activity has been measured
in cell lines. These studies demonstrated that a population of U-CH1 cells (between 0.48
and 2.5% depending on the study) have a high ALDH activity [23,24]. In comparison, we
found a more important basal rate of ALDH"shcells (5% in UT conditions). This can be
explained by the fact that we grew the cells in 3D. Indeed, in another study, the JHC7 cell
line presented an increase in the ALDHPigh population when cultured in 3D in comparison
to adherent cells cultures [25]. In those studies, the ALDH activity was used to isolate
cancer stem cells, and this activity was correlated with increased tumor initiation capaci-
ties and with the expression of genes involved in stem cell maintenance. Cancer stem cells
have also been detected in chordoma patients and cell lines JHC?7, U-CH1, and U-CH2)
[23-25,47]. Here, we confirmed the presence of a subpopulation of cells with a high ALDH
activity in 3 different models, but we also correlated this activity with resistance to radia-
tion. This subpopulation of cells could potentially be stem cells.

Finally, we tested the efficacy of an inhibitor of ALDH1/3 (DIMATE). DIMATE has
well-known antiproliferative effects in acute myleoid leukemia, non-small cell lung cancer
(NSCLC), melanoma, and prostate cancer in vitro [26,48-50]. This inhibitor has been used
as a monotherapy or combined with a chemotherapeutic agent inducing ROS production
in NSCLC, with the aim of disrupting ROS balance in cells to induce death. The combina-
tion of DIMATE and CDDP in NSCLC has a synergistic effect on cell death in vitro and in
vivo [26]. Here, we combined DIMATE with radiotherapy (X-rays). An important part of
the effects produced by radiotherapy rely on ROS, which enhance DNA damage and lead
to cell death. Our results show that the combination of DIMATE and radiation induces a
strong inhibition of self-renewal capacities with complete inhibition of both the colony
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forming and the sphere forming abilities. Moreover, an important induction of cell death
was observed with DIMATE both in mono- and combined therapy. The induction was
accelerated in U-CHI1 spheroids when the treatments were combined. Such an effect has
never been obtained in vitro in chordoma, making ALDH a promising target for future
preclinical experiments. Interestingly, the inhibition of RAD51 has been shown to sensi-
tize chordoma cells to radiations in vitro [41]. Moreover, this inhibition also sensitizes cells
to aldehyde treatment, substrates of ALDH activity [51]. As our work shows that the in-
hibition of ALDH activity sensitizes cells to radiations, we wonder whether the inhibition
of both RAD51 and ALDH could have synergistic effects and improved response to radi-
ation in chordoma. In conclusion, we created 3D cellular models of sacral chordoma de-
rived from primary, recurrent, and metastatic tumors that reproduce histological and
therapeutic features of the disease. These models can be used to decrypt chordoma alter-
ations, in mechanisms of progression, and for preclinical evaluation of drugs. We show
for the first time the benefits of using dual inhibitors of ALDH1 and 3 as radiosensitizing
agents in chordoma in vitro and provide preclinical support for their use as monothera-
pies or in combination with radiotherapy in chordoma.
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La rareté des chordomes a retardé le développement de thérapies prenant
en compte les spécificités de ces tumeurs. En effet, les connaissances
moléculaires des altérations du chordome sont partielles ou I'on connait
moins les voies de signalisation altérées que dans les autres sarcomes33°,
Il est nécessaire de mieux comprendre et de décrypter les mécanismes
moléculaires intrinseques du chordome pour pallier a ce manque de
thérapies efficaces. Les avancées dans le domaine du séquencage et de la
culture cellulaire permettent aujourd’hui de mieux connaitre et de mieux
modéliser les tumeurs. En effet, les techniques de séquencage de I’ARN
total, du génome entier, de I’épigénome des tumeurs permettent de mieux
comprendre les facteurs influencant I'origine, la progression et la résistance
aux traitements des tumeurs.

