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. GENERALITES

A. L’ostéosarcome

1. Epidémiologie

L’ostéosarcome (OS) est la plus frequente des tumeurs malignes primitive osseuse (1-3). L’in-
cidence est de 3.4 nouveau cas pour 1 000 000 d’habitants par an dans le monde (4). Il existe
deux pics d’incidence en fonction de I’age. Le pic principal survient chez I’adolescent et
I’adulte jeune entre 15 et 19 ans avec une incidence maximale de 8 a 11 cas par an pour 1 000
000 habitants (5). L’OS touche alors préférentiellement les garcons (sex-ratio : 1.3 :1) (3).
L’OS est rare avant I’age de 5 ans (6). Le deuxieme pic d'incidence s’observe chez les personnes
ageées de plus de 60 ans (4). Il s’agit alors, dans la moitié des cas, d’OS secondaires développés
sur une pathologie osseuse préexistante (maladie de Paget, dysplasie fibreuse, tumeur osseuse
bénigne, infarctus osseux, ...) ou aprés radiothérapie (7,8).

2. Symptomes

La douleur est le signe clinique révélateur le plus fréquent. Elle est profonde, récurrente, pou-
vant s’étaler sur plusieurs semaines a plusieurs mois. On peut également retrouver a I’examen
clinique une masse palpable, une limitation des mouvements articulaires, des douleurs a la
mise en charge, une chaleur localisée et un érytheme (9).

Une augmentation soudaine de la taille tumorale est généralement attribuable a des change-
ments secondaires tels qu'une hémorragie intra-lésionnelle. Une fracture pathologique due a la
tumeur primitive ou a des « skips » métastases survient dans environ 5 a 10% des cas (10,11).
La presentation clinique des OS télangiectasiques et des OS a petites cellules est similaire a
I’ostéosarcome conventionnel. Les fractures pathologiques sont plus fréquentes dans les OS
télangiectasiques (30%) (12,13).

Les signes généraux traditionnels du cancer comme la perte de poids et la fievre, ne sont géné-

ralement présents que dans les OS avancés et sont peu présents chez les jeunes patients (14).



3. Topographie

Les ostéosarcomes peuvent survenir sur n’importe quel type d’os. Chez les adolescents, les OS
se développeront préférentiellement au niveau des métaphyses des os longs, prés des plaques
de croissance. La localisation la plus fréquente se situe autour du genou (30% au niveau du
fémur distal et 15% au niveau du tibia proximal). Au niveau du membre supérieur, les OS se
développent préférentiellement au niveau de I’humérus proximal dans environ 15% cas.
D'autres emplacements comme le crane ou la méchoire (8%) et le bassin (8%) sont plus rares.
Seulement 1,25% des ostéosarcomes sont d’origine costale (1).

L’ostéosarcome de la méachoire différe des autres OS des os longs par une survenue plus tardive,
un risque metastatique moins important, et une meilleure survie. Le risque de récidive locale
est par contre plus important (15).

La répartition des OS sur le squelette est resumée dans la figure 1.

Figure 1 : Répartition des OS sur le squelette humain



4. Diagnostic anatomopathologique

a. Classification histologigue OMS 2020

La nouvelle classification de I’OMS différencie les OS en fonction de leur localisation sur I’0s,
et de leur grade de malignité. Elle distingue ainsi, les OS centraux (intra-médullaire) et les OS
de surface. Les OS primitifs (centraux ou de surface) sont traités dans un chapitre différent des

OS secondaires (Tableau 1).

Tableau 1 : Classification histologique des OS dans I’OMS 2020

Sous-types Grade Fréquence
OS CENTRAUX OS central de bas grade Bas grade 1-2%
OS Conventionnel primitif 85-90 %
OS Télangiectasique Haut grade 2-12 %
OS a petites cellules 15%
OS DE SURFACE OS Paraostéal Bas grade 4 %
OS Périosté Grade intermédiaire | <2%
OS de haut grade de surface Haut grade <1%
OS SECONDAIRES | Maladie de PAGET 0,7-6.3 %
Territoires irradiées Haut grade
Infarctus ; OMC ; DF

Les OS centraux peuvent étre de bas grade (1-2%), ou de haut grade de sous type conventionnel,
télangiectasique ou a petites cellules.

Les OS conventionnels sont les plus fréquents et représentent 85-90 % de tous les OS.

On dénombre chez les OS conventionnels trois sous types principaux en fonction de la matrice
prédominante produite par les cellules tumorales (Figure 2) :

e OS ostéoblastiques (76 — 80%)

e OS chondroblastique (10 — 13%)

e OS fibroblastique (10%)



C

Figure 2 : Sous-types histologiques des ostéosarcomes conventionnels (HE)
(A) OS ostéoblastique (x20). (B) OS chondroblastique (x10). (C) OS fibroblastique (x20).



Ces différents sous-types histologiques n’ont aucune relation avec le traitement ou le pronostic
de la maladie.

D’autres variantes histologiques plus rares sont decrits dans les OS conventionnels qui posent
des problemes de diagnostic différentiel avec les autres tumeurs primitives osseuses :

¢ Riche en cellules géantes

e Epithélioide

e Ostéome-like

e Acellules claires

e Chondroblastome-like

b. Diagnostic histologique

L’OS conventionnel peut adopter des morphologies histologiques variées. L’identification
d’une matrice ostéoide d’origine néoplasique est essentielle au diagnostic. La tumeur prolifére
dans la cavité médullaire, détruit les travées osseuses et s’étend jusqu’a la corticale en infiltrant
les trous de Havers. Les cellules néoplasiques possedent souvent des atypies nucléo-cytoplas-
miques et un pléomorphisme marqué. Elles peuvent prendre un aspect fusiforme, plasmocy-
toide, ou épithélioide, mais également d’ostéocyte « bénin » notamment lorsqu’elles sont en-
tourées d’une matrice ostéoide. L’activité mitotique est habituellement augmentée, avec de
nombreuses mitoses atypiques.

La substance ostéoide (matrice osseuse non minéralisée immature) est €osinophile, d’abon-
dance variable en fonction du grade ou du sous type histologique. Dans I’OS conventionnel,
elle se présente sous la forme d’un réseau gréle dit en « dentelle » disposé entre les cellules
tumorales (Figure 3).

Figure 3 : Elaboration d’une matrice ostéoide formant un ré-
seau gréle en dentelle par les cellules ostéosarcomateuses. (OS
conventionnel de haut grade)



Les OS conventionnels ont un profil immunohistochimique peu spécifique. Les antigenes le
plus souvent exprimés sont SATB2, ostéocalcine, ostéonectine, ostéoprotégerine, RUNX2,
S100, actine et CD99 (16,17). SATB2 est un marqueur tres sensible (94%) de la différenciation
ostéoblastique et donc des ostéosarcomes mais manque de spécificité, retrouvé positif dans
d’autres sarcomes et tumeurs osseuses primitives. Cependant ce manque de spécificité (50%)
pourrait suggérer que des sarcomes de haut grade indifférenciés exprimant le SATB2 seraient
des ostéosarcomes produisant trop peu de matrice osseuse pour étre détecté au microscope op-
tique (18).

5. Etiologie et facteurs de risques

A ce jour, I’étiologie est encore méconnue méme si de nombreuses théories ont été émises a
partir d’observations expérimentales. Des facteurs de risques ont pu étre mis en évidence par

des études épidémiologiques permettant d’étoffer différentes hypothéses.

a. Croissance et poids de naissance

Différentes études ont montré qu’une taille plus élevée que la moyenne au diagnostic ainsi
qu’un poids de naissance élevé (> 4,046 g) étaient des facteurs de risque de développement
d’0S (19). Ces corrélations suggérent que les facteurs de croissance et/ ou la croissance osseuse
rapide a la fois a la puberté et in utero pourraient jouer un réle dans la pathogenese du cancer.
Le pic d’incidence chez les adultes jeunes préeférentiellement associé a un developpement mé-

taphysaire ne fait que renforcer cette hypothese.

b. Pathologies osseuses préexistantes et post-irradiation

La maladie de Paget est la principale pathologie osseuse responsable d’OS secondaire. Elle est
caractérisée par un remodelage osseux accru lié a une activité ostéoclastique anormale. Ap-
proximativement 1 % des patients pagétiques développeront un ostéosarcome. Il a été estimé
que 20 % des patients de plus de 60 ans atteints d'ostéosarcome ont une maladie de Paget

comme condition prédisposante (8).

¢. Syndromes de prédisposition génétiques

Le syndrome de Li-Fraumeni (SLF), syndrome autosomique dominant dd a des mutations du
gene suppresseur de tumeur p53 est associé a un risque extrémement élevé de cancers au cours
de la vie dont de survenue d’un OS (20). Le SLF a été détecté dans environ 5 % des cas d'ostéo-
sarcome chez les moins de 30 ans, et I'ostéosarcome est le sarcome le plus fréquent chez les

personnes atteintes de SLF (21).



