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| ANATOMIE ET CYTOLOGIE PATHOLOGIQUES 4203 |

CHARAFE/JAUFFRET Emmanuelle (PU-PH)
DANIEL Laurent (PU-PH)
FIGARELLA/BRANGER Dominique (PU-PH)
GARCIA Stéphane (PU-PH)

XERRI Luc (PU-PH)

DALES Jean-Philippe (MCU-PH)

GIUSIANO COURCAMBECK Sophie (MCU PH)
LABIT/BOUVIER Corinne (MCU-PH)

MAUES DE PAULA André (MCU-PH)

SECQ Véronique (MCU-PH)

CHARREL Rémi (PU PH)

DRANCOURT Michel (PU-PH)

FENOLLAR Florence (PU-PH)

FOURNIER Pierre-Edouard (PU-PH)
NICOLAS DE LAMBALLERIE Xavier (PU-PH)
LA SCOLA Bernard (PU-PH)

RAQULT Didier (PU-PH)

ANGELAKIS Emmanouil (MCU-PH)
DUBOURG Grégory (MCU-PH)
GOURIET Frédérique (MCU-PH)
NOUGAIREDE Antoine (MCU-PH)
NINOVE Laetitia (MCU-PH)

CHABRIERE Eric (PR) (64éme section)
LEVASSEUR Anthony (PR) (64éme section)
DESNUES Benoit (MCF) ( 65éme section )
MERHEJ/CHAUVEAU Vicky (MCF) (87éme section)

I BACTERIOLOGIE-VIROLOGIE ; HYGIENE HOSPITALIERE 4501 |

ANESTHESIOLOGIE ET REANIMATION CHIRURGICALE ;
MEDECINE URGENCE 4801

ALBANESE Jacques (PU-PH)
BRUDER Nicolas (PU-PH)

KERBAUL Francois (PU-PH)

LEONE Marc (PU-PH)

MARTIN Claude (PU-PH) Surnombre
MICHEL Fabrice (PU-PH)

MICHELET Pierre (PU-PH)

VELLY Lionel (PU-PH)

GUIDON Catherine (MCU-PH)

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE 4401

BARLIER/SETTI Anne (PU-PH)
ENJALBERT Alain (PU-PH) Surnombre
GABERT Jean (PU-PH)

GUIEU Régis (PU-PH)

QOUAFIK L'Houcine (PU-PH)

BUFFAT Christophe (MCU-PH)
FROMONOT Julien (MCU-PH)
MOTTOLA GHIGO Giovanna (MCU-PH)
SAVEANU Alexandru (MCU-PH)

[ ANGLAIS 11 l |

BRANDENBURGER Chantal (PRCE)

BURKHART Gary (PAST)

BIOLOGIE ET MEDECINE DU DEVELOPPEMENT
ET DE LA REPRODUCTION ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5405

METZLER/GUILLEMAIN Catherine (PU-PH)

PERRIN Jeanne (MCU-PH)

ROLL Patrice (PU-PH)

GASTALDI Marguerite (MCU-PH)
KASPI-PEZZOLI Elise (MCU-PH)
LEVY-MOZZICONNACCI Annie (MCU-PH)

BIOLOGIE CELLULAIRE 4403 |

l BIOPHYSIQUE ET MEDECINE NUCLEAIRE 4301 | l

CARDIOLOGIE 5102

GUED] Eric (PU-PH)

GUYE Maxime (PU-PH)

MUNDLER Olivier (PU-PH) Surnombre
TAIEB David (PU-PH)

BELIN Pascal (PR) (69éme section)
RANJEVA Jean-Philippe (PR) (69éme section)

CAMMILLERI Serge (MCU-PH)
VION-DURY Jean (MCU-PH)

AVIERINOS Jean-Frangois (PU-PH)
BONELLO Laurent (PU PH)
BONNET Jean-Louis (PU-PH)
CUISSET Thomas (PU-PH)
DEHARO Jean-Claude (PU-PH)
FRANCESCHI Frédéric (PU-PH)
HABIB Gilbert (PU-PH)

PAGANELLI Franck (PU-PH)
THUNY Franck (PU-PH)

BARBACARU/PERLES Téodora Adriana (MCF) (69éme section) |

CHIRURGIE DIGESTIVE 5202

BIOSTATISTIQUES, INFORMATIQUE MEDICALE
ET TECHNOLOGIES DE COMMUNICATION 4604

CLAVERIE Jean-Michel (PU-PH) Surnombre
GAUDART Jean (PU-PH)
GIORGI Roch (PU-PH)

BERDAH Stéphane (PU-PH)
HARDWIGSEN Jean (PU-PH)
LE TREUT Yves-Patrice (PU-PH) Surnombre

SIELEZNEFF Igor (PU-PH)

BEYER-BERJOT Laura (MCU-PH)

CHAUDET Hervé (MCU-PH) |

CHIRURGIE GENERALE 5302

DUFOUR Jean-Charles (MCU-PH)
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GIUSIANO Bernard (MCU-PH)
MANCINI Julien (MCU-PH)

ABU ZAINEH Mohammad (MCF) (5éme section)
BOYER Sylvie (MCF) (5éme section)

|_CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE ET TRAUMATOLOGIQUE 5002 |

ARGENSON Jean-Noél (PU-PH)
BLONDEL Benjamin (PU-PH)
CURVALE Georges (PU-PH)
FLECHER Xavier (PU PH)
PARRATTE Sébastien (PU-PH)
ROCHWERGER Richard (PU-PH)
TROPIANO Patrick (PU-PH)

OLLIVIER Matthieu (MCU-PH)

CANCEROLOGIE ; RADIOTHERAPIE 4702

BERTUCCI Frangois (PU-PH)

CHINOT Olivier (PU-PH)

COWEN Didier (PU-PH)

DUFFAUD Florence (PU-PH)

GONCALVES Anthony PU-PH)
HOUVENAEGHEL Gilles (PU-PH)
LAMBAUDIE Eric (PU-PH)

MARANINCHI Dominique (PU-PH) Surnombre
SALAS Sébastien (PU-PH)

VIENS Patrice (PU-PH)

SABATIER Renaud (MCU-PH)

DELPERO Jean-Robert (PU-PH)
MOUTARDIER Vincent (PU-PH)
SEBAG Frédéric (PU-PH)
TURRINI Olivier (PU-PH)

BEGE Thierry (MCU-PH)
BIRNBAUM David (MCU-PH)

l CHIRURGIE INFANTILE 5402

GUYS Jean-Michel (PU-PH)
JOUVE Jean-Luc (PU-PH)
LAUNAY Franck (PU-PH)
MERROT Thierry (PU-PH)
VIEHWEGER Heide Elke (PU-PH)

| CHIRURGIE MAXILLO-FACIALE ET STOMATOLOGIE 5503

CHOSSEGROS Cyrille (PU-PH)
GUYOT Laurent (PU-PH)

FOLETTI Jean-Marc (MCU-PH)

I CHIRURGIE THORACIQUE ET CARDIOVASCULAIRE 5103 |

COLLART Frédéric (PU-PH)
D'JOURNO Xavier (PU-PH)
DODDOLI Christophe (PU-PH)
GARIBOLDI Vlad (PU-PH)
MACE Loic (PU-PH)

THOMAS Pascal (PU-PH)

FOUILLOUX Virginie (MCU-PH)
GRISOLI Dominique (MCU-PH)
TROUSSE Delphine (MCU-PH)

I CHIRURGIE VASCULAIRE ; MEDECINE VASCULAIRE 5104

CHIRURGIE PLASTIQUE,

CASANOVA Dominique (PU-PH)
LEGRE Régis (PU-PH)

HAUTIER/KRAHN Aurélie (MCU-PH)

RECONSTRUCTRICE ET ESTHETIQUE ; BRULOLOGIE 5004

ALIMI Yves (PU-PH)

AMABILE Philippe (PU-PH)
BARTOLI Michel (PU-PH)
MAGNAN Pierre-Edouard (PU-PH)
PIQUET Philippe (PU-PH)

SARLON-BARTOLI Gabrielle (MCU PH)

I HISTOLOGIE, EMBRYOLOGIE ET CYTOGENETIQUE 4202 |

GRILLO Jean-Marie (PU-PH) Surnombre
LEPIDI Hubert (PU-PH)

ACHARD Vincent (MCU-PH) disponibilité
PAULMYER/LACROIX Odile (MCU-PH)

l DERMATOLOGIE - VENEREOLOGIE 5003 |

BERBIS Philippe (PU-PH)
GAUDY/MARQUESTE Caroline (PU-PH)
GROB Jean-Jacques (PU-PH)
RICHARD/LALLEMAND Marie-Aleth (PU-PH)

DUSI

COLSON Sébastien (MCF)

[ ENDOCRINOLOGIE ,DIABETE ET MALADIES METABOLIQUES ; |

GYNECOLOGIE MEDICALE 5404

BRUE Thierry (PU-PH)
CASTINETTI Frédéric (PU-PH)

l GASTROENTEROLOGIE ; HEPATOLOGIE ; ADDICTOLOGIE 5201 |

BARTHET Marc (PU-PH)

BERNARD Jean-Paul (PU-PH)
BOTTA-FRIDLUND Danielle (PU-PH)
DAHAN-ALCARAZ Laetitia (PU-PH)
GEROLAMI-SANTANDREA René (PU-PH)
GRANDVAL Philippe (PU-PH)

GRIMAUD Jean-Charles (PU-PH)

SEITZ Jean-Frangois (PU-PH)

VITTON Véronique (PU-PH)

GONZALEZ Jean-Michel ( MCU-PH)

| GENETIQUE 4704

BEROUD Christophe (PU-PH)
KRAHN Martin (PU-PH)

LEVY Nicolas (PU-PH)

MONCLA Anne (PU-PH)
SARLES/PHILIP Nicole (PU-PH)

NGYUEN Karine (MCU-PH)
TOGA Caroline (MCU-PH)
ZATTARA/CANNONI Héléne (MCU-PH)

| GYNECOLOGIE-OBSTETRIQUE ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5403 |

IPIDEMIOLOGIE‘ ECONOMIE DE LA SANTE ET PREVENTION 4601

AUQUIER Pascal (PU-PH)

BOYER Laurent (PU-PH)

CHABOT Jean-Michel (PU-PH)
GENTILE Stéphanie (PU-PH)
SAMBUC Roland (PU-PH) Surnombre
THIRION Xavier (PU-PH)

AGOSTINI Aubert (PU-PH)

BOUBLI Léon (PU-PH)

BRETELLE Florence (PU-PH)
CARCOPINO-TUSOLI Xavier (PU-PH)
COURBIERE Blandine (PU-PH)
CRAVELLO Ludovic (PU-PH)
D'ERCOLE Claude (PU-PH)
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BERBIS Julie (MCU-PH)
LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude (MCU-PH)

MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte (MCF)(06eme section)
TANTI-HARDOUIN Nicola_s (PRAG)