L'’émergence des nouvelles techniques de culture en trois dimensions a
partir de lignées cellulaires (sphéroides) ou a partir de tumeurs de patients
(organoides) a permis d’améliorer de fagon considérable les modeéles
cellulaires d'étude des cancers. Ces modeéles récapitulent notamment les
interactions cellule-cellule, cellule-matrice, reproduisent le gradient
d’oxygene et d’acces aux nutriments présents au sein des tumeurs solides.
Ils aident a de mieux prédire la réponse aux thérapies. Dans le chordome,
tres peu d'études génomiques, transcriptomiques, ou épigénomiques ont
été réalisées. Les seules disponibles sont souvent effectuées sur de petites
cohortes avec tres peu de données cliniques associées. Sur le plan
modélisation, un grand retard est aussi constaté par rapport aux autres
tumeurs solides ou des modeles perfectionnés tels quels les organoides sont
maintenant bien développés. Face a ces problématiques, nous avons défini
les objectifs de ma thése comme suit: i) constituer une cohorte de
chordomes avec leurs renseignements cliniques afin de définir le profil
transcriptomique du chordome et mieux connaitre les spécificités de cette
tumeur ; ii) établir et caractériser des modeles de culture cellulaires 3D
récapitulant les principales caractéristiques du chordome, qui soient faciles
a générer et reproductibles ; iii) évaluer une approche thérapeutique

innovante dans les modeles 3D établis dans I'objectif ii). Ce dernier point
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permet de valider I'utilisation de ce modele et établit une preuve de concept
de thérapie radiosensibilisante dans le chordome. Dans cette partie nous

allons discuter des résultats obtenus et des perspectives a venir.

I. Signature transcriptomique des voies de signalisation
du chordome :

Nous avons effectué le profil transcriptomique d’une cohorte homogéne
étudiée constituée de 12 cas de chordomes sacrés conventionnels, dont 11
cas de tumeurs primaires et une métastase. Cette cohorte nécessite d’étre
agrandie pour pouvoir faire de plus amples analyses.

Le calcul des scores d’expression des fonctions biologiques les plus souvent
altérées dans les cancers a été effectué pour chaque patient33!. Des scores
élevés sont détectés pour les voies de I'hypoxie et la phosphorylation
oxydative alors que des scores faibles sont observés pour les voies de
I'inflammation et du cycle cellulaire. Ces résultats sont en accord avec les
caractéristiques cliniques du chordome ; a savoir une tumeur a croissance
lente, peu vascularisée, ce qui entraine une forte hypoxie et une faible
infiltration immunitaire39.332:333 Plusieurs analyses transcriptomiques du
chordome ont déja été effectuées. Une premiere étude transcriptomique a
permis de détecter une surexpression des genes impliqués dans la matrice
extracellulaire (aggrécan, matrilline, etc) et de montrer I'expression des
genes codant pour Brachyury, CD24 et les kératines’8. Dans nos analyses,
nous nous sommes concentrées sur d’autres processus biologiques, mais
I’étude de la déposition et de la dégradation de la matrice extracellulaire au
niveau transcriptomique pourrait étre intéressante dans le futur.

Deux autres études ont montré une surexpression de genes impliqués dans
le développement et la différenciation et une sous expression de genes
impliqués dans la réponse immunitaire’?8%, Nos travaux confirment les
données de cette derniere étude en démontrant une voie de l'inflammation
tres faiblement exprimée. Concernant I'environnement immunitaire, nos

analyses ont permis d‘aller plus loin en analysant l'infiltrat immunitaire au
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niveau transcriptomique. En effet, les résultats montrent que les chordomes
présentent en général trés peu d’infiltrat immunitaire. Comme dans les
autres sarcomes osseux, une prévalence des cellules de I'immunité innée,
notamment des macrophages a été retrouvée. Ces données sont confirmées
par différentes études visant a étudier l'infiltrat immunitaire des chordomes
qui reléevent un immunoscore généralement faibles333. La présence de
cellules immunitaires a été reliée au pronostic des patients en termes de
survie et de progression. Il serait donc intéressant de poursuivre la
caractérisation de cet environnement immunitaire des chordomes afin de

définir des cibles d'immunothérapies.