Le rétinoblastome héréditaire est un trouble autosomique dominant causé par une mutation
germinale du géne RB1 provoquant un rétinoblastome bilatéral & I’age moyen de 1 an (22).
Bien que les enfants atteints de rétinoblastome héréditaire aient un excellent taux de survie, ils
présentent un risque accru de développer des sarcomes des 0s et des tissus mous, notamment
un OS (23). Ce risque est attribué a des facteurs génétiques, a la radiothérapie et a la chimio-

thérapie, la radiothérapie étant le principal facteur de risque (24).

L’incidence des OS est également augmentée dans plusieurs syndromes rares de transmission
autosomique récessive, liés a des mutations des génes des hélicases de la famille RecQ.
Le syndrome de Rothmund-Thompson est causée par des mutations germinales bialléliques dans

RECQLA4, et est fortement associée a une prédisposition aux OS (25).

Le syndrome de Bloom est caractérisé par une petite taille, une éruption cutanée par hypersen-
sibilité au soleil. Il est causé par des mutations du géne BLM, qui est une hélicase RecQ (26).
Alors que la majorité des cancers chez BLM sont des carcinomes, des leucémies et des lym-

phomes, le taux d'OS est plus élevé que dans la population générale (27).

Le syndrome de Werner, connu sous le nom de progéria adulte, est caractérisé par un vieillis-
sement prématuré, des cataractes bilatérales, de I'ostéoporose, une petite taille et des change-
ments cutanés semblables a la sclérodermie. Le syndrome de Werner est dd a des mutations du
gene WRN, qui est une hélicase RecQ, situé sur le chromosome 8pl11.1. Les patients atteints

du syndrome de Werner sont susceptibles d'étre atteints de plusieurs cancers, dont I'OS (28).

6. Altérations géenétiques

L'ostéosarcome se caractérise par une aneuploidie chromosomique trés complexe et une hété-
rogénéité a la fois intertumorale et intratumorale due a une grande instabilité chromosomique
(29). Une étude récente par séquencage haut débit a identifié 67 genes drivers différents dans
une serie de 112 OS (30). Certaines mutations, peu nhombreuses sont récurrentes tel que des
mutations de TP53 (>90%) et RB1 (50%), jouant un potentiel réle dans le développement initial
des OS (31). D’autres mutations récurrentes ont été identifieces (MDM2, ATRX et NF2).

Des anomalies du nombre de copie sont généralement observées, notamment des amplifications
dans certaines régions, avec des gains de bras chromosomiques 6p (40-50%, portant RUNX2,
VEGFA, E2F3 et CDC5L), 8q (45-55%, MYC) et 17p (32). Des délétions géniques recurrentes
comme LSAMP, DLG2 et WWOX sont aussi rapportées.



Récemment, un sous-ensemble d'OS a été décrit avec des altérations génomiques dans les genes
des voies de réparation de I'ADN, rappelant les tumeurs déficientes en BRCA1/2 (33).

Des études de séquencgage apportent la preuve que le phénomene de « chromoanagénese »
(chromothripsie/chromoplexie) serait le mécanisme moléculaire a I’origine de la complexité
chromosomique de I’OS dans > 90% des cas (30). Ce phénomene correspond a un événement
chaotique et se caractérise par une fragmentation importante et soudaine d’une partie ou de la
totalité des chromosomes, suivie d’un réassemblage aberrant. Le déclenchement du processus
lui-méme reste encore inconnu.

I semblerait déclenché par des erreurs dans la ségrégation mitotique des chromosomes (forma-
tion de micronoyaux contenant des chromosomes entiers) et associé a des mutations inactiva-
trices de TP53.

La « Kataegis », un phénomene d’hypermutations localisées, est aussi rapporté dans 50% des
OS (31).

7. Prise en charge thérapeutique

La prise en charge thérapeutique des patients atteint d’OS est discutée en réunion de concerta-
tion pluridisciplinaire (RCP) mettant en coordination plusieurs spécialistes tel que des onco-
logues, radiologues, chirurgiens, pathologistes... La RCP a lieu avant la biopsie puis apres la
fin de la chimiothérapie néoadjuvante lorsqu’elle est réalisée. Le bilan préopératoire d’exten-
sion local repose sur une premiere imagerie par résonnance magnétique (IRM) réalisée avant la
biopsie diagnostique, puis une autre fois 6 semaines avant la chirurgie. Une tomodensitométrie
(TDM) thoracique a la recherche d’une possible localisation secondaire est également souvent
réalisée.

Avant les années 1970, les patients atteints d'OS de haut grade étaient uniquement traités par
chirurgie, avec une survie sans événement estimée a 20 % (34). Depuis, est associée a la chi-
rurgie une chimiothérapie. La chimiothérapie multimodale a augmenté la survie sans maladie a
5 ans de 10%-20% a > 60%. Dans les protocoles et directives européennes actuelles, la chimio-
thérapie est utilisée avant et aprés la chirurgie (35).

Depuis I’avénement de la chimiothérapie dans la prise en charge des OS, les taux de survie
n‘ont pas évolué au cours des quatre derniéres décennies, et le pronostic reste médiocre pour
25% des patients souvent en rechutes métastatiques. Par conséquent, I'amélioration des théra-

peutiques reste un objectif majeur pour augmenter la survie des patients.



a. Chimiothérapie

En France, le schéma de chimiothérapie utilisé pour le traitement dépend de I'age. Les en-
fants/adolescents sont traités avec la combinaison de méthotrexate (MTX), étoposide et ifosfa-
mide (M-EI), (36) tandis que les adultes recoivent une combinaison de doxorubicine, cisplatine
et ifosfamide (API-Al) (37). Ces protocoles constituent la chimiothérapie néoadjuvante de I’an-
cien essai clinique randomisé de phase 111 Sarcome-09/0S2006 (38) ainsi que de I’essai actuel
de phase Il Sarcome-13/0S2016 (39). La durée moyenne du traitement avant chirurgie est de
13 semaines.

La chimiothérapie adjuvante est adaptée au statut métastatiqgue au moment du diagnostic et,
pour les patients ayant une maladie localisée, au niveau de la réponse histologique a la chimio-

thérapie neoadjuvante selon le grading de Huvos et Rosen.

b. Chirurgie

La prise en charge chirurgicale arrive rapidement apres la fin de la chimiothérapie néoadju-
vante. L’opération devra étre supervisée par une équipe chirurgicale spécialisée et expérimentée
dans les tumeurs osseuses. Une résection/reconstruction dans le méme temps sera privilégiée
par le chirurgien dans la mesure du possible. Les techniques conservatrices visent a exciser
largement la tumeur en respectant des marges minimales de 2 mm selon les recommandations
du GROUPQS et du GSF-GETO/RESOS (40). 1l est egalement préférable que la résection em-
porte le trajet de la biopsie afin de réduire le risque de récidive locale. Si cela ne peut étre
réalisé, I'amputation est alors indiquée.

La reconstruction fait appel aux techniques utilisées habituellement en chirurgie orthopédique :
ostéosyntheses, greffes osseuses (auto et allogreffe), protheses plus ou moins massives, asso-
ciation de prothéses et d’allogreffes (reconstruction composites), péroné vascularisé, arthro-
dése... Le choix de la méthode se fera en fonction de I’age du patient, de la localisation et du
pronostic.

Une fracture pathologique est associée a une diminution de la survie dans les OS, mais n’im-
pligue pas nécessairement une amputation. Dans le cas de tumeurs répondant bien au traitement
néoadjuvant, on peut espérer une réduction de I'hématome fracturaire et ainsi permettre une

résection/reconstruction (41).

¢. Evaluation anatomopathologique

La piéce opératoire est envoyée au laboratoire de pathologie. La prise en charge anatomopatho-
logique de la piece (42) fait I’objet d’un protocole qui doit permettre d’évaluer la réponse a la



chimiothérapie néo adjuvante, la qualité des marges de résection et la présence ou I’absence

d’embole intravasculaire (43).

Protocole macroscopigue :

La premiere étape du protocole consiste & orienter et mesurer la piece. Pour les os longs, une
coupe médiane totale passant par le plan frontal de la piéce sera effectuée. Sur les deux hémi-
piéces restantes, deux plans de coupe perpendiculaires a la premiere tranche de section frontale
seront faits suivant un plan longitudinal ou transversal. La tumeur est mesurée dans ses plus
grandes dimensions. Une photographie des différentes sections sera ensuite effectuée pour car-
tographier de facon précise les différents prélévements.