IMMUNOLOGIE 4703 | | HEMATOLOGIE ; TRANSFUSION 4701 |
KAPLANSKI Gilles (PU-PH) BLAISE Didier (PU-PH)
MEGE Jean-Louis (PU-PH) COSTELLO Régis (PU-PH)
OLIVE Daniel (PU-PH) CHIARONI Jacques (PU-PH)
VIVIER Eric (PU-PH) GILBERT/ALESSI Marie-Christine (PU-PH)
MORANGE Pierre-Emmanuel (PU-PH)
FERON Frangois (PR) (69éme section) VEY Norbert (PU-PH)
BOUCRAUT Joseph (MCU-PH) GELSI/BOYER Véronique (MCU-PH)
DEGEORGES/VITTE Joélle (MCU-PH) LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina (MCU-PH)
DESPLAT/JEGO Sophie (MCU-PH) LOOSVELD Marie (MCU-PH)
ROBERT Philippe (MCU-PH)
VELY Frédéric (MCU-PH) POGGI Marjorie (MCF) (64éme section)

BOUCAULT/GARROUSTE Frangoise (MCF) 65éme section)

| MEDECINE LEGALE ET DROIT DE LA SANTE 4603 |

LEONETTI Georges (PU-PH)
| _MALADIES INFECTIEUSES ; MALADIES TROPICALES 4503 | PELISSIER/ALICOT Anne-Laure (PU-PH)
PIERCECCHI/MARTI Marie-Dominique (PU-PH)

BROUQUI Philippe (PU-PH)
LAGIER Jean-Christophe (PU-PH) BARTOLI Christophe (MCU-PH)
PAROLA Philippe (PU-PH) TUCHTAN-TORRENTS Lucile (MCU-PH)
STEIN Andréas (PU-PH)
BERLAND/BENHAIM Caroline (MCF) (1ére section)
MILLION Matthieu (MCU-PH)

| MEDECINE PHYSIQUE ET DE READAPTATION 4905 |

MEDECINE INTERNE ; GERIATRIE ET BIOLOGIE DU |
VIEILLISSEMENT ; MEDECINE GENERALE ; ADDICTOLOGIE 5301 BENSOUSSAN Laurent (PU-PH)

VITON Jean-Michel (PU-PH)

BONIN/GUILLAUME Sylvie (PU-PH)
DISDIER Patrick (PU-PH)
DURAND Jean-Marc (PU-PH)

FRANCES Yves (PU-PH) Surnombre | MEDECINE ET SANTE AU TRAVAIL 4602 |
GRANEL/REY Brigitte (PU-PH)

HARLE Jean-Robert (PU-PH) LEHUCHER/MICHEL Marie-Pascale (PU-PH)

ROSSI Pascal (PU-PH)

SCHLEINITZ Nicolas (PU-PH) BERGE-LEFRANC Jean-Louis (MCU-PH)

SARI/MINODIER Iréne (MCU-PH)
EBBO Mikael (MCU-PH)

GENTILE Gaétan (MCF Méd. Gén. Temps plein) | NEPHROLOGIE 5203 |
ADNOT Sébastien (PR associé Méd. Gén. a mi-temps) BERLAND Yvon (PU-PH) Surnombre
FILIPPI Simon (PR associé Méd. Gén. a mi-temps) BRUNET Philippe (PU-PH)

BURTEY Stépahne (PU-PH)
DUSSOL Bertrand (PU-PH)
BARGIER Jacques (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps) JOURDE CHICHE Noémie (PU PH)
BONNET Pierre-André (MCF associé Méd. Gén a mi-temps) MOAL Valérie (PU-PH)
CALVET-MONTREDON Céline (MCF associé Méd. Gén. a temps plein)
GUIDA Pierre (MCF associé Méd. Gén. a mi-temps)
JANCZEWSKI Aurélie (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

| NUTRITION 4404 | | NEUROCHIRURGIE 4902 |
DARMON Patrice (PU-PH) DUFOUR Henry (PU-PH)
RACCAH Denis (PU-PH) FUENTES Stéphane (PU-PH)
VALERO René (PU-PH) REGIS Jean (PU-PH)
ROCHE Pierre-Hugues (PU-PH)
ATLAN Catherine (MCU-PH) disponibilité SCAVARDA Didier (PU-PH)

BELIARD Sophie (MCU-PH)
CARRON Romain (MCU PH)

MARANINCHI Marie (MCF) (66éme section) GRAILLON Thomas (MCU PH)
l NEUROLOGIE 4901 |
| ONCOLOGIE 65 (BIOLOGIE CELLULAIRE) |
ATTARIAN Sharham (PU PH)
CHABANNON Christian (PR) (66&éme section) AUDOIN Bertrand (PU-PH)
SOBOL Hagay (PR) (65éme section) AZULAY Jean-Philippe (PU-PH)

CECCALDI Mathieu (PU-PH)

EUSEBIO Alexandre (PU-PH)
| OPHTALMOLOGIE 5502 | FELICIAN Olivier (PU-PH)

PELLETIER Jean (PU-PH)

DENIS Daniéle (PU-PH)
HOFFART Louis (PU-PH)
MATONTI Frédéric (PU-PH)
RIDINGS Bernard (PU-PH) Surnombre [ PEDOPSYCHIATRIE; ADDICTOLOGIE 4904 |

DA FONSECA David (PU-PH)
POINSO Frangois (PU-PH)

30/11/2017



| OTO-RHINO-LARYNGOLOGIE 5501 |

DESSI Patrick (PU-PH) PHARMACOLOGIE FONDAMENTALE -

FAKHRY Nicolas (PU-PH) | PHARMACOLOGIE CLINIQUE; ADDICTOLOGIE 4803 |
GIOVANNI Antoine (PU-PH)

LAVIEILLE Jean-Pierre (PU-PH) BLIN Olivier (PU-PH)

NICOLLAS Richard (PU-PH) FAUGERE Gérard (PU-PH) Surnombre

TRIGLIA Jean-Michel (PU-PH) MICALLEF/ROLL Joélle (PU-PH)

SIMON Nicolas (PU-PH)
DEVEZE Arnaud (MCU-PH) Disponibilité

BOULAMERY Audrey (MCU-PH)
REVIS Joana (MAST) (Orthophonie) (7éme Section) VALLI Marc (MCU-PH)

| PHILOSPHIE 17 |

l PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE 4502 |

DESSEIN Alain (PU-PH) Surnombre

LE COZ Pierre (PR) (17eme section)

CASSAGNE Carole (MCU-PH)
L'OLLIVIER Coralie (MCU-PH)
MARY Charles (MCU-PH)
RANQUE Stéphane (MCU-PH)
TOGA Isabelle (MCU-PH)

| PEDIATRIE 5401 | | PHYSIOLOGIE 4402 |

ANDRE Nicolas (PU-PH) BARTOLOMEI Fabrice (PU-PH)

CHAMBOST Hervé (PU-PH) BREGEON Fabienne (PU-PH)

DUBUS Jean-Christophe (PU-PH) MEYER/DUTOUR Anne (PU-PH)

GIRAUD/CHABROL Brigitte (PU-PH) TREBUCHON/DA FONSECA Agnés (PU-PH)

MICHEL Gérard (PU-PH)

MILH Mathieu (PU-PH) BARTHELEMY Pierre (MCU-PH)

REYNAUD Rachel (PU-PH) BONINI Francesca (MCU-PH)

SARLES Jacques (PU-PH) BOULLU/CIOCCA Sandrine (MCU-PH)

TSIMARATOS Michel (PU-PH) DADOUN Frédéric (MCU-PH) (disponibilité)
DEL VOLGO/GORI Marie-José (MCU-PH)

COZE Carole (MCU-PH) DELLIAUX Stéphane (MCU-PH)

FABRE Alexandre (MCU-PH) GABORIT Bénédicte (MCU-PH)

OUDIN Claire (MCU-PH) REY Marc (MCU-PH)

OVAERT Caroline (MCU-PH)

| PSYCHIATRIE D'ADULTES ; ADDICTOLOGIE 4903 | LIMERAT/BOUDOURESQUE Francgoise (MCF) (40éme section) Retraite 1/5/2018
RUEL Jéréme (MCF) (69éme section)

BAILLY Daniel (PU-PH) STEINBERG Jean-Guillaume (MCF) (66éme section)

LANCON Christophe (PU-PH) THIRION Sylvie (MCF) (66&me section)

NAUDIN Jean (PU-PH)

[CHOLOGIE - PSYCHOLOGIE CLINIQUE, PCYCHOLOGIE SOCIALE 16

I PNEUMOLOGIE; ADDICTOLOGIE 5101 |
AGHABABIAN Valérie (PR)
ASTOUL Philippe (PU-PH)
| RADIOLOGIE ET IMAGERIE MEDICALE 4302 | BARLESI Fabrice (PU-PH)
CHANEZ Pascal (PU-PH)
BARTOLI Jean-Michel (PU-PH) CHARPIN Denis (PU-PH) Surnombre
CHAGNAUD Christophe (PU-PH) GREILLIER Laurent (PU PH)
CHAUMOITRE Kathia (PU-PH) REYNAUD/GAUBERT Martine (PU-PH)
GIRARD Nadine (PU-PH)
GORINCOUR Guillaume (PU-PH) MASCAUX Céline (MCU-PH)
JACQUIER Alexis (PU-PH)
MOULIN Guy (PU-PH) TOMASINI Pascale (Maitre de conférences associé des universités)
PANUEL Michel (PU-PH)
PETIT Philippe (PU-PH)
VAROQUAUX Arthur Damien (PU-PH)
VIDAL Vincent (PU-PH) | THERAPEUTIQUE; MEDECINE D'URGENCE; ADDICTOLOGIE 4804 |
| REANIMATION MEDICALE ; MEDECINE URGENCE 4802 | AMBROSI Pierre (PU-PH)
BARTOLIN Robert (PU-PH) Surnombre
GAINNIER Marc (PU-PH) VILLANI Patrick (PU-PH)
GERBEAUX Patrick (PU-PH)
PAPAZIAN Laurent (PU-PH) DAUMAS Aurélie (MCU-PH)
ROCH Antoine (PU-PH)
HRAIECH Sami (MCU-PH) [ UROLOGIE 5204 |
| RHUMATOLOGIE 5001 | BASTIDE Cyrille (PU-PH)
KARSENTY Gilles (PU-PH)
GUIS Sandrine (PU-PH) LECHEVALLIER Eric (PU-PH)
LAFFORGUE Pierre (PU-PH) ROSSI Dominique (PU-PH)

PHAM Thao (PU-PH)
ROUDIER Jean (PU-PH)
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1. INTRODUCTION

1.1. EPIDEMIOLOGIE

Les ostéosarcomes sont des tumeurs osseuses primitives qui se caractérisent par la formation
d’os ou d’ostéoide par des cellules tumorales. Bien que rares, avec une incidence d’environ 5
cas par millions et par an, ils représentent le troisieme cancer le plus fréquent chez les enfants
entre 12 et 18 ans derriére les leucémies et les lymphomes®. Dans sa forme non métastatique,
la survie globale & 5 ans est de 70%?2. Cependant, malgré un traitement agressif, prés de 30 a

40% des patients rechutent le plus souvent sous une forme métastatique pulmonaire®.