La comparaison du répertoire transcriptomique total des chordomes et
sarcomes a permis de montrer que les chordomes forment un cluster
homogéne trés éloigné des autres sarcomes. Deux études
transcriptomiques ont comparé les chordomes a d’autres sarcomes mais
elles utilisaient des puces a ARN, technique moins précise que le
ségquencage complet des ARN que nous avons effectué’®334, De plus, ces
deux études ont utilisé une autre technique pour visualiser la distance entre
les répertoires d’expression génique des chordomes et des autres
sarcomes3?®, Cela conduit a des résultats assez différents puisque leur
méthode ne permet pas de dissocier les sous-types moléculaires de
sarcomes, qui semblent avoir un répertoire transcriptomique proche33>, La
visualisation UMAP que nous avons utilisée permet de voir que les sarcomes
des tissus mous ont des répertoires transcriptomiques proches, alors que
les sarcomes osseux sont plus éloignés, et enfin tres éloigné le cluster de
chordomes. Cela peut étre expliqué par le fait notamment que les tumeurs
osseuses contiennent de la matrice extracellulaire ostéoide ou
chondroide336:337 et des cellules de type ostéoblastique, chondroblastique
qui ont un répertoire transcriptomique bien distinct des autres types
cellulaires338, De la méme facon, le chordome posséde des cellules trés
spécifiques ayant un phénotype physalyphore et une matrice extracellulaire

particuliere qui ont toutes deux une signature particuliere33°,
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Les larges différences de répertoire transciptomique des chordomes par
rapport aux autres sarcomes peuvent étre dles a leurs origines différentes.
En effet, les sarcomes proviennent des cellules souches mésenchymateuses
340, Le chordome proviendrait lui de la transformation de vestiges de cellules
notochordales non dégénérées pendant I'embryogenése!#163, Cette
question de l'origine peut aussi expliquer I’éloignement dans leur répertoire

transcriptomique.

Pour aller plus loin dans la comparaison entre les chordomes et les autres
sarcomes, nous avons comparé le score obtenu pour chaque fonction
biologique des chordomes, a celui des sarcomes. Nous avons alors observé
des scores trés extrémes pour le chordome, reflétant bien I'éloignement
trouvé précédemment dans la visualisation UMAP. De facon intéressante,
les voies de I’'hypoxie et de la glycolyse ont des scores tres élevés chez tous
les patients chordome en comparaison avec les autres sarcomes. Cela peut
étre expliqué par le fait qu’'un mécanisme d’adaptation a I'"hypoxie commun
aux cellules cancéreuses est le passage au métabolisme glycolytique pour
produire de I’énergie sans oxygene34!. Que ce soit dans les sarcomes osseux
ou des tissus mous, une forte hypoxie et un métabolisme glycolytique
augmentés sont corrélés a un moins bon pronostic chez les
patients?40.242:342 - Ainsi, les chordomes utilisent les mémes mécanismes
d’adaptation au manque d’oxygéne que les autres sarcomes, mais semblent
utiliser le métabolisme glycolytique plus fortement. L’inhibition du
métabolisme glycolytique dans des lignées de sarcomes des tissus mous343
et sarcomes osseux344344 induit une diminution de la prolifération et une
induction de la mort cellulaire. Il serait donc intéressant d’évaluer ce genre
de stratégie dans le chordome. Pour cela, |'établissement de modéles
d’études récapitulant les conditions hypoxiques du chordome est
nécessaire.

Ayant les données transcriptomiques d‘une cohorte de sarcomes

importante, il serait désormais intéressant de compléter notre cohorte avec

148



de nouveaux cas afin de pouvoir étudier et comparer les acteurs impliqués

dans la progression des chordomes et sarcomes.