La tranche de section frontale et les deux demi-tranches de sections perpendiculaires sont dé-
coupées selon un quadrillage, puis incluses en totalité dans des petits ou grands blocs selon les
cas.

Les différents prélevements sont repérés et orientés sur la photographie des tranches de section

ou sur un schéma (Figure 4).

Figure 4 : a, b, ¢ : protocole de recoupe d’un os long aprés traitement par chimiothérapie ; d : pro-
tocole de recoupe d’un os plat apres traitement par chimiothérapie (Gomez-Brouchet, GSF-
GETO/RESOS, 2019)
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d. Evaluation de la réponse a la chimiothérapie

L’évaluation de la réponse a la chimiothérapie, se fera par analyse microscopique des différents
prélevements en grille effectués sur les tranches de section (Figure 4). Le pourcentage de cel-
lules nécrosées sera calculé sur chacun des prélevements. Une moyenne arithmétique des dif-
férents pourcentages obtenus sur chacun des prélevements est ensuite réalisée permettant de
définir le grade de Huvos et Rosen (44,45) (Tableau 2 ; Figure 5).

Tableau 2 : Evaluation de la réponse a la chimiothérapie selon la classification de Huvos et Rosen

A B

Figure 5 : Evaluation de la réponse a la chimiothérapie selon la classification de Huvos et Rosen.
(A) Bonne réponse : absence de cellule tumorale viable résiduelle.
(B) Mauvaise réponse : persistance de cellules tumorales viables.

e. Radiothérapie

L’OS est une tumeur qui est peu radiosensible. En premiére intention, la radiothérapie ne fait
pas partie des options thérapeutiques lorsque la tumeur est résécable. Cependant elle peut, en
association avec la chimiothérapie, étre utilisée lorsque la résection est non réalisable ou in-
compléte permettant ainsi un meilleur contréle local de la maladie (46). La radiothérapie sté-
réotaxique d'ablation (SBRT) donne de trés bons résultats dans le contréle local des métastases
pulmonaires avec des doses peu toxiques (47). La radiothérapie peut étre egalement utilisée a

visée antalgique pour les métastases osseuses douloureuses (48).
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8. Facteurs pronostiques
a. Métastases

La présence de métastase au cours de la maladie impacte fortement le pronostic. Les patients
qui presentent une maladie métastatique ont une survie globale d’environ 20 a 30% contre 70 a
80% chez les patients non métastatiques (49).

Elles sont dans plus de la moitié des cas de localisation pulmonaire. Elles peuvent également
étre de localisation osseuse soit sur le méme os (skip métastase) soit a distance. Le fait que la

métastase soit résécable améliore le pronostic (50).

b. Réponse a la chimiothérapie

Le deuxiéme facteur pronostic le plus important pour la survie dans I’OS est la réponse a la
chimiothérapie. Cette évaluation de la réponse thérapeutique est décrite dans un paragraphe
plus haut dans le texte. Les patients présentant une nécrose supérieure 90% ont une meilleure

survie globale par rapport a ceux qui ont une réponse histologique inférieure (51).

¢. Autres facteurs

Plusieurs études ont mis en avant d’autres facteurs de mauvais pronostics chez les patients at-
teint d’OS comme un &ge avance, le sexe masculin, la taille tumorale, la localisation axiale, une
amputation ou I’absence de résection (52). L’évaluation de la qualité des marges de résection
ainsi que la détection de possibles emboles sur la piéce de résection peuvent également avoir

un impact sur le pronostic (53,54).

d. Limites des facteurs pronostics actuels

Aujourd’hui, les outils pronostiques histologiques sont limités car ils n’interviennent qu’apres
I’analyse de la piece opératoire. A ce stade, les possibilités thérapeutiques sont plus restreintes
apres une chimiothérapie néo-adjuvante et une résection chirurgicale. L’élaboration d’un score
pronostique pré-thérapeutique au moment du diagnostic est nécessaire, ce qui permettrait de
s’orienter vers un traitement plutdt qu’un autre. La forte hétérogénéité intra et inter tumorale ne
facilite pas I’élaboration d’un tel score. Le microenvironnement tumoral joue un rdle important
dans le développement tumoral ainsi que dans la réponse au traitement. Plusieurs équipes,
comme celle de Gomez-Brouchet et al, ont identifiés des facteurs pronostics liées au TME (55).
L’étude et la compréhension de ce TME devrait permettre d’utiliser efficacement les nouvelles
thérapies développées (anti-checkpoint immunitaires, immunomodulateurs, inhibiteurs de ty-

rosine kinase (TKi) ...).
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B. Le microenvironnement tumoral

1. Généralités

Figure 6 : Les caractéristiques du cancer (adapté de Hanahan & Weinberg).

Le concept de microenvironnement tumoral (TME) remonte a 1863, lorsque Virchow a émis
I’hypothése d’une relation entre I'inflammation et le cancer, et a 1889, lors de I'émergence de
la théorie de Paget du "seed and soil". Cette derniere théorie impliquait que I'initiation et la
progression du cancer se concentraient non seulement sur la cellule cancéreuse, "la graine",
mais aussi sur "le sol”, dans lequel elle puisait ses nutriments, son oxygeéne et les signaux né-
cessaires a sa croissance et a son développement. En 2011, Hanahan et Weinberg ont rajouté a
la liste classique des 6 caractéristiques biologiques acquises responsables du développement en
plusieurs étapes du cancer, deux autres caractéristiques : la reprogrammation du métabolisme
énergétique et I’évitement de la destruction immunitaire. 1ls ont ainsi introduit la notion que les
tumeurs présentaient une autre dimension de complexité qui était de contenir des cellules du
microenvironnement apparemment normales, qui contribuaient au développement tumoral (Fi-
gure 6). La compréhension du TME est ainsi devenue ces dernieres années un sujet de recherche
privilégié (56). Le TME est composé d’une proportion variable de cellules tumorales, de cel-
lules stromales (fibroblastes, cellules endothéliales, cellules immunitaires), de cytokines et de
chimiokines, dans les cancers. Le tissu osseux est un milieu complexe ou, différentes popula-
tions cellulaires interagissent pour maintenir I’hnoméostasie osseuse, telles que les cellules du
remodelage osseux, les cellules souches mésenchymateuses (CSM), les cellules immunitaires,
les cellules hématopoiétiques, et les cellules du microenvironnement vasculaire. Dans les can-
cers et dans I’ostéosarcome, la progression, l'invasion, la survenue de métastases et la résistance

aux traitements des cellules tumorales sont liées a I'interaction bidirectionnelle entre les cellules
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tumorales et le TME, mais aussi avec la matrice extracellulaire (MEC), les cytokines et chimio-
kines du TME (57).

Nous allons ici exposer les spécificités du microenvironnement tumoral osseux en décrivant les
sous-populations cellulaires les plus importantes décrites dans le microenvironnement de I’OS,

ainsi que les axes thérapeutiques qu’elles laissent entrevoir.

2. Remodelage osseux

Le microenvironnement osseux joue un réle important dans le développement des OS ou il est
clairement établi qu’il existe une dérégulation du remodelage osseux orchestré par la balance
RANKL/OPG (RANKL activateur des ostéoclastes (OCs) et de la résorption osseuse, exprimé
par les ostéoblastes et présent sous forme soluble et OPG qui inhibe [I’interaction
RANK/RANKL en séquestrant RANKL, favorisant la formation osseuse). En effet, les cellules
cancereuses piratent le microenvironnement tumoral en faveur d’une augmentation de la ré-
sorption osseuse médiée par les OCs, afin qu’il devienne favorable a leur développement. L’0s-
téolyse est mediée par une hyperactivité des OCs, consécutive a la sécretion de différents fac-
teurs pro-ostéoclastiques d’origine tumorale, tels que RANKL, I’Interleukine 6 (IL-6), I'IL-11,
le TNFo (Tumor Necrosis Factor a), les BMPs (Bone Morphogenetic Protein) ou la PTHrP
(parathyroid hormone related protein). Ces différents facteurs auront une action directe, ou in-
directe sur les OCs via I’activation des ostéoblastes qui augmentent en réponse, la production
de RANKL (Figure 7). A la suite de ce processus, les facteurs de croissance piégés dans la
matrice osseuse, tels que le facteur de croissance transformant-p (TGF-p), sont libérés dans le
microenvironnement osseux et stimulent la croissance tumorale et la progression métastatique
(58). Il s’installe alors un cercle vicieux entre la résorption osseuse impliquant les ostéoblastes
et les OCs et la prolifération des cellules tumorales, permettant un développement rapide de la
tumeur (59).
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Figure 7 : Cercle vicieux établi entre les cellules tumorales et les cellules responsables du remode-
lage osseux au cours du développement des ostéosarcomes (Verrecchia and Rédini, 2018).