Les principaux facteurs pronostiques cliniques des formes non métastatiques sont 1’age, le
sexe, la localisation et la taille tumorale. Ainsi sont considérées comme des facteurs
pronostiques péjoratifs un age au diagnostic supérieur a 60 ans, le sexe masculin, la
localisation axiale et une taille tumorale de plus de 10 centimetres. Sur le plan paraclinique,
les facteurs pronostiques péjoratifs retenus sont un taux supérieur a la normale de LDH et de
phosphatases alcalines*8. Cependant, le principal facteur pronostique indépendant est avant
tout histologique, correspondant au pourcentage de nécrose obtenu a I’issue de la
chimiothérapie néoadjuvante sur la piéce opératoire, et correspondant au grading de Huvos®
10 Les patients avec au moins 90% de nécrose tumorale sont alors définis comme bons
répondeurs et a I’inverse les patients avec moins de 90% de nécrose sur piéce opératoire sont
définis comme des mauvais répondeurs. Ainsi la survie globale a 5 ans chez les patients bons
répondeurs est évaluée a 75-80% alors qu’elle n’est que de 50% chez les mauvais

répondeurs®.
1.2. CLINIQUE

La maladie est le plus souvent révélée par une douleur persistante entrainant une limitation
dans les activités quotidiennes et des réveils nocturnes. On retrouve parfois un syndrome de
masse. Plus rarement la pathologie est revélée par une fracture pathologique. Les
ostéosarcomes peuvent se développer a partir de tous les os du corps mais touchent en priorité
la métaphyse des os longs ; les trois topographies préférentielles de cette tumeur étant la partie
distale du fémur, la partie proximale du tibia et la partie proximale de 1’humérus’. Au
diagnostic, la maladie est le plus souvent localisée, et est métastatique d’emblée dans 15 a

20% des cas, le plus souvent au niveau pulmonaire.



Le bilan paraclinique comprend une IRM du membre atteint qui permet outre 1’évaluation de

la taille tumorale, la recherche de skip métastases et 1’évaluation de I’extension aux parties

Osteosarcoma Types

Central
High-grade
Conventional
Telangiectatic
Srmall cell
Epithelicid
Osteoblastoma-ike
Chondroblastoma-like
Fibrohistiocytic
Giant cell-rich
Low-grade
Low-grade central
Fibrous dysplasia—like
Desmaplastic fibroma-like
Surface
Low-grade
Farosteal
Intermediate-grade
Periosteal
High-grade
Dedifferentiated parosteal
High-grade surface
Intracortical
Gnathic
Extraskeletal
High-grade
Low-grade

Tableau 1. Les différentes formes histologiques d’ostéosarcome
Klein, M. J. & Siegal, G. P. Osteosarcoma: Anatomic and Histologic Variants.
American Journal of Clinical Pathology 125, 555-581 (2006).



molles. Le bilan d’extension nécessite un scanner thoracique a la recherche de localisations

secondaires pulmonaires.
1.3. HISTOLOGIE

Il existe une large variété histologique d’ostéosarcomes. Les ostéosarcomes primaires sont
divisés en trois catégories en fonction de leur localisation; les ostéosarcomes centraux,
développés a partir de la cavité médullaire de la métaphyse des os longs, les ostéosarcomes de
surface, et les ostéosarcomes de siége intracortical. Les ostéosarcomes peuvent étre de haut
grade de malignité (ostéosarcomes conventionnels centraux), de grade intermédiaire de
malignité (ostéosarcomes périostés) ou de bas grade de malignité (ostéosarcomes
paraostéaux). Les ostéosarcomes conventionnels sont la forme histologique la plus
représentée et sont eux-mémes divisés en 3 sous-types en fonction de la matrice
extracellulaire la plus représentée. On distingue ainsi les ostéosarcomes conventionnels de
type fibroblastique, ostéoblastique et chondroblastique (Tableau 1). Il est a noter que cette
distinction n’impacte pas les modalités de traitement, et que la survie pour ces 3 sous-types

est comparable!2®3,
1.4. TRAITEMENT

Le traitement des ostéosarcomes est multimodal et agressif. La principale révolution dans leur
prise en charge a reposé sur I’avénement de la chimiothérapie adjuvante permettant de passer
d’une survie globale de 20% a 70%'*%. La séquence thérapeutique comprend actuellement
une chimiothérapie néoadjuvante, qui dans les formes pédiatriques, associe Methotrexate
hautes doses, ifosfamide et VP16, suivie d’une chirurgie carcinologique puis d’une
chimiothérapie adjuvante®®. Le choix de la chimiothérapie adjuvante est guidé par le grading
de Huvos. Les patients « bons répondeurs » recoivent le méme schéma thérapeutique que
celui recu en néoadjuvant, alors que les patients « mauvais répondeurs » recoivent une
association Methotrexate hautes doses, adriamycine et cisplatine (Figure 1). A ’issue de la
chimiothérapie néoadjuvante la répartition est classiquement de moitié entre bons et mauvais

répondeurs?.

Outre I’amélioration de la survie globale, la chimiothérapie néoadjuvante a permis de
modifier les pratiques chirurgicales, permettant de passer d’une chirurgie radicale a une
chirurgie conservatrice dans environ 80% des cas'’!8, Cependant depuis les années 70, le

traitement de 1’ostéosarcome a été peu modifié¢ avec échec de la plupart des essais cliniques.
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C= Cisplatine 120mg/m?2J2

Figure 1 : Modalites thérapeutiques des ostéosarcomes pédiatriques




Ainsi dans I’essait EURAMOS 1 I’adjonction de I’immunothérapie par Interféron en adjuvant
chez les patients bons répondeurs a échoué a améliorer leur surviel®. De méme une
chimiothérapie intensive par MAP Ifosfamide et Etoposide en adjuvant chez les patients

mauvais répondeurs a également échoué a changer leur pronostic?.

En ce qui concerne les thérapies ciblées, I’émergence de ces drogues dans cette pathologie est
rendue difficile par sa rareté, sa complexité génétique, et la poursuite d’une évaluation
RECIST qui probablement sous-estime les taux de réponses et empéche la poursuite du
développement clinique de ces molécules au cours des phases précoces?.

1.5. GENETIQUE

La plupart des ostéosarcomes sont sporadiques. Cependant certaines mutations germinales
augmentent le risque d’ostéosarcome. Ainsi le syndrome de Li Fraumeni d{ & une mutation
germinale du géne TP53 entraine une augmentation du risque de développer un ostéosarcome
avec une incidence de 12%?%2. De méme les mutations germinales du géne RB1 entrainent un
doublement du risque de développer un ostéosarcome par rapport a la population générale?®.
Les autres syndromes génétiques a risque sont le syndrome de Rothmund Thomson, le
syndrome de Bloom et le syndrome de Werner respectivement dus a des mutations des géenes
RECQL4,RECQL2 et RECQL3%,

L’étude des ostéosarcomes sur un plan genetique est rendue difficile par deux points
essentiels, d’une part la raret¢é de ces tumeurs, d’autre part leur hétérogénéité intra et
intertumorale®. Il est intéressant de noter que sur le plan mutationnel les ostéosarcomes
pédiatriques ont plutot tendance a se comporter comme des tumeurs de 1’adulte et non des
tumeurs de I’enfant. Les tumeurs pédiatriques présentent un taux moyen de mutations
somatiques faible de 0,1 mutation par mégabase, avec quelques variations en fonction du type
histologique, pouvant atteindre jusqu’a 0,5 mutation par mégabase dans le neuroblastome et le
médulloblastome qui font partie des tumeurs pédiatriques génétiquement les plus remaniées?®.
A T’inverse les ostéosarcomes ont un taux moyen de mutations somatiques de 1,2 mutations
par mégabase ce qui aurait tendance a les rapprocher par exemple du cancer du sein?®?’, Ce

phénomene contribue en partie a expliquer I’hétérogénéité de ces tumeurs.

Afin de mieux comprendre I’oncogenése et de tenter de mettre en évidence de nouvelles
cibles thérapeutiques, quelques équipes se sont intéressees au sequencage des osteosarcomes.

En 2014, Chen a réalisé le séquengage de 34 échantillons d’ostéosarcomes



issus de population pédiatrique. Il s’agissait d’une analyse « whole genome » a partir a la fois
de biopsies pré-thérapeutiques de la tumeur initiale mais également de métastases. Chen et
son équipe ont mis en évidence des mutations récurrentes dans 4 génes, TP53, RB1, ATRX et
DLG2.

La méme année, Perry et son équipe ont réalisé un séquencage « whole exome » a partir de 59
¢échantillons d’ostéosarcomes de patients adultes et pédiatriques dont la moitié était
métastatique. lls ont mis en évidence une moyenne de 1.2 mutations par mégabase et 230
réarrangements par tumeur. Presque 25% des patients présentaient une altération dans la voie
PIBK/AKT/mTOR et un tiers présentaient une altération potentiellement « ciblable »*’. En
2015, Kovac et son équipe ont réalisé un séquencage « whole exome » a partir de 123
¢échantillons d’ostéosarcomes de patients adultes et pédiatriques. lls ont mis en évidence 14
génes comme étant les principaux « drivers » dans cette pathologie. Dans 47% des cas des
mutations de TP53 ou RB1 expliquaient le processus de sarcomatogenése. Dans 40% des cas,
ce processus était expliqué par une mutation dans 1I’'un de ces 12 autres drivers : BRCA2,
BAP1, RET, PTEN, MUTYH, ATM,WRN, RECQL4, ATRX, FANCA, NUMA1 et MDC1?, Ces
¢tudes de séquengage soulignent le role clé de I’implication de TP53 et RB1 dans la
sarcomatogenese, TP53 ¢étant retrouvé muté ou inactivé via d’autres mécanismes
(amplification de COPS3 ou de MDM2) dans 47 & 90% des cas. L’inactivation de RB1 est
elle retrouvée dans 47 a 61% des cas. Plus récemment, Livingstone et son équipe ont réalisé
un séquencage de mutations hotspots et une étude d’altérations du nombre de copies sur 64
échantillons de patients pédiatriques et adultes présentant des ostéosarcomes récurrents ou
métastatiques. Les mutations les plus freguemment mise en évidence concernaient TP53 avec
seize mutations mises en évidence et RB1, avec onze mutations mises en évidence. Une

altération génétique potentiellement actionnable était retrouvée chez un tiers de I’effectif?®.

Il n’existe a I’heure actuelle aucune donnée de séquencage permettant de différencier des le

diagnostic les patients bons répondeurs (BR) des patients mauvais réepondeurs (MR).
1.6. PROBLEMATIQUE

Depuis I’avénement de la chimiothérapie dans les ostéosarcomes il y a presque trente ans, le
pronostic de cette pathologie n’a pas évolué. Avec une survie globale a 5 ans de 50% pour les
mauvais répondeurs et un risque de rechute métastatique nettement plus élevé que les bons
répondeurs, il semble essentiel de pouvoir identifier des le diagnostic cette catégorie de

patients. En effet les modifications de traitement en post-opératoire (par exemple,
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chimiothérapie intensive) n’ont pas permis d’améliorer la survie chez ces patients et il
semblerait qu’agir en amont en leur proposant deés le diagnostic un traitement différentiel
pourrait étre intéressant?®, D’autre part les études de séquencage pourraient permettre de

mettre en évidence de possibles cibles récurrentes exploitables sur un plan thérapeutique.