II. Caractérisation histologique, morphologique, et

transcriptomique des modéeéles de chordome :
L'étude du chordome est rendue difficile par le manque de modeles
représentatifs de ses caractéristiques particulieres. Ces modeles
permettraient a la fois d’étudier les mécanismes de résistance aux
traitements de ces tumeurs, et de prédire la réponse a de nouvelles
thérapies.
En effet, il existe aujourd’hui 14 lignées cellulaires de chordome établies a
partir d’échantillons de patients. Néanmoins, ces lignées sont cultivées en
deux dimensions et ne présentent donc pas de matrice extracellulaire ni de
zones hypoxiques, deux caractéristiques retrouvées dans la pathologie
humaine. De plus, l'accés au milieu de culture et donc aux drogues est
identique pour toutes les cellules en culture en deux dimensions. Dans ces
conditions de culture, les cellules sont sensibles a des doses plus faibles et
sont donc de moins bons prédicteurs de réponse thérapeutique. Des
modeles animaux de chordome ont été développés récemment, il s'agit de
modeles PDX. Ces modeéles présentent des limitations, notamment une
technique de greffe orthotopique difficile et un temps de prise de greffe tres
long (2 a 3 mois en moyenne). Ce genre de modeles ne peut pas étre utilisé
pour des tests de drogues multiples.
Ces dernieres années ont vu I'émergence de techniques de culture 3D,
applicables méme dans les tumeurs rares telles que les sarcomes osseux.
Par exemple, des modeles de culture 3D a partir de lignées cellulaires de
chondrosarcome ont été mis au point et ont permis d’améliorer I'étude de
leur réponse aux radiations34°>, Pour le chordome, jusqu’a présent, seuls
quelques essais de mise en culture 3D sont rapportés. Par exemple, la
lignée cellulaire U-CH1 a été cultivée en 3D et son expression de la

cytokératine et de la vimentine a été mesurée dans ce systeme, démontrant

149



la possibilité de cultiver ces cellules en 3D%°. Des travaux ont aussi permis
de développer des organoides de chordome, c’est-a-dire a partir de cellules
issues de tumeurs de patients directement au moment de I'exérese. Ces
modeles ont servi a I'évaluation de I'efficacité d’'un anti PD1 mais n‘ont pas
été caractérisés!#?. La caractérisation de ce type de modéles nécessite la
validation que I'organoide est représentatif de la tumeur d’origine en termes
de types cellulaires rencontrés, de profil génomiques et transcriptomiques
et que ces similarités perdurent de passages en passages.

Face a ce besoin de modeéles valides de chordome, nous avons établi et
caractérisé exhaustivement des modeles de culture 3D de chordome. Ces
modeles cellulaires 3D de chordome ont été établis a partir de 3 lignées
cellulaires représentant trois stades de la maladie. Des modeles cellulaires
a partir de tumeurs primaires et métastases provenant du méme patient
ont déja été établis. Cela permet d’éviter un biais lié a I’hétérogénéité inter
patients!®* | Cependant, ces travaux sont effectués en 2D, ce qui est moins
représentatif de la maladie.

Nos modeles gardent des caractéristiques histologiques identiques aux
tumeurs d’origine. Tout comme dans le dernier modéle de PDX orthotopique
de chordome créé chez la souris, nos modeles expriment les marqueurs de
diagnostic Brachyury, CD24, EMA et les cytokératines. Ainsi, les sphéroides
de chordome sont représentatifs de I'histologie de cette tumeur aussi bien
gu’'un modele animall?>, Une expression plus forte de Brachyury est
retrouvée dans les sphéroides issus de la métastase par rapport aux
sphéroides issus de la tumeur primaire. Cela peut étre di au fait que
Brachyury est une protéine driver de la transition épithélio-
mésenchymateuse dont l’expression est corrélée avec la dissémination
métastatique dans de nombreuses tumeurs solides.