Pistes thérapeutiques :

Le role délétere des OCs dans le développement des ostéosarcomes a été mis en évidence dans
des modéles murins en montrant que la prolifération des cellules ostéosarcomateuses primitives
et la survenue de métastases étaient réduite en traitant les animaux par de I’acide zolédronique
(ZA), inhibiteur puissant de la résorption ostéoclastique (60,61) (62—64). A la suite de ces ré-
sultats prometteurs (59), I’essai clinique de phase 111 (0S2006) a été ouvert en France en 2007,
pour étudier I'impact de I'ajout de ZA aux thérapies conventionnelles (chirurgie et chimiothe-
rapie) sur la survie des patients atteints d’ostéosarcomes. Malheureusement, I'étude a été stop-
pée en 2014 du fait de I’absence d’amélioration de la survie sur les analyses intermédiaires,
plus mauvaise a 3 ans chez les patients traités par ZA (quel que soit I'dge des patients ou la
réponse histologique) (44). Ces résultats négatifs ont par la suite été corroborés par une étude
chinoise effectuée sur 798 patients atteints d’osteosarcomes (69).

D’autres agents anti-ostéoclastiques, comme le Denosumab, anticorps dirigé contre RANKL,
surtout utilisé pour le traitement des métastases osseuses, du myélome multiple ou des tumeurs
a cellules géantes, ont donné des résultats prometteurs sur un cas d’OS vertébral inopérable en
association avec du Sorafenib (Multi-Kinase Inhibiteur, MKI). Ce dernier fait I’objet d’une
nouvelle étude en situation de récidive tumorale (NCT02470091) (65). A I’inverse, plus récem-
ment, il a été montré sur différentes lignées cellulaires (MG63 and U-2 OS) (66), que I’utilisa-
tion du Denosumab en association avec la doxorubicine était délétere, car induisait une inhibi-
tion de I’effet antitumoral de la doxorubicine. L’ensemble de ces données soulignent la diffi-

culté de transposer les résultats précliniques obtenus dans des modeles, chez I’homme.
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3. Cellules Souches Mésenchymateuses

Les CSM de la moelle osseuse sont les cellules souches progénitrices pouvant se différencier
soit en ostéoblastes soit en chondroblastes sous I’action de différents facteurs de transcription
specifiques (RUNX2, SP7...) (67). La différenciation des CSM en ostéoblastes matures im-

pligue une série complexe d'étapes de prolifération et de différenciation (68).

Les CSM sont les éléments clés du processus d’oncogénése de I’ostéosarcome. Les contro-
verses sur la nature de la cellule (CSM ou cellule déja différenciée en ostéoblaste), a I’origine
de I’ostéosarcome persistent, car la distinction entre les CSM qui ont le potentiel de se diffé-
rencier en ostéoblastes dans un microenvironnement osseux spécifique, et les ostéoblastes qui
sont les cellules précurseurs des cellules OS, est non résolue. 1l a été clairement démontré dans
différentes etudes, que différentes mutations génétiques comme la surexpression du gene c-
MYC et une perte de Rb, dans des CSM humaines étaient associées a la tumorigénése de I’OS
(69), et que le stade de différenciation des CSM (70), la source tissulaire des CSM (70) et les
modifications du microenvironnement osseux a des stades spécifiques de différenciation pou-
vaient influencer la transformation maligne des CSM en cellules ostéosarcomateuses (71).
Ainsi, il est préférable d’attribuer I’origine cellulaire de I'OS a « une population de CSM »

soumise a un stress oncogeéne spécifique, a un stade de différenciation spécifique.

Les CSM ont différentes propriétés et vont interagir avec les autres acteurs du TME pour favo-
riser la sécrétion de cytokines et activer différentes voies de signalisation responsables de la

prolifération et du processus métastatique de I’ostéosarcome.

Au contact des cellules tumorales, les CSM peuvent se différencier en « Fibroblastes associees
aux cancers » (CAFs). Les CAFs ont une grande influence sur la composition du TME et la
composition de la matrice extracellulaire (MEC) qu’ils produisent. La MEC, en constituant
I’architecture du TME est impliquée dans les communications intercellulaires, I’adhésion cel-
lulaire et par voie de conséquence, via ses modifications, contribuent a I’initiation, la progres-
sion, et la dissémination métastatique des cellules ostéosarcomateuses (72). La MEC représente

ainsi une nouvelle cible thérapeutique (73).

Les CSM possédent des fonctions pro-inflammatoires mais également immunomodulatrices.
Dans le TME, les CSM vont adopter un phénotype immunomodulateur pour fagonner un envi-
ronnement favorable au développement tumoral (74). Les CSM favorisent la libération de cy-

tokines et de chimiokines. Les cytokines et les chimiokines, telles que le facteur de croissance
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transformant (TGF)-B, le facteur de nécrose tumorale (TNF)-a et 'interféron—y jouent un role
crucial dans I'ontogénie tumorale. Les chimiokines dérivées des BMSC (CXCL1, CXCL2 ou
CXCL12), favorisent la prolifération du cancer en se liant aux récepteurs CXCR2 et CXCR4.
CXCL12, en se liant a CXCR4 et CXCRY7, régule la transcription de genes impliqués dans
I'inflammation, la survenue de métastases cancéreuses dans I’ostéosarcome et sont associées a
une mauvaise survie globale. Han et al ont montré que I’invasion des cellules ostéosarcoma-
teuses était nettement augmentée dans un systeme de co-culture BMSC/cellules OS (LM8) en
présence de CXCL12/CXCR4, et que I’invasion n’était pas contrdlée en utilisant un inhibiteur
spécifigue de CXCR4 (AMD3100), du fait d’une compensation par une surexpression de
CXCRY7, ouvrant des perspectives thérapeutiques en agissant via les CSM, sur la régulation des
interactions entre CXCR4 et CXCR7 (75).

Les CSM peuvent aussi favoriser la progression, le développement tumoral et la résistance aux
traitements tels que la chimiothérapie et la radiothérapie, en activant I’expression des génes liés
a I’hypoxie comme le facteur 1 inductible par I’hypoxie (HIF-1). Ce dernier est responsable
d’une adaptation cellulaire et de I’angiogénése hypoxique péritumorale via I’activation de genes
cibles (VEGF et GLUT1).

Comme précédemment décrit, les CSM jouent ainsi un role majeur dans lacommunication entre
les cellules tumorales et leur microenvironnement (CAFs, cytokines, chimiokines...) (76).
Cette communication se fait principalement par la sécrétion et I’absorption de vésicules extra-
cellulaires (VE) par les cellules tumorales mais également par les CSM (Figure 8). Les VE sont
des vésicules a I'échelle nanométrique (exosomes et microvésicules) dont le réle est central
dans le développement, la progression, le processus métastatique de I’ostéosarcome et la résis-
tance aux traitements. En fonction du milieu dans lequel les VE sont exposées, elles vont libérer
des acides nucléiques (ADN, ARNm et miARN), des protéines, des métabolites et des lipides
(77).

L’activation des voies de signalisation (Akt, STAT3) stimulées par la sécrétion de cytokines
régulatrices (TGF-B, IL-6, VEGF, HIF-1) dans le TME va favoriser la croissance tumorale et
la dissémination métastatique (78,79). Les miARN présents dans les VE facilitent aussi le dé-
veloppement tumoral en régulant I’expression de génes cibles au niveau post-transcriptionnel
(80).
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Figure 8 : Effets des cellules souches mésenchymateuse (CSM) sur les cellules d'ostéosarcome
(OS) et la communication cellulaire (Xingyu Chang et Al, New perspective into mesenchymal stem
cells: Molecular mechanisms regulating osteosarcoma, Journal of Bone Oncology 2021)

Pistes thérapeutiques :

Les CSM, du fait de leur caractéristiques uniques (propriété d’homing, cellules multipotentes
dotées de VE), peuvent étre modifiées et transformées en vecteurs biologiques, chargées de
médicaments ou de genes anticancéreux, et transfectées pour traiter de facon ciblée les cellules

tumorales ostéosarcomateuses.

Des thérapeutiques basées sur la capacité migratoire des CSM sur le site tumoral et les nouvelles
thérapeutiques ciblant la triade RANKL/RANK/OPG sont actuellement en développement.
Qiao et Al (81) ont montré que des CSM transfectées avec un adénovirus du gene OPG (MSC-
OPG) pouvaient migrer vers le TME et exprimer la protéine OPG ayant comme effet d’inhiber
la destruction osseuse et réduire la croissance tumorale.