1.7. OBJECTIFS

Les études de sequencage actuelles ont été jusqu’ici réalisées dans des populations trés
hétérogeénes (pédiatrique et adulte / non métastatique et métastatique) et non corrélées aux
données cliniques. Il semblait ainsi utile et innovant de réaliser une étude de séquencage dans
une population homogene pour laquelle nous disposions des données cliniques et notamment
du statut BR ou MR a la chimiothérapie néoadjuvante. La population sélectionnée est donc
exclusivement une population pédiatrique non métastatique au diagnostic prise en charge au
CHU de la Timone a Marseille ou au CHU de Toulouse. Les génes d’intérét ont été
sélectionnés a partir de la publication de Kovac et al. correspondant aux genes retrouvés
mutés a partir d’une analyse «whole exome » de 31 ostéosarcomes® (Annexe 1). Les
objectifs de ce travail ont été de réaliser un séquencage de 523 genes d’intérét a partir des
biopsies congelées pré-thérapeutiques, et de corréler les données obtenues a la réponse a la
chimiothérapie néoadjuvante afin de déterminer s’il existe des mutations ou des genes
récurrents permettant de distinguer dés le diagnostic les bons répondeurs des mauvais
répondeurs. L’objectif secondaire est de déterminer les cibles thérapeutiques exploitables dans

cette pathologie.



2. MATERIEL ET METHODES

2.1.POPULATION D’ETUDE

La population d’étude correspond a une population pédiatrique non métastatique au diagnostic
pour laquelle un fragment biopsique a été conservé et congelé au moment de la prise en
charge. Les prélevements ont été examinés et contrdlés par un cytopathologiste. Tous les
patients ont bénéficié du méme régime de chimiothérapie néoadjuvante par Methotrexate,
VP16, Ifosfamide. Tous les patients ou leurs représentants Iégaux ont signé un formulaire de

consentement pour une analyse génétique tumorale et constitutionnelle.
2.2. EXTRACTION DE L’ADN

Vingt biopsies congelées ont été déstockées aupres de la tumorothéque de 1’hopital de la
Timone, et quatre prélevements provenaient de la tumorothéque de Toulouse. L’extraction a
été réalisée grace au kit Allprep DNA/RNA kit® de la marque QIAGEN. Dans un premier
temps le fragment de biopsie contenu dans un tube Eppendorf 1,5 ml a été placé dans un
mortier contenant de 1’azote liquide et broyé avec un pilon. Une fois le matériel réduit en fine
poudre, 350 a 600ul de tampon Buffer RLT-plus et 3,5 ul de p mercapthoéthanol ont été
ajoutés. Des étapes de lavage sur colonne puis une étape finale d’élution avec du Buffer EB,
selon le protocole du fournisseur, permettait 1’extraction de I’ADN. L’ensemble des
échantillons ont bénéficié d’une étape de «clean up » afin d’améliorer les rapports
d’absorbance 260/230 et 260/280. L’ADN était quantifié¢ initialement par Nanodrop®, ce qui
permettait également d’estimer la pureté de nos échantillons. Dans un deuxiéme temps, une
quantification Qubit®, permettant de doser spécifiquement I’ADN double brin, était réalisée

avant de débuter la préparation des banques.

Pour vingt et un de ces échantillons, des blocs de paraffine obtenus aprés chimiothérapie
néoadjuvante a partir de la piéce opératoire ont pu étre récupérés. Pour chacun de ces blocs
une lecture anatomopathologique a permis de repérer les zones de tissus sains a récupérer afin
de procéder a I’extraction de I’ADN de tissu normal. Cette extraction a été réalisée grace au
kit QlAamp DNA mini de la marque QIAGEN. Pour ce faire, nous récupérions de fins
copeaux de tissus a 1’aide d’un scalpel dans les zones préalablement cerclés avant d’ajouter
360ul de tampon ATL permettant une lyse tissulaire. Les protéines étaient ensuite digérées
grace a I’adjonction de 40ul de protéinase K. Des étapes de lavage sur colonne étaient ensuite

réalisées avant de procéder a 1’¢lution avec de I’eau permettant 1’extraction de I’ADN. De
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méme que pour I’ADN tumoral, ’ADN extrait du tissu normal était dos¢ a la fois par
Nanodrop® et par Qubit®. Malheureusement 1’extraction d’ADN du tissu sain a partir des
blocs de paraffine n’a pas permis de récupérer suffisamment de matériel pour quatorze
¢chantillons, et ce malgré des tentatives de concentration, probablement en raison d’une trop
grande dégradation de la molécule d’ADN. Nous disposions d’ADN en quantité suffisante
pour 7 échantillons pour lesquels nous avons pu passer aux étapes ultérieures de préparation

des banques.
2.3. PREPARATION DES BANQUES

Les banques d’ADN ont été préparées a 1’aide d’un kit « Haloplex HS Target enrichment

system » (Agilent) pour un séquengage sur le NextSeq 500 d’Illumina.

Chaque échantillon a été préalablement dilué a une concentration finale de 1,8 ng/pl,
concentration requise avant de débuter les banques. Pour chaque échantillon une quantité
minimale de 50 ng d’ADN était nécessaire. Les différentes étapes de préparation des banques

selon le protocole du fournisseur sont les suivantes (Figure 2) :

1) Digestion enzymatique de I’ADN par 8 couples d’enzymes

2) Hybridation avec les sondes d’intérét

3) Ligation des fragments d’ADN hybridés avec les sondes

4) Capture des fragments d’ADN d’intérét grace a des billes streptavidine
5) Amplification par PCR

6) Purification

7) Analyse de la qualité des banques sur puce Bioanalyzer

La premiere étape de préparation des banques (Etape 1 Figure 2) a consisté en une
fragmentation enzymatique des échantillons par 8 couples d’enzymes indépendants, puis une
dénaturation permettant de générer de multiples fragments d’ADN simple brin. Un ADN
controle permettait de valider I’efficacité¢ de la digestion enzymatique (analyse sur puce
Bioanalyzer). Au cours de la deuxieme étape une hybridation était réalisée (Etape 2 Figure 2)
entre les sondes d’intérét et les fragments d’ADN. Les sondes étaient constituées des
éléments suivant : a chacune de leurs extrémités se trouvaient une séquence complémentaire
aux extrémités des fragments contenant une région cible permettant 1’hybridation,
immediatement apres ces séquences complémentaires se trouvaient des amorces de

séquencage. Entre les amorces de sequencage, un index, spécifique a chaque échantillon,
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permettait de réattribuer chaque séquence identifiée au bon patient, permettant ainsi de
séquencer plusieurs échantillons provenant de patients différents en méme temps. Le barre
code moléculaire permettait lui de soustraire les duplicats de PCR au moment de 1’analyse.
L’amorce de PCR (représentée en gris clair sur I’étape 2 de la figure 2) était nécessaire pour
I’étape de PCR finale de la constitution des banques. Le bridge ou émulsion (représenté en
gris fonce sur I’étape 2 figure 2) était lui nécessaire pour 1’étape de PCR en pont qui se faisait
sur la flow cell. Chaque sonde est par ailleurs couplée a de la biotine. Apres une étape de
ligation entre les fragments d’ADN circularisés et les sondes, les fragments étaient capturés
grace a des billes streptavidine présentant une affinité pour la biotine (Etape 3 Figure 2). Les
fragments d’intérét ainsi sélectionnés étaient ensuite amplifiés par PCR puis purifiés (Etape 4
Figure 2). Chaque échantillon était ensuite analysé sur puce Bioanalyzer afin de s’assurer
d’avoir une banque d’ADN de quantité et de qualité satisfaisantes avant de débuter 1’étape de
séquencage proprement dite. Un profil était jugé de qualité satisfaisante si les amplicons
avaient une taille comprise entre 190 paires de bases (pb) et 640 pb, la majorité des amplicons
devant se situer entre 225 et 540 paires de bases. Comparativement aux profils attendus notre
banque était constituée dans sa plus grande partie de petits fragments et ceci de fagon

reproductible entre les differentes banques.
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2.4. SEQUENCAGE

Les échantillons ont été séquencés sur le NextSeq 500 d’Illumina. Les étapes de ce

séquencage sont les suivantes (Figure 3) :

2.4.1. Amplification par PCR « en pont » et génération de clusters
Chaque banque d’ADN est chargée sur une puce dédiée appelée « flow cell », ou chaque
fragment s’hybride grace a des adaptateurs complémentaires présents sur la « flow cell »
(Figure 3A(1)). Une fois fixé, une copie du brin d’ADN est réalisée par PCR a partir du brin
matrice, puis la molécule d’ADN est dénaturée et le brin matrice éliminé. Le brin restant vient
alors se fixer en «pont» sur les amorces complémentaires situées a proximité et un brin
complémentaire est de nouveau synthétisé par PCR. Des étapes successives de
dénaturation/hybridation en pont/PCR sont réalisées permettant 1’amplification rapide et dans

les deux sens d’un méme fragment d’ADN sur un espace réduit constituant un « cluster »

(Figure 3A(2)).

2.4.2. Séquencage par synthese

Avant I’étape de séquencage par synthese, le brin antisens est éliminé et seul le brin sens est
conservé dans un premier temps (Figure 3A(3)). Une amorce de séquence vient s’hybrider
sur chaque fragment, et le processus de séquencage proprement dit peut alors commencer.
Chaque nucléotide, A, T, C ou G utilisé au cours de 1’étape de séquengage est associé a un
fluorophore spécifique. Dés qu’un nucléotide est incorporé par complémentarité avec le
fragment matrice, un signal lumineux est émis et acquis, permettant son identification
(Figure 3B). La succession des acquisitions permet de reconstituer la séquence. Des millions
de fragments d’ADN sont ainsi sequencés en méme temps sur une seule et méme puce.

En cas de lecture « paired-end », le méme processus est effectué mais a partir du brin antisens
cette fois ci (Figure 3C). Dans le cadre de notre projet, une lecture « paired-end » en 2 fois

150 paires de bases était réalisée.
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Figure 3 : Principe du séquencage Illumina.

(d’apreés researchgate.net)

A. (1) Un fragment d’ADN se fixe a une amorce complémentaire fixée sur la puce de séquengage (2) Amplification PCR en pont. (3) Le brin

antisens est éliminé de la flow cell.

B. Etape de séquengage par synthése. Un nucléotide est associé par complémentarité a partir du brin d’ADN fixé sur la puce. Chaque

incorporation de nucléotide va générer un signal lumineux détecté par un laser.

..

(3) Cleavage and washing
out of one strand

Preparation for
paired-end sequencing

Bridging amplification
for paired-end sequencing

C. Le méme procédé est répété a partir du brin antisens dans le cas d’une lecture « paired-end »
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2.4.3. Traitement bio-informatique des données

Différentes étapes sont réalisées au cours de I’analyse bio-informatique :

e Base calling : les données brutes au format BCL issues du séquenceur sont converties
en fichier de séquence exploitable appelé fichier FASTQ

e Alignement : les séquences générées sont ensuite comparées puis alignées sur le
génome de reférence Hgl9 via le logiciel BWA, permettant 1’obtention d’un fichier
BAM.

e Variant calling : les variants, c’est-a-dire toute base, a une position donnée, différente
du génome de référence sont détectes grace au logiciel GATK. A la fois les SNV et les
petites insertions ou délétions vont étre détectés au cours de cette étape.

e Annotation : I’annotation permet suite au recoupement d’informations disponibles
dans différentes bases de données de déterminer le type de variant (par exemple
mutation de type synonyme, faux sens ou non sens), et son impact potentiel
fonctionnel estimé par différents logiciels de prédiction in silico.