Les sphéroides de chordome établis possedent un répertoire
transcriptomique similaire a ceux des échantillons de patients. Une analyse
transcriptomique de la lignée U-CH1 et de 8 patients montrent leur

clusterisation. Cependant ces travaux ont été réalisés sur quelques genes
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quand nos travaux étudient le répertoire transcriptomique complet des
sphéroides et des échantillons de patients®®.

Si les sphéroides établis semblent représentatifs du chordome, il serait bon
de compléter cette étude par une comparaison des analyses
transcriptomiques des mémes lignées cultivées en 2D. Cela permettrait de
vérifier qu’une différence d’expression est bien observée dans les genes de

la MEC par exemple.

III. Les sphéroides sont représentatifs de la croissance,

I’hypoxie, la production de MEC et la radiorésistance du
chordome

Si les sphéroides sont similaires aux tumeurs en termes d’histologie, de
morphoologie et d’expression génique, nous avons aussi validé gqu'ils étaient
représentatifs de la croissance lente, la forte hypoxie et la production de
matrice extracellulaire du chordome.

Nous avons démontré que les sphéroides suivent I'évolution de la maladie
avec les sphéroides issus de la tumeur primaire ayant la croissance la plus
lente et les sphéroides issus de la métastase, la plus rapide.

Les sphéroides produisent une MEC de type mucoide similaire a celle
retrouvée dans le dernier modele de PDX orthotopique établi a partir de
tumeurs de patients!?>. Cette sécrétion de MEC semble provenir des cellules
tumorales elles-mémes, et non des cellules stromales comme dans la
plupart des tumeurs34, Une comparaison de la composition de la MEC des
sphéroides a celle des tumeurs de patients confirmerait cette hypothése.
Enfin, le chordome est caractérisé par la présence de zones hypoxiques
108,347 | es sphéroides présentent également des zones hypoxiques. Jusqu’a
présent, une seule étude a étudié limpact de I’'hypoxie sur des lignées
cellulaires de chordome cultivées en 2D. Cette étude a montré que les
cellules sont capables de proliférer méme en conditions hypoxiques®®. Nos
résultats montrent que les cellules de chordome sont aussi capables de

proliférer en conditions hypoxiques dans le chordome. Nos modeéles ont un
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degré de complexité supplémentaire puisqu’ils sont représentatifs d’un
gradient d’oxygéene.
L'hypoxie étant un facteur central dans la radiorésistance, nos modeles sont

appropriés a I'étude de la radiorésistance dans les chordomes.

Les chordomes présentent une forte radiorésistance, dont les mécanismes
sont encore peu connus. Nos résultats démontrent 3 niveaux de
radiorésistance différents avec les sphéroides U-CH12 les plus
radiorésistants et les sphéroides CH22 les plus radiosensibles. La forte
radiorésistance trouvée pour les sphéroides U-CH1 similaire a une premiere
étude ou un niveau de radiorésistance élevé a été retrouvé?®2, Une autre
étude a cependant rapporté une radiosensibilité normale pour la lignée U-
CH1348, Néanmoins, les auteurs ont modifié au préalable la lignée pour ne
garder qu’un clone se divisant trés vite. Or, plusieurs études ont corrélé la
vitesse de croissance d'une tumeur a sa radiosensibilité. Des études de
lignées cellulaires radiorésistantes dans le rhabdomyosarcome??® et le
cancer du sein3% ont démontré une prolifération plus élevée chez les lignées
radiosensibles. Ainsi, ce taux de prolifération différent entre leur clone U-
CH1 et la lignée U-CH1 que nous avons utilisé peut expliquer les
divergences de résultats obtenus. La méme explication peut s’appliquer a
la plus grande radiosensibilité des sphéroides CH22, les sphéroides CH22
proliférant beaucoup plus rapidement sont donc plus sensibles a la
radiothérapie. La plus forte radiosensibilité de CH22 peut aussi étre due au
fait qu’ils ne produisent pas de MEC. En effet, dans des modeles cellulaires
3D de sarcome, une augmentation de I’'expression de genes impliqués dans
I'adhésion cellulaire et la matrice extracellulaire est observée. L'expression
de ces genes est corrélée a une plus forte radiorésistance de ces modéles
en 3D,

La radiothérapie conventionnelle est le plus souvent utilisée pour les
chordomes. Cependant, des études cliniques récentes ont reporté une

meilleure efficacité des protons thérapies. Il serait donc intéressant de
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finaliser la caractérisation des sphéroides en mesurant leur sensibilité a la
proton thérapie.