Des molécules capables de bloquer I’activité paracrine des CSM pro-oncogenes (aussi appelées
CSM-éduquées par la tumeur) ont été développées, et sont a I’étude. Elles pourraient ralentir la
progression tumorale (82). Le ciblage des CSM d’origine adipeuse (AD-CSM), favorable a la
progression des cellules ostéosarcomateuses est aussi une piste thérapeutique intéressante pour
empécher la progression tumorale.

D’autres traitements ciblant les VE sécrétées par les CSM sont aussi en voie d’exploration (83).
En effet, I’utilisation des CSM, méme si prometteuse, doit étre optimisée car peut étre toxique
ou inefficace du fait d’une cinétique de libération variable du médicament. L’utilisation des

CSM-exos, c’est-a-dire des exosomes dérivées de CSM offrent de nouvelles perspectives, du
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fait de leur isolement et stockage, plus simples, et de leurs propriétés : faible volume, moindre
immunogénicité. Qin F et al ont montré que les exosomes issus des CSM osseux (BMSC-Exo0s)
pouvaient en transportant miR-208 induire la migration, la survie et la capacité de clonage des
cellules ostéosarcomateuses (84). A I’inverse, les BMSC-Exos en transportant miR-206 peu-
vent inhiber la prolifération, la migration et I’invasion des cellules ostéosarcomateuses, en in-

duisant leur apoptose.

4. Angiogenese

La néo-angiogenese est essentielle a la croissance tumorale et a sa dissémination métastatique,
par I’apport de nutriments et d’oxygene, et en favorisant I’intra-/extravasation de cellules can-
cereuses. Le réseau vasculaire tumoral utilise des moyens physiologiques pour se développer
mais également d’autres mécanismes plus spécifiques des tumeurs tel que la vasculogénése ou
le mimétisme vasculaire (85). Les OS sont des tumeurs osseuses richement vascularisées qui se
développent dans un microenvironnement hypoxique et acide propice a une angiogenése tumo-
rale par la sécrétion de facteurs de croissance angiogénes conduisant a un déséquilibre de la
balance pro-/anti-angiogénique. L’hypoxie provoque I’expression de I’HIF-1a (hypoxia-induc-
tible factor-1a) formant un facteur de transcription actif du VEGF. Le VEGF (vascular endo-
thélial growth factor) est le principal facteur stimulant I’angiogenése. 1l favorise la croissance
des cellules endothéliales, la maturation et la formation de nouveaux vaisseaux en interagissant
avec son récepteur transmembranaire (VEGFR) sur les cellules endothéliales (86). L’ expression
du VEGF est corrélé au niveau d’angiogenése et permet d’évaluer I’importance pronostique de
I’angiogenése dans les OS. L'expression du VEGF-A (par immunohistochimie) dans les ostéo-
sarcomes a été associée a un risque plus élevé de métastases pulmonaires et a une survie plus
faible (87). En outre, il a été démontré que I'amplification du gene VEGFA était un facteur de
mauvais pronostic pour la survie sans récidive. Ces résultats ont suscité un intérét pour les mé-
dicaments ciblant la voie du VEGF afin d'améliorer le pronostic des OS. Paradoxalement, I’ex-
pression de VEGF augmente la densité en micro vaisseaux et peut contribuer a la pénétration
des chimiothérapies dans la niche tumorale lors de la chimiothérapie néo adjuvante, d’ou I’as-

sociation du VEGF avec une bonne réponse a la chimiothérapie dans les OS (88).

Pistes thérapeutiques :

L’ angiogenése apparait comme une cible thérapeutique intéressante pour I’OS pouvant étre
touchée a difféerents niveaux pour limiter la croissance et la dissémination de la tumeur. Plu-

sieurs inhibiteurs de la voie de signalisation du VEGF ont été développés comme un anticorps
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spécifique du VEGF A, le bévacizumab, qui prévient I’interaction entre le VEGF et ses récep-
teurs VEGFRL1 et 2, limitant ainsi I’initiation de I’angiogenése. Néanmoins, un essai de phase
Il associant le bévacizumab et la chimiothérapie classique chez des patients atteint d’OS loca-
lisés n’a pas mis évidence d’amélioration de la réponse histologique ni la survie sans évenement
(89). Les essais cliniques les plus prometteurs ont été ceux incluant des agents anti-angiogé-
niques ciblant les VEGFR, comme le sorafenib seul ou associé a I'everolimus, un inhibiteur de
mMTOR2 (90). Ces essais publiés par I'ltalian Sarcoma Group dans les cas d’OS récidivant ont
montré une augmentation de la survie sans progression de 4 a 6 mois pour 43 a 46 % des pa-

tients.

Figure 9 : Les différentes voies du VEGF dans I'ostéosarcome et cibles thérapeutiques potentielles
(Assi et Al. Targeting the VEGF Pathway in Osteosarcoma. Cells. 2021)

5. Cellules immunitaires

Le TME immunitaire dans la plupart des sarcomes est tres hétérogene, composé essentiellement
des macrophages associés aux tumeurs (TAMs) (55,91), de cellules dendritiques, de cellules
myéloides, d’OCs et de lymphocytes T/B. Les cellules tumorales sont capables de moduler le
recrutement, la prolifération et la différenciation de ces cellules immunitaires afin de permettre

la mise en place d’une immunosuppression locale, plus propice au développement tumoral (92).
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a. Lymphocytes infiltrant les tumeurs (TILS) :

Les TILs représentent la deuxiéme plus grande population cellulaire du paysage immunitaire
des sarcomes osseux apres les TAMs (93).

Les TILs sont des lymphocytes T présentant une spécificité immunologique plus élevée contre
les cellules tumorales par rapport aux lymphocytes non infiltrants la tumeur (94). lls ont la
capacité de reconnaitre et de détruire les cellules présentatrices d'antigénes tumoraux (CPA) en
tant que lymphocytes T cytotoxiques CD8+, et peuvent réguler la réponse immunitaire en tant
que lymphocytes T auxiliaires CD4+. Les cellules tumorales peuvent inhiber ces fonctions par
la sécrétion de molécules immunosuppressives et par I'activation de check points immunitaires
dont les plus connus sont CTLA-4 et PD-1 (94,95). La liaison de PDL-1, exprimé par les cel-
lules tumorales, sur les lymphocytes T inhibe leurs activités cytotoxiques et contribue donc au
développement d’un microenvironnement immunosuppresseur au contact de la tumeur. Des
études ont rapporté qu'une faible quantité de lymphocytes T CD8+ sur les biopsies initiales
semblait étre associée a une augmentation des métastases de I'OS (55,96). Des méta-analyses
ont montré une association significative entre I’expression de PDL-1 dans les échantillons tu-
moraux avec la survie globale des patients et le risque de métastases dans les sarcomes 0sseux
(97,98). D’autres études ont montré que les OS n’exprimaient que trés peu PD-1/PDL-1
(55,99,100), limitant I’effet thérapeutique des immunothérapies.

Pistes thérapeutiques :

Le développement récent d’inhibiteurs des checkpoints immunitaires a fait I’objet d’études dans
les ostéosarcomes dans des essais de phase | et 11.

L’essai clinique de phase Il SARC028 (NCT02301039) a testé I’efficacité du pembrolizumab
(MK3475), un anticorps ciblant le récepteur PD-1 exprimé par les lymphocytes T, chez des
patients atteints de sarcomes des tissus mous ou du tissu 0sseux avances. Les premiers résultats
sont peu concluant pour les ostéosarcomes puisque seul un patient (1/22) présentait une réduc-
tion de plus de 30% de la lésion tumorale observee (101). L’essai clinique frangais de phase 11
PEMBROSARC (NCT02406781) a confirmeé que I’inhibition de PD-1 ne semblait pas efficace
pour les patients atteints d’ostéosarcome (102).

Dans un essai clinique de phase | sur des tumeurs solides pédiatriques de stade avancé, 6 des
33 patients ont vu leur progression stabilisée par l'ipilimumab (anti-CTLA4), dont 2 (25%) des
8 patients atteints d'OS avec des effets immunitaires indésirables acceptables (103).