Le fichier VCF obtenu a la suite de 1’annotation est ensuite exploitable sur le logiciel
VarAFT®. VarAFT® est un logiciel en ligne (http://varaft.eu) qui permet d’aider a filtrer et
annoter les variants identifiés au cours de 1’étape de séquencgage, en interrogeant directement

différentes bases de données et logiciels de prédiction en ligne.

2.5. SELECTION DES VARIANTS

2.5.1. Sélection des variants sans contribution du normal

L’ADN constitutionnel des patients n’étant pas disponible pour 17 de nos échantillons, il n’a
pas été possible de distinguer, parmi I’ensemble des variants retrouvés apres séquencage des

échantillons tumoraux, les variants exclusivement somatiques.

Pour filtrer et catégoriser les variants, ’outil VarAFT® a permis, dans un premier temps,
d’écarter les variants non exoniques (5’UTR, 3’UTR, introns en dehors des sites d’épissage).
Le second parametre de tri S’est fait sur la fréquence retrouvée des variants en population
générale. L’outil VarAFT® permet en effet de sélectionner les variants ayant une fréquence
inférieure a 1% en population générale, permettant de s’affranchir des polymorphismes les
plus fréquents (seuil communément utilisé). Ainsi les variants retrouvés a une fréquence
supérieure ou égale a 1% dans les bases de données 1000Genomes, KAVIAR et ExXAC n’ont
pas été conservés pour la suite de 1’analyse. Les variants synonymes ont également été exclus

de I’analyse.
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Chaque variant a été ensuite analysé de facon individuelle et noté de 0 a 3 en fonction de sa
probabilité de pathogénicité et d’action dans la tumorigenése. Le premier filtre s’est fait a
partir de score de prediction in silico sur I’impact fonctionnel supposé du variant. Cinq outils
ont été utilisés ; mutation taster, mutation assessor, SIFT, UMD-Predictor et Polyphen2.
Parallélement les bases de données OMIM, GeneCards et MalaCards étaient consultées pour
chaque géne. Ces bases de données fournissent des informations sur I’implication des génes
dans les pathologies humaines, leur rble dans les voies de signalisation biologique,
I’expression tissulaire du géne et éventuellement des données sur les modeles animaux

existants. Les variants étaient ensuite classés comme ci-apres (Figure 4) :
Score 0 :

- Variants prédits comme polymorphes ou neutres par au moins 4 des 5 outils de

prédiction
Score1:
- Variants prédits comme polymorphes ou neutres par 3 des 5 outils de prédiction
Score 2 :

- Variants pour lesquels aucune ou une seule donnée de prédiction est disponible et ce
quel gue soit le résultat

- Variant de type STOP (non-sens)/ SPLICE (dans les sites canoniques d’épissage)
/[FRAMESHIFT (décalage du cadre de lecture)

- Variants prédits comme pathogénes par au moins 4 des 5 outils de prédiction
Score 3:

- Variants non polymorphes (cf score 2) dans des génes déja identifiés par séquencage

dans les ostéosarcomes (données bibliographiques)

Les variants de catégorie 2 et 3 étaient considérés comme les variants les plus probablement
d’origine somatique exclusive, et donc les meilleurs candidats pour expliquer la tumorigénese

des ostéosarcomes.

17



10 556 variants retournés
par Varaft® en région
exonique/ Splice/ Exon-
splice

Suppression des
variants >1% en
population générale

518 variants

Suppression des
variants synonymes

356 variants

Variants notés de 0 a 3 en
fonction des données des
outils de prédiction in silico
et aprés consultation des
bases de données OMIM,
MalaCards. GeneCards

Sous tri dans la catégorie des Elimination des variants
prédits comme n’ayant pas

d’impact sur le site
outils GnomAD et Clinvar d’épissage d’apres le logiciel
HSF

variants 2 et 3 a I’aide des

Analyse des 167 variants
restants sur IGV.
Suppression des artefacts

113 variants sélectionnées

Figure 4 : Algorithme de sélection des variants pour les échantillons
sans contribution du normal



Le deuxiéme niveau de tri a consisté a identifier, parmi ces variants, tous ceux situés sur des
oncogeénes et des genes suppresseurs de tumeurs a partir des données de la littérature, puis a
les filtrer grace a la base de données en ligne GnomAD (http://gnomad.broadinstitute.org).

Les variants retrouvés a une fréquence supérieure ou égale a 1% en population européenne
¢taient reclassés en score 0. Les variants pour lesquels des cas d’homozygotie germinale
étaient décrits étaient également reclassés en score 0. Depuis GhomAD un lien sur la base de

données ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) était possible et a permis de

reclasser également en O tous les variants classes comme «bénins» ou « probablement
bénins » sur la base de plusieurs publications concordantes ou d’avis consensuels de panel

d’experts.

Dans un troisieme temps, les variants introniques ou exoniques proches des sites d’épissage
ont été évalués grace a I’outil en ligne HumanSplicingFinder (http://www.umd.be/HSF3/). Cet
outil permettait de reclasser en zéro les variants prédits comme n’ayant pas d’impact sur

I’épissage.

Les variants restants ont enfin été analysés sur le logiciel de visualisation de séquence IGV

(http://software.broadinstitute.org/software/igv/) via les fichiers BAM, afin d’éliminer les

artefacts de technique (lecture en extrémité de fragment) et les biais sens de lecture (un seul

sens séquence).
2.5.2. Sélection des variants pour les échantillons couples normal/tumoral

Pour les échantillons couples, la sélection des variants a été plus facile, puisque la
contribution du normal permettait de soustraire parmi les variants retrouvés dans le tumoral
tous les variants constituant des polymorphismes rares propres a chaque patient. Pour chaque
fichier VCF normal et tumoral les variants non exoniques (5’UTR, 3’UTR, introns en dehors
des sites d’épissage) ont été retirés de ’analyse, ainsi que les variants synonymes et les
variants supérieurs a 1% en population génerale (base de données 1000genomes, KAVIAR,
EXAC). A partir de ce tri, chaque variant communément partagé entre le normal et le tumoral
¢tait retiré de 1’analyse car considéré comme un polymorphisme rare a I’exception de TP53 et
RB1 qui pouvait constituer des mutations germinales. La visualisation physique des reads sur
IGV des couples normal et tumoral permettait également de retirer des variants

communément partagés et qui n’avaient pas été « appelés » par VarAFT®. Les variants
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restant au niveau tumoral étaient alors considérés comme des variants d’origine somatique

sans préjuger de leur caractére driver ou passenger.

2.6. IDENTIFICATION DES VOIES BIOLOGIQUES ET DES GENES
POTENTIELLEMENT « ACTIONNABLES »

Les voies biologiques d’intérét ont été identifiées grace a 1’outil bio-informatique PathScore.
Cet outil s’appuie sur des algorithmes mathématiques pour déterminer a partir des génes

mutés D’enrichissement de voies biologiques®

. L’identification des mutations pouvant
bénéficier d’une thérapeutique de type thérapie ciblée a été réalisée grace au logiciel Cancer
Genome Interpreter (https://www.cancergenomeinterpreter.org/home). L’identification de
cible potentielle est rendue possible grace a la base de données dédiée « Cancer Biomarkers
database » (https://www.cancergenomeinterpreter.org/biomarkers), permettant d’identifier la
mutation comme étant une mutation de sensibilité ou de résistance a une drogue tout en
indiquant le niveau de preuve scientifique. Ce niveau de preuve s’échelonne de « case report »
a recommandations d’experts en passant par phase pré-clinique, essai clinique de phase

précoce (phase I-11) et essai clinique de phase avancée (phase IlI).
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3. RESULTATS

3.1.POPULATION D’ETUDE

La population d’étude concerne exclusivement des sujets pédiatriques non métastatiques au
diagnostic et traités selon les protocoles pédiatriques. Les patients ont été pris en charge sur
I’hopital de la Timone entre 2000 et 2016 et sur 1’hopital de Toulouse entre 2012 et 2014.
L’age médian au diagnostic était de 13,5 ans. Le suivi médian a été de 60,5 mois. La
population comprenait 10 mauvais répondeurs et 14 bons répondeurs. A la date d’analyse,
25% de I’effectif était décédé. Le tableau 2 résume les caractéristiques des patients inclus.

3.2. ANALYSE DES MUTATIONS

Les échantillons tumoraux ont été séquencés avec une profondeur moyenne de 1212X (824-
2184). En moyenne, 98,7% [94,5-99,29] des génes cibles ont été lus avec une profondeur
supérieure a 20X et 97,6% [89,4-98,9] des genes cibles ont été lus avec une profondeur

supérieure a 50X.

Pour les 7 échantillons de tissu non tumoral la profondeur moyenne était de 278X (156-390).
En moyenne, 75,7% [65-86] des génes cibles ont été lus avec une profondeur supérieure a
20X et 65,5% [52-76,8] des génes cibles ont été lus avec une profondeur supérieure a 50X.

Apres séquencage des 17 échantillons tumoraux sans contribution du normal, 10556 variants
retrouvés en région exonique/épissage/jonction ont été identifiés. Parmi ceux-ci, les variants
retrouves dans moins de 1% de la population générale se comptent a 518. L’exclusion des
variants synonymes ramene ce chiffre a 356. L’application de la méthode de classement (cf
matériel et méthodes, paragraphe 2.5), permet de retenir 193 variants en catégories 2 et 3
(meilleurs candidats pour expliquer la tumorigénése des ostéosarcomes). Les 167 variants
restant apres filtre avec le logiciel HSF et les bases de données GnomAD et ClinVar, sont
réduits a 113 aprés analyse sur le logiciel IGV (Figure 4). Pour I’analyse des résultats, ces

113 variants sont considérés comme des variants pathogenes, appelés par la suite mutations.