Dans le méme objectif d’améliorer la radiosensibilité des chordomes, cibler
mécanismes de détoxification de la cellule pourrait étre une stratégie
intéressante. Nous avons choisi d’évaluer le potentiel radiosensibilisant de

I'inhibition de I'activité ALDH dans les sphéroides de chordome.

IV. Activités ALDH dans les chordomes et
radiosensibilisation :

Les aldéhydes déshydrogénases représentent une famille d’enzymes
impliquées dans la gestion du stress oxydatif et dans le phénotype des
cellules souches via la détoxification des aldéhydes. Nos travaux sont les
premiers a démontrer |I'expression des ALDH au niveau transcriptomique
dans les chordomes. Ils montrent que les ALDH1, 3 et 18, isoformes les
plus impliqués dans la progression tumorale, sont les plus exprimées dans
les chordomes3!4, Elles paraissent donc une cible potentielle intéressante
dans les chordome. Ces cibles sont d’autant plus intéressantes que
quelques études ont souligné la présence d’une sous-population de cellules
a activité ALDH élevée au sein de lignées cellulaires de chordome. Dans la
lignée U-CH1 notamment, une sous-population de cellules (représentant
0,48% a 2,5% des cellules totales selon les études) a forte activité ALDH
est présente!?!.28°, En comparaison, nous avons trouvé une proportion plus
importante de cette population au niveau basal (5% environ). Cette
différence peut venir du fait que les études ont été réalisées sur des cultures
de cellules adhérentes (2D) alors que la n6tre est en 3D. Cette hypothése
est soutenue par les résultats obtenus pour la lignée JHC7 qui présente une
proportion de cellules a activité ALDH augmentée lorsqu’elle est cultivée en
3D par rapport a la 2D?87, Il est a noter que dans ces études, |'activité ALDH
est utilisée pour isoler les cellules a caractere souche. Une activité ALDH
élevée est alors corrélée a une augmentation des capacités d’initiation de

la tumeur et a lI'expression de marqueurs de maintenance des cellules
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souches. Cela a permis de mettre en évidence des cellules souches dans les
lignées cellulaires JHC7, UMChor1, U-CH1 et U-CH2121,286-289 Nos travaux
ont confirmé la présence de cellules a activité ALDH élevée dans les lignées
U-CH1, U-CH12 et CH22 cultivées en 3D. Sur la base de ces données et de
plusieurs études démontrant la corrélation entre activité ALDH élevée et
cellules souches cancéreuses, il serait bon d’explorer plus en détail le profil
des cellules ALDH+ dans les sphéroides.

L’expression des ALDH dans la cohorte et dans les sphéroides a permis de
démontrer qu'il s'agissait d’une cible thérapeutique potentielle. Nous avons
donc évalué l'efficacité thérapeutique de la combinaison radiothérapie et
inhibition des ALDH1 et 3 dans les sphéroides.