Une étude a montré que I'expression de PD-1 sur les TILs CD8+ était significativement dimi-
nuée apres l'utilisation d'un anticorps anti-PD-L1 chez des souris atteintes d'un cancer du sein
métastatique, mais que I'expression de CTLA-4 était augmentée, suggérant que PD-L1 et
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CTLA-4 pourraient avoir un effet complémentaire dans la suppression des réponses immuni-
taires médiées par les lymphocytes T cytotoxiques (104) et encouragent a utiliser des stratégies
thérapeutiques combinées. Blattman et al. ont rapporte que l'utilisation du blocage des anticorps
a-CTLA-4 et a-PD-L1 entrainait un contrdle complet de I'OS métastatique et la prévention de
I'échappement immunitaire de I'OS chez la moitié des souris traitées (105). Des essais portant
sur le blocage des checkpoints immunitaires combiné a une chimiothérapie adjuvante et néo-
adjuvante ou a une thérapie ciblée dans les OS sont en cours, tels que camrelizumab associé a
I’apatinib (NCT03359018) et pembrolizumab associé a I’axitinib (106).

b. Macrophages associés aux tumeurs (TAMS) :

Précédemment, nous avons montré, comme d’autres équipes, qu’a I'échelle tissulaire, le TME
des OS était riche en TAMs et en OCs, et pauvre en lymphocytes CD8+ cytotoxiques, renfor-
cant I’idée que les cellules tumorales favorisent un microenvironnement immunosuppresseur,
les rendant résistantes aux checkpoints inhibiteurs (55,107-109) (110)(111). Le TME de I’OS
est complexe a étudier en raison de I'implication supplémentaire, aux cellules habituelles du
TME, de cellules du remodelage osseux, comme les OCs impliqués dans la résorption osseuse
(112) , et issus de la différenciation des monocytes/macrophages sous I’influence de facteurs
de stimulation macrophagiques (CSF-1 ou M-CSF) et de RANKL (113). Cette complexité est
renforcée par le fait que I’on ne dispose pas de marqueurs spécifiques distinctifs des différentes
populations macrophagiques et des OCs. Classiquement, les TAMs sont divisés en deux sous-
types, M1 et M2, en fonction de leur polarisation. Les macrophages polarisés M1 sont définis
comme ayant une activité pro-inflammatoire anti-tumorale tandis que les macrophages polari-
sés M2 comme ayant une activité anti-inflammatoire pro-tumorale (107,114), avec une capacite
pour ces 2 sous types, de switcher d’une polarisation a I’autre en fonction de différents facteurs
mécaniques, vasculaires, et cellulaires (115). Dans différents modeles in vitro et in vivo, il est
observeé que le phénotype M2 va favoriser la transition épithélio-mésemchymateuse (TEM) et
contribuer a la progression tumorale et a la dissémination metastatique (116,117). Chez la sou-
ris, I’équipe de Cheng et al. ont trés récemment démontré, que les exosomes provenant des
cellules ostéosarcomateuses, induisaient la polarisation M2 des macrophages et favorisaient
I'invasion et les métastases par l'intermédiaire de Tim-3 (118).

Différentes études in vivo et chez I’lhomme, ont montré que les OCs étaient associés a un plus
mauvais pronostic (55,107-109), et que certains sous types de macrophages étaient associés a
un meilleur pronostic dans les OS (55). Les marqueurs les plus fréquents, utilisés pour caracte-
riser les macrophages M1 et/ou M2, sont le CD68, plut6t considéré comme un marqueur pan-

macrophages ou comme un marqueur des macrophages polarisés M1, mais qui marque aussi
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les OCs (119), et le CD163 plut6t considéré comme marqueur macrophagique de polarisation
M2 (120). Grace a I’analyse immunohistochimique des populations macrophagiques et ostéo-
clastiques des biopsies de patients inclus dans des TMAs de I’essai clinique OS 2006, et de
I’analyse du profil évolutif de cytokines inflammatoires associées a la lignée myéloide (CSF-
1R et TRAP), dosées dans le sérum de ces mémes patients, nous avons donné une explication
a la résistance de I’OS au traitement par le Zometa, biphosphonate a activité anti-ostéoclastique.
Nous avons confirmé que les OCs étaient associés a un plus mauvais pronostic et avons démon-
tré que dans le groupe de patients avec un haut niveau de TRAP (marqueur de I’activité ostéo-
clastique) au diagnostic, c’est-a-dire dans des tumeurs trés ostéolytiques, il existait une meil-
leure réponse au traitement par chimiothérapie. Malheureusement sur I’ensemble de la cohorte,
nous avons montré que I’action bénéfique du Zometa était contrebalancé par un effet déletere
sur certaines populations macrophagiques protectrices marquées CD163.

Par une approche en immunohistochimie multiplexe, sur la collection OS de I’'lUCT (OSNew),
nous avons observé que la répartition des populations macrophagiques différait en fonction de
la production osseuse tumorale. Ainsi, les macrophages CD163+/CD68- étaient surtout locali-
sés dans les territoires ostéoformateurs, et les ostéoclastes matures CD163-/CD68+, surtout
présents dans des territoires cellulaires (ostéolytiques). De plus nous avons identifié une popu-
lation de cellules de la lignée macrophagique, co-marquée CD163+/CD68+ de distribution ho-
mogene et de polarisation indéfinie au sein des territoires tumoraux, avec un réle vraisembla-
blement déterminant en fonction des interactions cellulaires et des contraintes mecaniques et

vasculaires, dans le statut évolutif et la réponse aux traitements (121).
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Figure 10 : (A) Le déséquilibre des ostéoclastes, des macrophages et des cellules bipotentes impli-
qués dans le remodelage osseux tumoral dans l'ostéosarcome (B) Effet inhibiteur de I'acide zolédro-
nique (ZA) sur les ostéoclastes CD68+/CD163- déléteres et les macrophages (Gomez-Brouchet et
Al, 2021).

Récemment, le séquencage d’ARN unicellulaire (sScCRNA-seq) s'est révélé prometteur dans I'ex-
ploration de I'hétérogénéité intra-tumorale d'une variéteé de cancers, et dans I’étude des interac-
tions cellulaires entre cellules tumorales et microenvironnement tumoral (30). L'étude tradition-
nelle du transcriptome « transcriptome bulk », effectuée sur des échantillons tissulaires tumo-
raux est basée sur le mélange des populations cellulaires, ce qui ne permet pas d’identifier spé-
cifiguement les différents types cellulaires et de caractériser précisément la complexité de I’hé-
térogeénéité intratumorale des tumeurs. Les nouvelles techniques de séquencage de I'ARN en
cellule unique (scRNA-seq) permettent de dépasser ces limites et de cartographier un tissu au
niveau cellulaire, en mesurant lI'expression des génes dans chaque cellule de I'échantillon.

Cette technologie permet d'estimer le phénotype de chaque cellule d'un échantillon, et d'estimer
le niveau de différentiation de chaque cellule au sein d'un tissu, et par conséquent la dynamique

du processus de différenciation cellulaire.
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Cette approche en sScCRNAseq a été réalisée récemment pour la premiére fois par Zhou et colla-
borateurs sur 11 cas d’ostéosarcomes (7 tumeurs primitives, 2 tumeurs récidivantes et 2 tumeurs
métastatiques) pour explorer les caractéristiques transcriptomiques des cellules tumorales et de
leur microenvironnement (121).

La caractérisation du microenvironnement immunitaire par cette approche en scRNAseq a per-
mis de confirmer les données de la littérature et d’observer la prédominance des cellules myé-
loides dans le TME de I’OS avec des activites stimulatrices et inhibitrices du développement
tumoral. L’étude des profils d’expression a permis de montrer I’existence de connections
étroites entre macrophages et cellules NK, cellules T et Cellules Dendritiques, et de confirmer
la dynamique de transformation des macrophages M1 et M2 entre eux. Une action pro-inflam-
matoire des macrophages alvéolaires, les FABP4+ TAMs, a egalement été observée dans les
métastases pulmonaires. De méme, les OCs sont différenciés en 3 sous-groupes (progeéniteurs,
immatures et matures) avec une transition progressive au cours de la maturation, de I’expression
des genes associés a la présentation antigénique, a celle des genes associés a la résorption o0s-
seuse et au remodelage, renforcant nos hypotheéses sur leur réle complexe dans la dynamique
évolutive de I’OS. L’étude des profils d’expression de différents sous-groupes de TILs, quant
a eux, (CD4— CD8- T, CD8+ T, CD4+ T, T-reg, cellules T proliférantes, cellules T NK, NK,
CXCL13+, cellules B), a montré une plus forte expression des récepteurs inhibiteurs de I’épui-
sement des lymphocytes T, comme TIGIT (T cell Immunoreceptor with Ig and ITIM domains)
au niveau des CD8, CD4, T-reg, et NK offrant de nouvelles perspectives thérapeutiques par des
inhibiteurs du récepteur TIGIT.

Au niveau des cellules tumorales, I’analyse évolutive des profils transcriptomiques a laissé sug-
gérer que le phénotype ostéoblastique est plus agressif, et résulte d’une transdifférenciation du
phénotype chondroblastique.

Ces data extrémement récentes associées a nos précédents travaux étayent encore plus I’hypo-
these selon laquelle la réponse a la chimiothérapie et le pronostic des patients sont fortement

dépendants de la composition cellulaire de la tumeur et de son microenvironnement.