Pour les couples normal/tumoral, aprés soustraction des variants de fréquence supérieure a 1%
en population générale et soustraction des variants synonymes, on obtenait 122 variants. Le

contr6le de ces variants sur IGV a permis de retenir 39 variants tumoraux.
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Parmi le panel des 523 génes analysés, 109 génes présentaient une ou plusieurs mutations
(Annexe 2). Le nombre moyen de mutations par échantillon était de 6 chez les bons
répondeurs [2; 11] et de 7 chez les mauvais répondeurs [4; 14]. Les mutations les plus
représentees étaient les mutations de type faux-sens. Le géne retrouvé le plus fréqguemment
muté était TP53 avec 7 mutations dont 6 mutations faux-sens et une mutation non-sens. Les
autres genes les plus mutés étaient PCDH15 (4 mutations dont 2 dans un méme échantillon),
TET2 (4 mutations), PPP1R3A (3 mutations), ATAD2 (3 mutations), TSC2 (3 mutations),
ATRX (3 mutations), CYP2D6 (3 mutations) (Annexe 3).
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Total BR MR
(n=24) (n=14) (n=10)
Age
5-10 ans 5 4 0
11-15 ans 14 8 7
16-19 ans 5 2 3
Sexe
Masculin 13 7 6
Feminin 11 7 4
Localisation
Femur 15 7 8
Tibia 6 4 2
Humeérus 3 3 0
Recidive
Oui 9 4 5
Non 15 10 5
Vivant en RC 17 12 5
Vivant en progression 1 0 1
Décede 6 2 4

Table 2 : Caractéristiques des patients inclus
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3.3. ANALYSE DES VOIES BIOLOGIQUES

L’identification des voies d’intérét s’est faite a partir de 1’outil bio-informatique PathScore.
Cet outil s’appuie sur des algorithmes mathématiques pour déterminer a partir des génes
mutés 1’enrichissement de voies biologiques®. Le dendrogramme présenté en annexe 4
représente 1’ensemble des voies retrouvées de maniére significatives dans les ostéosarcomes
séquencés. Si I’on ne considére que les voies ayant une p-value ajustée (p*) significative, les

voies de régulation des ostéosarcomes etudiés sont les suivantes :

- P53 signaling pathway qui correspond & 37.5% des échantillons (p*= 2,6.107)

- PI3K events in ERBB2 signaling qui correspond a 37.5% des échantillons (p*=6.10")

- PI3K events in ERBBA4 signaling qui correspond a 33.3% des échantillons (p*=2,5.10°)
- PI3K AKT activation qui correspond & 29.2% des échantillons (p*=1,3.10%)

- GABL1 signalosome qui correspond a 29.2% des échantillons (p*=1,1.10"%)

- mTOR pathway qui correspond & 25% des échantillons (p*= 2.10%)

- HCMV pathway qui correspond a 20,8% des échantillons (p*=0,0016)

Par ailleurs, toutes les voies du dendrogramme a branchement vert ont également une p-value

ajustée significative compte tenu du poids de TP53 dans toutes ces voies.

Lorsque I’on considere les bons répondeurs de fagon exclusive, les voies avec une p-value

ajustée significative sont les suivantes :

- Telomerase pathway qui correspond a 50% de 1’échantillon (p*=5,1.10)

- LKBI pathway qui correspond a 42,9% de 1’échantillon (p*= 6,5.107)

- PI3K events in ERBB2 signaling qui correspond a 35,7% de I’échantillon (p*=0,0029)
- PI3K events in ERBBA4 signaling qui correspond a 35,7% de 1’échantillon (p*= 8,2.10%)

Par ailleurs, toutes les voies du dendrogramme a branchement rouge ont également une p-

value ajustée significative compte tenu du poids de TP53 dans ces voies (Figure 5).
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Figure 5 : Dendrogramme des voies biologiques des bons répondeurs (a gauche) et des mauvais répondeurs (a droite)
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En ce qui concerne les mauvais répondeurs, les voies avec une p-value ajustée significative
sont les suivantes :

- P53 hypoxia pathway qui correspond a 40% des échantillons (p*=0,0050)

- Interleukine 4 pathway qui correspond & 40% des échantillons (p*=0,0058)

- Interleukine 2 PI3K pathway qui correspond & 40% des échantillons (p*=0,016)

- PISKCIAKT pathway qui correspond a 40% des échantillons (p*=0,019)

- Telomerase pathway qui correspond a 40% des échantillons (p*=0,011)

- HIF1A pathway qui correspond a 30% des échantillons (p*0,038)

- Xenobiotics qui correspond & 30% des échantillons (p*=0,031)

- TID pathway qui correspond a 30% des patients (p*=0,045)

Ce travail n’a pas permis de mettre en évidence une mutation permettant de distinguer des le
diagnostic les bons des mauvais répondeurs, cela pouvant s’expliquer a la fois par le faible
effectif de notre échantillon, mais également par la faible récurrence des mutations.

3.4. ANALYSE DES CIBLES POTENTIELLES

Parmi les 24 échantillons, 14 (58%) présentent une altération dans un géne « actionnable »,
c¢’est-a-dire pour lequel une thérapie ciblée existe ou est en cours de développement dans des
essais cliniques. La voie qui semble la plus intéressante a exploiter est la voie
PIBK/AKT/mTOR, avec 6 échantillons présentant une mutation dans cette voie-la (Tableau
3). Certains récepteurs tyrosines kinase seraient également potentiellement « actionnables ».
La principale réserve est que les mutations identifiées dans cette étude n’étaient pas

nécessairement les mutations cibles qui ont permis les AMM de ces thérapies ciblées.
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CIBLE GENE MUTATION ECHANTILLON
PI3KCA D1029E 1941
TSC2 R1795C 5090
Voie PI3K TSC2 V1144M 6500
TSC2 P1770L 6699
RICTOR T1029A 6188
AKT1 R144C 3103
NOTCH2 RI1L 2523
NOTCH3 G1710D 8781
JAK3 R925S 6537
ERBB2 L1SF 2954
Récepteurs tyrosine kinase ERBB4 H631Y 4462
KIT L1171 4001
PDGFRA K455N 4665
ALK N654K 4078

Tableau 3 : Cibles thérapeutiques potentiellement actionnables chez les bons et mauvais répondeurs
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4. DISCUSSION

Ce travail portait sur 1’analyse de mutations de 24 ostéosarcomes issus de patients
pédiatriques non métastatiques au diagnostic répartis en 10 mauvais répondeurs et 14 bons
répondeurs. Aucune mutation ni géne muté de fagon récurrente n’a permis de distinguer des le
diagnostic les bons des mauvais répondeurs. En revanche, il semblerait qu’un peu plus de la
moitié de notre effectif pourrait se voir proposer un traitement par thérapie ciblée. La voie
PISBK/AKT/mTOR semble plus particulierement intéressante avec 25% de notre effectif
présentant une altération dans cette voie-la. En ce sens, ces données confirment celles de
Perry et al. qui retrouvaient que 24% de leur cohorte présentait une altération dans la voie
PIBK/mTOR.

4.1. Les limites techniques

Une des limites de ce travail est I’effectif réduit de notre population. Cet effectif réduit
s’explique a la fois par la rareté de cette pathologie mais aussi par le choix initial de
sélectionner une population trés homogeéne présupposant que 1’hétérogénéité biologique des
ostéosarcomes était peut-étre en partie le reflet de I’hétérogénéité des populations étudiées et

du matériel utilisé dans les précédentes études de séquencage?’2331,

D’autre part, 1’absence d’ADN constitutionnel pour 17 patients au moment de
I’expérimentation a rendu complexe la sélection des mutations exclusivement tumorales.
Malgré le soin porté a la méthode de sélection des variants d’intérét, il est impossible de
s’affranchir de toute erreur. Des variants constitutionnels ont pu étre sélectionnés a tort et des
variants tumoraux écartés également a tort de I’analyse. La cohorte des patients étant
relativement ancienne, un prélévement sanguin systématique n’a pas été possible (patients
décédés ou éloignés géographiquement). Bien que nous disposions de 21 blocs en paraffine
I’extraction de I’ADN constitutionnel n’a été malheureusement possible que pour 7 de ces
échantillons, avec une quantit¢ d’ADN trop faible et donc non exploitable pour les 14
échantillons restants malgré nos tentatives de concentration de I’ADN. De nombreuses études
ont bien montré que I’extraction de ’ADN a partir d’échantillons FFPE est rendue plus
difficile qu’a partir de tissus congelés du fait de la dégradation de la molécule d’ ADN32%,
D’autre part, plus la durée de stockage est longue, plus 1’on peut s’attendre a une dégradation
de plus en plus importante de I’ADN. Ainsi, Guyard et al. ont montré qu’apres une période de

stockage de 5 ans, la quantité d’ADN issue de mémes blocs FFPE est réduite de moitié**.
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Par ailleurs, contrairement a d’autres ¢tudes publiées s’appuyant sur le séquencage d’exome
entier ou « whole exome » (WES), ce travail repose sur le séquencage d’un panel de 523
génes, identifiés préalablement comme mutés parmi 31 échantillons d’ostéosarcomes
d’origine hétérogeéne ayant bénéficié d’un séquencage d’exome. La méthode d’analyse justifie
ce choix : en I’absence d’ADN constitutionnel pour la majorité de notre cohorte, il aurait été
trés difficile d’analyser le grand nombre de variants générés par un sequencage « whole
exome » et de déterminer le role de ces variants dans 1’oncogenése et la chimio-résistance. De
plus une analyse ciblée sur 523 génes permet un séquencage plus profond qu’un WES (100X),
et augmente ainsi la sensibilité de détection des variants tumoraux. C’est d’ailleurs 1’une des
principales critiques que nous pouvons faire au travail de Chiappetta et al. paru dans
Oncotarget en 2017%. Ce travail portait sur une analyse « whole exome sequencing » de 8
¢chantillons d’ostéosarcomes obtenus avant chimiothérapie néoadjuvante. L’un des objectifs
annonceé des auteurs était d’identifier des traitements ciblés via le séquengage des échantillons
FFPE d’ostéosarcome. Cependant les auteurs ne disposaient pas d’une contribution du normal
et I’analyse « whole exome » n’a permis en moyenne qu’une profondeur de lecture de 17X ce
qui est vraiment faible et sujet a caution dans le cas d’une maladie polyclonale et hétérogéne

comme le cancer. Ils ont donc échoué a trouver des cibles thérapeutiques.

Ce travail va étre avantageusement complété par d’autres techniques d’analyses génétiques,
notamment de la CGH array, les techniques de séquengage ne permettant pas jusqu’ici de
mettre en ¢évidence des anomalies du nombre de copies de ’ADN (CNV) comme les
amplifications ou les délétions supérieures a 50 paires de bases (remaniements de grande
taille). Or il s’agit vraisemblablement du mécanisme préférentiel d’altération génétique dans
les tumeurs et les ostéosarcomes ne font pas exception®3’. Ainsi Kovac et al. rapportent que
la taille médiane des CNV dans les ostéosarcomes est de 4,7Mb et qu’en moyenne il existe 69
évenements de ce type par tumeur. Ces CNV concernent autant des gains que des pertes de
copies. Il est d’ailleurs intéressant de noter que, dans cette étude, les genes impliqués dans la
voie de la recombinaison homologue (BRCA2, BAP1, PTEN,et PALB2) présentaient des
altérations du nombre de copies et aucune mutation ponctuelle?®. Un travail collaboratif avec
I’équipe de Vincent Gelly au CRCM de Marseille est en cours pour réalisation de la CGH

array sur ces échantillons ainsi qu’une analyse transcriptomique.
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4.2. Les différents aspects de la résistance tumorale

Concernant la résistance tumorale, un seul volet de la chimiorésistance est abordé dans ce
travail, a savoir la résistance primaire tumorale, mais il existe d’autres mécanismes de
résistance, probablement co-existants. Par exemple il est aujourd’hui avéré que des
polymorphismes constitutionnels de génes impliqués dans le métabolisme des drogues de
chimiothérapie conférent une sensibilité ou une résistance a certaines drogues, ou encore une
toxicité parfois mortelle. Dans les ostéosarcomes, le variant ¢.313A>G du gene GSTP1,
impliqué dans la détoxification de drogues, et le variant ¢.24C>T du géne ABCC2 impliqué
dans le transport de drogues, seraient associés a la chimiorésistance®. Un autre mécanisme de
résistance, est la résistance tumorale secondaire qui apparait sous pression de sélection. C’est
le cas de la mutation T790M portée par 1’exon 20 du géne EGFR qui apparait dans un délai
plus ou moins long aprés traitement par inhibiteur de tyrosine kinase (TKI) chez environ 50%
des patients traités pour un cancer du poumon®°. 1l est d’ailleurs intéressant de noter qu’une
méme mutation peut correspondre a la fois a un mécanisme de résistance secondaire mais
aussi @ un mécanisme de résistance primaire, puisqu’on estime qu’un peu moins de 1% des
tumeurs du poumon naives de traitement par TKI sont porteuses de la mutation T790M dans
des sous-clones tumoraux“®. Pour identifier le mécanisme majoritaire de résistance au
traitement dans les ostéosarcomes, résistance primaire ou secondaire, il pourrait étre envisagé
une étude prospective consistant & comparer par séquencage I’ADN tumoral au diagnostic et
I’ADN tumoral apres chimiothérapie néoadjuvante. Deux profils moléculaires comparables
feraient penser a une résistante primaire tumorale préférentielle alors qu’une différence
significative des profils ferait plutbt évoquer une résistance tumorale secondaire se

développant sous pression de sélection.