Les radiations entrainent la production de ROS qui vont activer le systéeme
anti oxydant, dont l'activité aldéhyde déshydrogénase. L’inhibition des
ALDH couplée a de la radiothérapie pourrait restaurer la radiosensibilité des
chordomes. Plusieurs inhibiteurs multi-isoformes d’ALDH sont disponibles
sur le marché mais présentent des caractéristiques différentes : un ciblage
aspécifique3>® ou une trop forte toxicité3>l. Le DIMATE, un inhibiteur
compétitif des ALDH1 et 3 développé par la societé Advanced BioDesign, a
démontré des effets anti-prolifératifs et pro-apoptotiques a la fois in vitro
et in vivo dans les cancers de la prostate3>?, du poumon3>3 ainsi que dans
le mélanome3>* et la leucémie3?’. Nos travaux démontrent que cet inhibiteur
a des effets anti-prolifératifs et induit la mort cellulaire des sphéroides de
chordome in vitro. La combinaison du DIMATE et de la radiothérapie induit
un arrét de la prolifération, une inhibition des capacités
d’autorenouvelement ainsi que la mort cellulaire des sphéroides de
chordome. Le DIMATE a donc un effet radiosensibilisant sur les sphéroides
de chordome in vitro.

D’autres stratégies de radiosensibilisation ont été évaluées dans des tests
précliniques dans le chordome tels que l'inhibition par shRNA de la protéine
RAD51, impliquée dans la réparation a I’ADN. En effet, l'utilisation de

shRNA-RAD51 entraine une augmentation de la radiosensibilité, des lignée
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UCH1 et UCH2 cultivée en 2 dimensions?82, Cet effet est, d’une part, moins
important que celui obtenu avec le DIMATE en 3D aux mémes doses, et a
une application clinique limitée étant donné qu’il s’agit d’un shRNA. Une
autre approche a été évaluée, l'inhibition de la traduction de la protéine
PP2A, impliquée dans le cycle cellulaire, avec l'utilisation de l'inhibiteur
LB100. L'inhibition de PP2A entraine une augmentation de la sensibilité a la
radiothérapie de cellules cultivées en 2 dimensions et retarde la croissance
tumorale in vivo3>>. Cet inhibiteur a fait I’'objet d’une étude clinique de phase
1 afin de vérifier sa toxicité, et confirme Iidée qu’une stratégie
radiosensibilisante est applicable dans le cadre du chordome. Néanmoins,
cibler le cycle cellulaire induit un effet sur toutes les cellules qu’elles soient
normales ou cancéreuses. Le DIMATE a démontré pour l'instant aucun effet
sur les cellules normales lorsqu’il a été sur les pneumocytes et les cellules
sanguines.

Nous avons donc démontré |'efficacité d’'une stratégie radiosensibilisante
dans le chordome. La génération de ces modeles et les tests de cible
ouvrent plusieurs perspectives. Mais il reste a valider la spécificité de I'effet
du DIMATE sur les ALDH1 et 3. Pour ce faire, des inhibitions non
pharmacologiques a I'aide d’outils CRISPR/Cas9 des ALDH1 et 3 doivent étre
réalisés. Cela nous permettra a la fois de valider la spécificité de |'effet et
de déterminer quel isoforme est responsable du mécanisme du DIMATE. Un
autre élément a confirmer est |'efficacité du DIMATE in vivo. Pour cela, un
modele PDX orthotopique de chordome établi récemment serait un bon
modele!?>, Enfin, nous pourrions étudier le mécanisme par lequel le DIMATE
induit un effet en mesurant son effet sur la balance oxydative des cellules

et sur le phénotype souche des cellules de chordome.
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PARTIE 4 Conclusion

Ces travaux ont permis de définir le profil transcriptomique des chordomes
en comparaison aux sarcomes. De plus, ces travaux ont permis de créer
des modeles cellulaires 3D de chordome qui reproduisent les
caractéristiques  histologiques, = morphologiques et le répertoire
transcriptomique de la maladie. Ces modeles peuvent désormais étre
utilisés pour décrypter les altérations et les mécanismes de progression et
de résistance aux thérapies du chordome, ainsi que pour I’évaluation de
I'efficacité de drogues. Nous avons démontré pour la premiere fois, le
bénéfice de I'utilisation d’un inhibiteur des ALDH1 et 3 en tant qu’agent
radiosensibilisant dans le chordome et nous avons fourni un support pré-
clinique a son utilisation en tant que monothérapie ou en combinaison avec

de la radiothérapie dans le chordome.
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