Pistes thérapeutiques :

Le mifamurtide (muramy!l tripeptide phosphatidyléthanolamine liposomale, L-MTP-PE) est un
composé immunostimulant qui active les macrophages et les monocytes en sécrétant du TNFa
et de I'lL-6 (122). Un essai clinique de phase 111 a montré que les patients atteints d’OS présen-
taient une meilleure survie lorsque le mifamurtide était associé a la chimiothérapie adjuvante
de I'OS chez les patients non métastatiques (survie a 6 ans de 78% contre 70%) (123). Une

autre étude a montré une tendance a I'amélioration de la survie chez les patients métastatiques
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suivant le méme protocole thérapeutique (124). Cependant, la possibilité d'une interaction entre
le mifamurtide et I'ifosfamide n'a pas pu étre exclue, ce qui a conduit de nombreuses personnes
a s'interroger sur l'effet réel du L-MTP-PE sur les résultats obtenus chez les patients atteints
d'OS (125). Par conséquent, le mifamurtide n'a pas encore été approuvé par la FDA (Food and
Drug Administration) et son utilisation n'est autorisée que dans quelques pays européens.

Pour déterminer si I'ajout du mifamurtide a la chimiothérapie postopératoire était plus efficace
que la chimiothérapie seule dans les ostéosarcomes a haut risque (39), un essai de phase Il

Francais SARCOME13 est en cours de réalisation.

Figure 11 : Protocole de traitement dans I’essai Sarcomal3/0S2016, en fonction de I’age chez des
patients avec OS a haut- risque (métastatique ou mauvais répondeurs a la chimiothérapie). (Brard et
al., 2019)

Si les résultats obtenus par notre groupe se confirment (121), sur des cohortes plus importantes,
et si I’étude SARCOME 13 confirme que le mifamurtide améliore la survie des patients atteints
d’ostéosarcomes, on pourrait proposer un algorithme thérapeutique centré sur la proportion des
cellules du microenvironnement présentes au diagnostic : les tumeurs plutdt ostéolytiques
(riches en ostéoclastes CD68+) traitées par un anti ostéoclastique comme le ZA ou le De-
nosumab en association ou pas du mifamurtide et les tumeurs riches en matrice osseuse tumo-
rale, avec un haut taux de CD163 traitées par mifamurtide. En fonction du nombre de cellules

CD8+, un traitement combiné par immunothérapie pourrait aussi étre discuté.
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C. Etude du microenvironnement osseux et de la réeponse a la chi-
miothérapie par techniques d’imagerie standard et de derniere gé-
neration : a I’ere de I’intelligence artificielle

L’imagerie, qui est effectuée avant toute intervention, joue un role crucial dans le diagnostic,
I’évaluation du stade de la tumeur, le suivi de la réponse au traitement et la surveillance de la
récidive. Le compte rendu radiologique est la pierre angulaire de la communication entre la
radiologie et I'équipe pluridisciplinaire. Par conséquent, il doit étre standardisé, doit décrire les
principaux éléments qui aident a planifier un traitement ultérieur, doit indiquer I'étiologie pre-
sumée, et fournir un diagnostic différentiel en cas de résultats équivoques.

Les principaux objectifs de I'imagerie sont de déterminer la taille, I'extension centromédullaire
de la tumeur, le degré d’infiltration du cartilage de conjugaison, des articulations, des tissus
mous, des éléments vasculo-nerveux, les skips métastases, afin de planifier le meilleur site
biopsique, la résection chirurgicale, I’envahissement des ganglions loco-régionaux. L’utilisa-
tion et la sélection appropriée de diverses techniques d'imagerie dans le bilan diagnostique d'un
patient atteint d’un sarcome osseux primitif sont essentielles pour un diagnostic et un traitement
adapté. Une lésion ostéolytique ou ostéoblastique associée a une réaction periostée agressive,
I’élaboration d’une matrice osseuse, la prise de contraste hétérogéne sont les principales carac-
téristiques évocatrices d’une tumeur maligne osseuse en imagerie.

De nos jours, il existe de nombreuses technologies non invasives, la TDM, I’IRM et I’imagerie
nucléaire pour étayer un diagnostic. En fonction de I'age du patient, de la localisation de la

tumeur, et de critéres radiologiques plusieurs diagnostics différentiels peuvent étre évoques.

1. Les techniques standard

a. Radiographie standard

Les OS peuvent étre trés hétérogénes dans leur présentation radiologique. 1ls sont ostéoconden-
sants (OCD) (45 %), ostéolytiques (OL) (30 %) ou mixtes (25 %) selon le degré de minéralisa-
tion de la matrice (126). L'ostéocondensation, typiquement de type « nuageux », peut étre ob-
servée dans I'os et les parties molles en regard. L’ostéolyse est dite « mitée » lorsque la Iésion
est lytique. On rencontre fréqguemment une destruction corticale et des appositions périostées
qui peuvent étre de plusieurs types : en « feu d’herbe » (spicules longs, fins et divergents), en «
poil de brosse » (spicules perpendiculaires a la corticale), rarement lamellaires. L’éperon ou
triangle de Codman (Figure 12) correspond a la surélévation du périoste, interrompu par la

tumeur qui s'étend dans les parties molles.
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Les caractéristiques de la radiographie standard permettent de différencier les tumeurs osseuses

indolentes, des tumeurs 0sseuses agressives.

b. Tomodensitométrie

La TDM reste la méthode standard dans I’analyse des Iésions de la colonne vertébrale et du
bassin. Elle est d’une grande sensibilité pour étudier les calcifications, ossifications, la minéra-
lisation de la matrice osseuse tumorale, analyser le degré de destruction osseuse de I’0s spon-
gieux et de la corticale, et la réaction périostée (Figure 13). Elle donne une meilleure estimation
de la profondeur et du degré de festonnage endo-osseux. La TDM ne permet pas une évaluation
de I'invasion physaire et de I’extension locorégionale aussi fiable que I''lRM. Un TDM thora-
cique sera fait systématiquement a la recherche de localisations secondaires déja presentes chez

20% des patients au diagnostic (50% étant de localisation pulmonaire).

Figure 13 : Radiographie OS mixte avec Figure 12 : TDM montrant la minéralisation de la

minéralisation prédominant dans les tis- matrice tumorale, la condensation du corps verté-

sus mous (éperon de Codman : fleche) bral et I'extension dans les tissus mous pré verté-
braux.

c¢. Imagerie par résonnance magnétigque

L'IRM classique (IRMc) est le meilleur examen pour apprécier I’extension tumorale intra et
extra médullaire, et évaluer le stade tumoral selon le systeme UICC/AJCC. L’IRMc sera faite
de préférence avant la biopsie afin d'éviter les remaniements hémorragiques et cedémateux post-
biopsiques, qui peuvent rendre l'interprétation difficile. Si I’on ne dispose pas de TDM, les
images IRM devront étre évaluées en combinaison avec des radiographies récentes, qui permet-

tent de mieux voir la réaction peériostée et donc le degré d’agressivité de la tumeur. Le champ
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d'exploration de I’IRMc doit permettre I'analyse de I'os dans son ensemble et des deux articu-
lations adjacentes afin de rechercher les skip métastases, définies comme des localisations tu-
morales situées dans le méme os et séparées de la Iésion principale par de I'os sain ou présentes

sur un autre segment osseux trans-articulaire (127) (Figure 14).

La séquence écho spin T1 sans injection de produit de contraste est essentielle pour déterminer
avec precision I'étendue d'une tumeur avant la chirurgie. Gulia et al. ont démontré qu’il existait
une forte corrélation pour toutes les tumeurs osseuses étudiées (OS, Sarcome d’Ewing, Chon-
drosarcome), entre la taille tumorale déterminée histopathologiquement apres résection et la
taille tumorale estimée par I’IRMc en préopératoire (128). L’injection de Gadolidium permettra
de mieux identifier les zones tumorales solides, les zones de nécrose, d'hémorragie (nécessaire
a la planification de la biopsie) et l'atteinte articulaire. Dans notre département de radiologie,
s’il n’existe aucune contre-indication, nous réalisons deux plans de coupe avec systématique-
ment le plan axial, et des séquences d’écho de spin T1 et T2 Fat Sat et des séquences d’écho de

spin T1 Fat Sat aprées injection intraveineuse de gadolinium.

L’IRMc permet également de sélectionner un site propice pour une biopsie de bonne qualité.
Crombé et al. et Zaho et al., ont montré que I'nétérogénéité tumorale, la quantité de nécrose et
du rehaussement péritumoral par I'lRMc étaient des critéres prédictifs indépendants du grade
tumoral, et étaient associés aux tumeurs de haut grade (129,130). Ainsi, en ayant une spécificite
plus élevée dans la représentation de I'nétérogénéité tissulaire, I’'IRMc aide mieux a guider le

site de biopsie.