4.3.Validité des cibles identifiées ?

Un peu plus de la moitié de notre effectif, d’apres ce travail de séquengage, pourrait bénéficier
d’une thérapeutique ciblée. Ce pourcentage est proche de celui observé dans 1’essai
MOSCATO, ou 49% de I’effectif avait une altération moléculaire actionnable en utilisant des
techniques de CGH et de NGS dans différentes histologies de cancers solides*'. De méme
I’essai ProfiLER, présenté a I’ASCO 2017, retrouve 51% de patients présentant une altération
actionnable a partir des techniques de NGS et CGH réalisées sur 69 genes impliqués dans la
cancérologie. Une thérapie ciblée a pu étre proposée a 35% des patients*?. Dans notre travail,
la voie biologique qui semble la plus exploitable est la voie PISBK/AKT/mTOR, avec 6
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échantillons sur 24 présentant une mutation d’un des geénes de cette voie, ce qui est
comparable avec les données de Perry qui retrouve un quart de patients présentant une
altération génétique dans cette voie biologique?’. Néanmoins, D’analyse des altérations
« actionnables », doit étre jugée avec prudence. La plupart des mutations que nous avons
mises en évidence dans notre travail de séquencage ne sont pas des mutations décrites comme
préecédemment ciblables par un traitement (mutation « HOT SPOT »). Ainsi ’AMM du
Glivec® concerne uniquement les mutations de I’exon 9 et 11 du géne KIT. Si d’autres
variants sont identifiés dans ce gene, comme le variant L1171 dans ce travail, seules des
études fonctionnelles pourraient permettre de les classer comme « actionnables ». D’autre part
il ne faut pas perdre de vue qu’une mutation « actionnable » dans une histologie particuliere
peut ne pas I’étre dans une autre. C’est le cas notamment de la mutation V60OE dans
I’oncogene BRAF, retrouvé dans 50% des mélanomes, et pour lequel des inhibiteurs de BRAF
sont efficaces*®. Mais la méme mutation dans le cancer du cdlon n’est pourtant pas inhibée
par les inhibiteurs de BRAF du fait d’une activation secondaire de la voie de ’'EGFR**. Par
ailleurs le nombre d’altérations potentiellement actionnables est certainement sous-estime, les

altérations génomiques de grande taille n’étant pas prises en compte ici.
4.4. Les différentes voies biologiques et les genes impliqueés

Si ce travail n’a pu mettre en évidence de mutation récurrente, ni de gene muté de fagcon
récurrente permettant de distinguer dés le diagnostic bon et mauvais répondeurs, il semblerait
néanmoins que des voies biologiques différentes soient empruntées par ces deux catégories de

patients.

Les mauvais répondeurs semblent emprunter un grand nombre de voies biologiques pouvant
expliquer leur chimiorésistance, un grand nombre d’entre elles ayant en commun le géne
AKT1. Les autres génes impliqués dans ces voies sont : JAK2, JAK3, RPS6KB1, HSP90AAL,
PRKDC, RICTOR, CYP2D6, EP300, TP53. Le géne AKT1 est connu pour favoriser la
prolifération cellulaire, la survie, et la dissémination metastatique dans de nombreux
cancers®. Plusieurs publications soulignent également son implication dans la
chimioreésistance. Girouard el al. ont montré que I’utilisation d’un ARN interférent inhibant
AKT1 et AKT2 restaurait la sensibilité de cellules cancéreuses endométriales au cisplatine?®.
Zhu et al. ont eux étudi¢ le role de RANK et AKT1 dans 78 échantillons d’ostéosarcome. Ils
ont retrouvé une expression d’AKT1 dans 74,4% des cas, et celle-Ci était corrélée a une moins

bonne survie®’.
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Le géne PRKDC, situé sur le chromosome 8, est impliqué dans la réparation de I’ADN,
notamment les coupures double brin. Dans le cancer du sein, il a été montré que des hauts
niveau d’expression de PRKDC étaient associés a un grade tumoral plus élevé, a la
chimiorésistance et a 1’invasion ganglionnaire tumorale®®. Li et al. ont eux montré que
I’inhibition de PRKDC dans des lignées cellulaires d’ostéosarcome MG63 restaurait leur

sensibilité au cisplatine et au VP16,

Le géne JAK2 est surtout connu pour son rdle dans les syndrémes myéloprolifératifs, dans
lesquels la mutation V617F est retrouvée entre 50 et 95% des cas®. La voie JAK/STAT joue
un role clé dans I’hématopoiése et la réponse inflammatoire. Lorsque la kinase JAK est
activée par phosphorylation, elle recrute des facteurs de transcription STATSs qui régulent la
transcription de genes impliqués dans le contréle du cycle cellulaire, la différenciation, la
prolifération et I’apoptose. Les données scientifiques sur le réle de JAK2 et JAK3 dans les
tumeurs solides sont plus parcellaires. Néanmoins, il semblerait que I’utilisation d’inhibiteurs
de JAK2/STATS3 in vitro et in vivo ralentirait la croissance tumorale dans des modéles

animaux d’ostéosarcomes®..

Il est intéressant de noter que la voie Mismatch Repair, bien que n’atteignant pas le seuil de
significativité, n’est représentée que chez les bons répondeurs, impliquant les génes MLHI,
PMS2 et MLH3. Il semble donc intéressant de développer des essais d’immunothérapie dans
cette catégorie de patients et aprés recherche d’instabilité microsatellitaire, compte tenu du
fait que de récentes études ont mis en évidence I’efficacité de I’immunothérapie dans les
tumeurs solides présentant une instabilité microsatellitaire®°, Ainsi dans I’étude de Le et al,
53% des tumeurs solides métastatiques présentant une instabilité microsatellitaire ont présenté
une réponse radiologique apres traitement par immunothérapie et 21% de réponses compleétes

ont pu étre observées™.
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5. CONCLUSION

Le séquencage ciblé de biopsies initiales congelées d’ostéosarcomes de patients pédiatriques
non métastatiques au diagnostic n’a pas permis de mettre en évidence une mutation ou un
géne muté de facon récurrente permettant de distinguer dés le diagnostic les bons répondeurs
des mauvais répondeurs. Ce travail confirme la trés grande hétérogenéité de ces tumeurs y
compris dans une population trés homogeéne. La voie P53 reste la principale voie d’initiation
de I’oncogenese dans les ostéosarcomes. Il est en revanche intéressant de noter qu’un peu plus
de la moitié de notre effectif pourrait se voir proposer un traitement par thérapie ciblée,
incitant a inclure ces patients dans ces essais cliniques. L’une des voies qui semble la plus
intéressante semble la voie PI3BK/AKT/mTOR, avec 25% de notre cohorte présentant une
altération dans cette voie.
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. ANNEXES

AXIN1 PAK7 CDA TAB3 RAD51 RBM10 PDGFRA GSTP1 FGF5 PTCH1 UGTS8 FOXL2 NAF1
KDM5A VHL RIOK3 DDX11 SFRP1 SETD2 KIT SMAD3 LIN7A IGF1R MET NOTCH1 MECOM
HRAS ROPNI1L CRKL KLF13 BRCA1 ARAF PCDH15 PIK3R1 TSHR CYP3A5 ROS1 TRAF2 SELL
TYMS APCDD1 SLCO1B1 STK19 CTNNB1 SMARCC1 |TBPL2 CTCF ZNF704 CYP3A4 RAD21 BRAF PHF10
RSPO4 KEAP1 LATS2 NOTCH4 CYP2A6 MSH?2 KDR SOCS6 CDH13 STK3 BHLHE40 MAGEC3 NPM1
SNTG2 BAGE CDKN2A KIF5B EP300 SPOP MAP3K1 RAD51B TCF7L1 ST8SIA4 MLL ATR TNFSF10
RAD52 SMARCA4 | CDKN2B WT1 CYP2B6 MSH6 RNF43 IFNG CCDC89 ACTL6B UBE2A PRSS1 PDK1
STK11 HCCS MAPK1 BRCA2 ETV4 NIPAL1 ERBB3 CDH1 DACH2 SIM1 INSIG2 KYNU HPGD
TERT MTOR NIPA1 DAXX AXL PORCN SMARCC2 |PREX2 BCL10 RNF19A CBL CYP11B2 NAALADL:
DLGAP2 SOCS1 PRDM9 RAD51D PHOX2B SMAD4 RAD51C MDM?2 FLRT2 ABCC2 NR1I2 TPK1 FGFR4
FOXC1 HS3ST1 SS18 PRLR KAT6A GATA1 GNAS CCND1 GRM3 CHUK GSK3B SMARCAS5 |NSD1
FGFR3 ETV6 PALB2 TBX20 LTK PRKDC PLK2 NQO1 SLITRK6 BIRC3 REG4 AFF2 NFE2L2
WHSC1 MTHFR PRKCB IL7R CCND3 PIM2 IMPAD1 MITF ABCB1 BIRC2 NOTCH2 EZH2 PIK3CA
SMARCA2 | MAP2K4 SMARCB1 | NFKBIA PLAT RB1 RPS6KB1 ANO1 NTRK2 HSPO9OAA1 |STXBP5L PDGFRB ABL2
TSC2 RAF1 GSTT1 RUNX1 EMLA MLL2 CDK4 KLHL1 NTRK3 TRAF3 SRFBP1 LATS1 ACTL6A
IGF2 CDKN1B MPP6 MLLA CYP2D6 MST1 SETD6 MED12 ABCG2 SUFU KDM2B MCL1 FLT4
DOTI1L TBC1D7 PARP4 MELK YAF2 DCC ZNF324 FXN MMP16 HSP90B1 FGFR2 SMARCD3 | SOX2
TRAF7 ETV1 KRAS MYHS CIC WDFY4 CDH20 PHLPP2 EPHA3 CYP17A1 FGF2 RND3 MAP3K13
PDPK1 FLRT3 DNMT3A NKX2-1 TMPRSS2 MSTI1R JUN MOB1B PTEN AKT1 ATAD?2 MLL3 IRF2
FOXM1 NOTCH3 WSB1 MLH1 RET BRD7 CCNB2 NEGR1 FANCA MRPS9 CHEK1 MBNL1 ETVS
GNA11 NDE1 HISTIH3B |PIM1 ABCG1 PIM3 BCL2 PKM?2 IDH2 TET2 RSPO3 RPTN TPR
TP73 NCOR1 ARID1A CDK12 VEGFA SMARCD1 |TDRD3 DPF3 BACH2 PIK3CG PPP6C ESR1 PTGS2
CREBBP NCOR1 BBOX1 ERBB2 MPL USP8 BIRC7 GRB2 ARRDC3 PRDM1 ISOC1 HRNR TLR3
MAP2K2 ABCC1 FLT3 FOXA1 ALKBH3 POLD1 SMARCD2 |MOB1A FAM190A |NTNG1 FLI1 FLG BCL6
CCND2 MYCN SULT1A1 RSPO1 XRCC1 SAV1 FAM123B |MLH3 BARHL2 ATM SMARCA1 |FLG2 ZSWIM2
KDM4B JAK3 FLT1 WHSC1L1 |KDM4A CDKN2C PTPAA1 DTX2 BLM MORC1 MYC FBXW?7 SF3B1

34



JAK2 TPMT DSG3 FGFR1 HSP90AB1 | PKHD1 PRKCA KAT6B RPS6KA5 | RSPO2 SMO IRAK1 CASP8
PMS2 NAT2 CHEK2 CYP1B1 U2AF1 CYP19A1  |MEN1 ATRX CDK6 GSTM1 MBD4 G6PD MDM4
CHD5 PIK3R2 DUSP4 DPF1 KDM6A PARP3 ESR2 ROBO2 TNKS2 KLF4 IMP4 RNF32 CTLA4
RAC1 PIK3C2G | ALK SMARCE1 |BCL3 ZNF217 DPF2 PARD6G | GPC6 IRS2 MGMT NTRK1 IKBKE
CHD4 LDHC NF1 RICTOR PTCH2 ACVR1B  |JAK1 GAB2 SMARCAD1 | DCX RADS0 ARID1B IDH1
KDMA4C PAX7 EWSR1 PIK3C3 SMAD2 BAP1 MAX WWOX DICER1 BCL2L11  |POLE PEA15 ERBB4
INSR MAPK7 NF2 TOP1 FKBP3 PBRM1 EPHAS RPTOR ABCC4 APC CHFR IGF2R RPS6KC1
RBFOX1  |CHODL MAPK3 ERG ERCC2 PPP2R1IA |RABGEF1 |ROBO1 CYP2C19 |PTPN11  |ABL1 PPM1L BARD1
TP53 RAB5A BCL2L1 BCOR ERCC1 KDMS5C CDH5 MSH3 EPHA6 PPPIR3A |PCDH10  |CD302 SMARCAL:
GATA3 PLXDC2 CCNE1 LHFP IGFBP3 OLFM4 PRKARIA | NDFIP2 ELK3 PROZ B3GATL  |GABRA6  |H3F3A
AURKB RPS6KA3  |TGFBR2  |MYCL1 ARID2 DKK1 MAP2K1  |BCL2A1 CYP2C9 PTPN22 | MYB FCGR2A | PARP1
LMO1 SLIT2 BACH1 STAT3 ZC3H13 PRKCG AR GNAQ CYP2C8  |TCF7L2 TSC1 FCGR3A  |IRS1
PTPRD VPREB1  |TEX15 AKT2 PPARA AURKA KDM2A  [TTK DUSP2 TBX3 KHDRBS3 | PARK2 SLC35F3
TNKS PARP2 PCDH7 PRX SLC19A1  |EGFR CBFB PPIF DPYD NRAS KDM3B DDR2 UGT1A1
FH

BOK

AKT3

Annexe 1 : Géne analysés
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ABCC2 DICER1 IGF1R NOTCH3 PTCH2 TNKS
ABCG2 DOTIL JAK2 NOTCH4 PTPN22 TP53
AFF2 DPYD JAK3 PALB2 PTPRD TPMT
AKT1 DTX2 KDM4A PARP3 RAD50 TPR
ALK DUSP2 KDMG6A PAX7 RAD51C TRAF3
ALKBH3 EP300 KIT PCDH15 RB1 TSC2
AMER1 EPHB3 KMT2B PCDH7 RICTOR USP8
ANO1 ERBB2 KMT2C PDGFRA RPS6KB1 WHSC1
ARAF ERBB4 KMT2D PDGFRB RPS6KC1 WWOX
ARID1A ERCC2 LTK PHOX2B SF3B1
ARID1B ETV4 MAP3K1 PIK3CA SLC35F3
ATAD2 EWSR1 MAP3K13 PIM3 SLITRK6
ATM FLG MITF PKHD1 SMARCAD1
ATRX FLT1 MLH1 PLAT SMARCAL1
CCSER1 FOXA1 MSH3 PMS2 ST20
CYP11B1 FOXM1 MSH6 POLE STAT3
CYpP1B1 GNAS NAALADL2 PPP1R3A SULT1A1
CYP2C9 HRNR NAT1 PRDM1 TBC1D7
CYP2D6 HSP90AA1 NCOR1 PRKDC TDRD3
DDX11 HSP90B1 NOTCH2 PRX TET2

Annexe 2 : Génes retrouvés mutés parmi les 24 échantillons




TPS3

TET2

ATRX

TSC2

PCDH15

ATAD2

PPP1R3A

CYP2D6

TPR

PAXT 83
KDM4A 83
SMARCALL 83
NOTCH3 83
IGF2R 83
PRKDC 0 8.3
POLE 0 8.3
RB1 8.3
TDRD3 8.3
DOT1L 0 8.3
ERCC2 83
TPMT 83
KMT28 0 8.3
RICOR | 8.3
PRX 8.3
ATM H 8.3
KMT2D 8.3

Prevalence %
(8] 100

. Feémur . Tikia

Localisation

Sexe .M asculin
Réponse . BR
Survie

.'urixra nt

Annexe 3 : Génes pour lesquels deux mutations ou plus ont été identifiées entre des échantillons différents.

Types d'altération

. Mutation faux sens
Splice

. Mutation non sens

. Frameshift deletion

. Frameshift insertion
Mon frameshift deletion

Humérus
Feminin
. MR
. Décédé
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BACCYCD PATHWRY
HCMV PATHWAY
LONGEVITY PATHWAY
IGFIMTOR PLTHWAY

GCR PATHWRY
TETRAHYDROBICPTERIN BH4 SYNTHESIS RECYCLING SALVAGE AND REGULATION
DOWNREGULATICN OF ERBBZ ERBB3 SIGNALING

P33 SIGHALING PATHWAY

P38 ME2 PATHWRY

LEBl PLTHWAY

PI3E EVENTS IN ERBB4 SIGNALING
PIP3 ACTIVATES ART SIGNALING

PI3K EVENTS IN ERBBZ SIGNALING

GABl SIGNALOSOME

PI3K ART RCTIVATION

REGULATICN OF RHEB GTPASE ACTIVITY BY AMPE
LET PHOSPHORYLATES TARGETS IN THE CYTOSOL
MTOR PATHWAY

INTERLEUEIN 4 PATHWAY

IL4 PATHWRY

1 hL i Jll

JLR STAT PATHWLRY

Gl AND 5 PHASES

ACTIVATION OF BH3 ONLY PROTEINS

PER SIGHALING PATHWAY

INTRINSIC PATHWAY FOR APOPTOSIS
PI3HYPOXIA PLTHWRY

CHEMICAL PATHWRY

BURORAE B PATHWAY

JNE MRPFE PATHWLRY

TELOMERASE PATHWRY

HIF1& PATHWRY

AUTODEGRADATICH OF THE E3 UBIQUITIN LIGASE COPL
LTM PATHWRY

BARD]1 PATHWRY

LTRERCE PATHWRY

P33 DEPENDENT G1 DNA DAMAGE RESPCNSE
G2 PATHWAY

P38 ALPHA BETA DOWNSTRERM PATHWRY
PRE NOTCH TRANSCRIPTICN AND TRANSLATION
HDAC CLASSIII PATHWRY

CTCF PLTHWAY

SERZEZF PATHWRY

leﬁ

LRF PATHWRY
EML EATHWAY
TID PATHWAY
P27 PATHWRY
P33 PATHWRY
EBE PATHWRY
Gl PATHWAY

[T

XENOBIOTICS

Annexe 4 : Voies de régulation biologiques des ostéosarcomes
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RESUME

Introduction : Les ostéosarcomes sont des tumeurs primitives osseuses rares de 1’enfant
et de I’adulte jeune. Le traitement est polymodal et agressif reposant sur la chimiothérapie
néoadjuvante, la chirurgie et la chimiothérapie adjuvante. Les patients qui, a I’issue de la
chimiothérapie néoadjuvante, auront moins de 90% de nécrose sur piéce opératoire sont
des patients mauvais répondeurs pour lesquels la survie globale a 5 ans est de 50%. Ces
patients correspondent a pres de 50% de la population traitée pour un ostéosarcome. Il
semble donc nécessaire de pouvoir des le diagnostic identifier cette catégorie de patients
afin de leur proposer dés le début de la prise en charge un traitement adapté. L’objectif
principal de ce travail a travers le séquencage d’un panel de génes est d’essayer
d’identifier des génes ou des voies biologiques distinctement régulés entre bons
répondeurs et mauvais répondeurs. L’objectif secondaire est de déterminer quelles sont les
cibles potentiellement exploitables sur un plan thérapeutique.

Matériel et méthodes : 24 biopsies pré-thérapeutiques congelées de patients pédiatriques
non métastatiques au diagnostic issus des centres hospitaliers de la Timone a Marseille, ou
de Toulouse, ont été séquencées sur le NextSeq 500 d’Illumina. Un panel de 523 génes a
été etudié, établi d’apres la publication de Kovac et al. parue dans Nature en décembre
2015.

Résultats : Aucune mutation ni gene muté de facon récurrente n’a permis de distinguer
dés le diagnostic les bons répondeurs des mauvais répondeurs. Ce travail confirme la tres
grande hétérogénéité de ces tumeurs y compris dans une population trés homogéne ainsi
que le réle clé de TP53 dans I’initiation de la sarcomatogenése. 58% de notre effectif
pourrait se voir proposer une thérapie ciblée dont 25% concernant la voie
PI3K/AKT/mTOR.

Conclusion : Le séquencage ciblé de biopsies initiales congelées d’ostéosarcomes de
patients peédiatriques non métastatiques au diagnostic n’a pas permis de mettre en
évidence une mutation ou un gene muté de fagon récurrente permettant de distinguer dés
le diagnostic les bons répondeurs des mauvais répondeurs. Il est en revanche intéressant
de noter qu’un peu plus de la moitié de notre effectif pourrait se voir proposer un
traitement par thérapie ciblée, incitant a inclure ces patients dans ces essais cliniques.

Mots clés : ostéosarcome, séquencage, cibles thérapeutiques.