Figure 14 : OS de I'extrémité distale du fémur en pondération T1.
Notez I'extension dans les parties molle, la présence d'une skip métastase du versant métaphysaire
du cartilage de croissance et le caractere net de I'infiltration tumorale dans la moelle osseuse.
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2. Nouvelles techniques d’IRM

Les techniques d'imagerie évoluent rapidement pour répondre a des schémas thérapeutiques

nouveaux et personnalisés. En dehors des sequences d'IRM conventionnelles (IRMc), d’autres
techniques d'IRM de derniere génération, notamment I'lRM de diffusion (IRM-DWI), I'lRM

dynamique avec injection de produit de contraste (IRM-DCE), la spectroscopie IRM (MRS),

sont en cours d'évaluation pour étudier les sarcomes osseux. Ces techniques d'imagerie nou-

velles ne sont pas accessibles partout, et leurs intéréts exacts doivent encore étre établis dans le

diagnostic et I’évaluation des traitements des tumeurs osseuses. Ci-dessous sont decrits les in-

téréts diagnostiques de ces différentes IRM. L’évaluation radiologique de la réponse au traite-

ment sur différentes cibles/Non cibles tumorales, repose sur les Criteres RECIST (Response

Evaluation Criteria In Solid Tumors).

Tableau 3 : Résumé des différentes techniques IRM de nouvelle génération

Séquences FAST SPIN Echo T1

- Caractérisation des zones pathologiques et saines
(tumeur et structures environnantes)

- Etude de la Moelle Osseuse

- Caractérisation des Iésions adipeuses

Séquences FAST SPIN Echo T2

- Séquences idéales pour analyser la structure de la
masse, son caractéere homogene ou hétérogene, ses
limites, ses dimensions et ses rapports.

- Signal hétérogene = ++ Tumeur maligne

- Faible signal T2 = tissu fibreux, calcifications, os-
sifications ou dépbts d’hémosidérine

- Niveaux liquides

Suppression de la graisse (Fat suppression)

- Dépistage des faibles hypersignaux, cedéme et ano-
malie médullaire

Séquence STIR (Short T1 Inversion Reco-
very)

- Excellent contraste entre tissus sains et tumoraux ;
mais définition spatiale médiocre, accentuation des
artéfacts de mouvements,

- Surestimation de I’extension tumorale

Séquences en Echo de gradient

Utilisées dans la recherche d’artéfact de susceptibi-
lité magnétique induits par des dépdts d’hémosidé-
rine, une hémorragie, de I‘air ou des fragments me-
talliques

Séquences apres injection de Gadolinium

- Renseignent sur la vascularisation, I’architecture
des vaisseaux dans la tumeur, les vaisseaux efférents
et afférents (une néogénese anarchique et un enva-
hissement des vaisseaux feront évoquer une TM).

- Différenciation tumeurs solides/kystes et héma-
tome

- Mise en évidence de la nécrose spontanée ou apres
traitement

- Différenciation cedéme de cellules viables
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IRM Dynamique, apres injection de produit
de contraste (IRM-DCE)

- Différenciation zone tumorale active avec néovas-
cularisation (prise rapide du produit de contraste) de
la zone oedémateuse (prise de contraste plus tardive)
- Différenciation de la nécrose

- Différenciation tissu tumoral viable actif versus né-
crose pour guider la biopsie

- étude de la réponse a la radiothérapie ou chimiothé-
rapie

- Information de la perfusion des tissus, de la vascu-
larisation, perméabilité capillaire, volume des es-
paces interstitiels

- Monitoring de la réponse a la chimiothérapie (aprés
le début du traitement par chimiothérapie, pendant la
surveillance aprés la chirurgie

IRM de diffusion (IRM-DWI1)

- Evaluation qualitative et quantitative de la cellula-
rité tissulaire et de I’intégrité membranaire

- Restriction de la diffusion dans les tumeurs ma-
lignes : différenciation TB/TM => Ecueil abcés

- Evaluation de la réponse a la chimiothérapie néoad-
juvante (maladie résiduelle, récidive, tissu de granu-
lation, fibrose...)

- réponse aux traitements

La spectrométrie IRM

- I?omaine de la recherche
- Elévation du taux de choline dans les TM
- Différenciation TB/TM

L’IRM Dynamique apres injection de produit de contraste (IRM-DCE), en permettant
I’analyse dans le temps de la prise de contraste (pente) et la perfusion de la tumeur (chasse du
produit de contraste) est I’examen de choix pour fournir des informations sur les propriétés
vasculaires du tissu en distinguant différents patterns de rehaussement du produit de contraste.
En pratique, I’importance du rehaussement du signal de la tumeur ne permet pas de différencier
les TB des TM, méme si en général les TM présentent une néovascularisation importante, et un
rehaussement du signal plus intense et rapide que les formations bénignes. L’IRM dynamique
permet de mesurer quantitativement non seulement la perfusion tumorale, mais également
d'autres paramétres micro-vasculaires tels que la perméabilité des vaisseaux et les fractions vo-
lumiques. Enfin, L'IRM-DCE permet de différencier un tissu tumoral viable de rehaussement
rapide d'une nécrose, ou il n’y a pas de rehaussement, des modifications post-thérapeutiques

tardives, un cedeme péritumoral ou un tissu de granulation.
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L’imagerie de diffusion (IRM- DWI) est une technique IRM dont le contraste est déterminé
par les mouvements des molécules d’eau au sein du parenchyme. Ces mouvements sont carac-
térisés par le coefficient de diffusion apparent appelé ADC (apparent coefficient diffusion).
L’imagerie de diffusion, permet de fagon non invasive, une caractérisation tissulaire. En étu-
diant la mobilité des molécules d’eau, I’IRM de diffusion étudie de facon indirecte la quantité
de barriéres a la diffusion : membranes cellulaires, macromolécules. Ceci explique par exemple
qu’au sein d’un tissu trés cellulaire, la multiplication du nombre de barrieres aboutit a une res-
triction de la diffusion qui se traduit par une augmentation du signal. En pratique, la majorité
des pathologies (tumorales, inflammatoires) de I’appareil ostéoarticulaire vont générer un hyper
signal en diffusion. Cependant, les pathologies ischémiques osseuses augmentent la diffusion
d’ou un hyposignal en séquence de diffusion, et une augmentation d”’ADC. Les modifications
de la diffusion peuvent étre étudiées dans un but diagnostic (caractérisation), ou dans un but
pronostic (monitorage de I’évolution). Avant la caractérisation proprement dite d’une tumeur,
le premier objectif est de différencier bénin/malin, et en cas de malignité, tissu tumoral/réaction
inflammatoire. Plusieurs études realisees chez I’adulte, qu’il s’agisse de tumeurs osseuses ou
des parties molles montrent des résultats encourageants. 1l existe toutefois des chevauchements
importants dans les résultats. Certaines matrices tumorales pourraient révéler des valeurs
d’ADC plus significatives : tumeurs cartilagineuses, lymphomes osseux. Par contre, un intérét
important de I’IRM de diffusion réside dans la surveillance de I’évolution sous traitement. L’ap-
parition d’une nécrose au sein de la tumeur (témoin d’une efficacité thérapeutique) va augmen-
ter la diffusion et les valeurs d’ADC intra-tumorales. Ces valeurs seraient un meilleur indicateur
de réponse thérapeutique que d’autres critéres tels que : volume, intensité du signal ou de la
prise de contraste.
L’IRM de diffusion pourrait aussi affiner I’appréciation du grade tumoral. En effet, en corrélant
les parameétres de I’IRM de diffusion avec I'indice de marquage Ki-67, Lee et al ont montré que
la valeur moyenne de I'ADC était significativement et inversement corrélée avec le Ki-67 (p=-
0,333, p=0,047) (131). L’IRM de diffusion joue sans doute un réle dans le diagnostic et la prise
en charge des tumeurs osseuses. Elle est actuellement la seule technique non invasive capable

d’apprehender la structure microscopique d’un tissu.

La spectrométrie IRM (MRS) est une nouvelle technique a I’étude dans I’évaluation de la
pathologie musculosquelettique. Cette technologie fournit des informations sur le métabolisme
de la lésion en mesurant les métabolites produits abondamment par les tumeurs malignes, en

particulier les composes contenant de la choline (Cho). En permettant une meilleure caractéri-
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sation des tissus et une meilleure évaluation de la réponse au traitement, elle pourrait étre utili-
sée pour différencier les tumeurs bénignes, des tumeurs malignes et comparer les tumeurs avant
et apres traitement. Les premiéres études ne sont pas concluantes, et manque de spécificité. Les
principaux écueils sont liés au fait qu’un pic élevé de Cho peut également étre percu dans les
Iésions bénignes métaboliquement actives, et dans diverses affections : les tumeurs apres trai-

tement oncologique ainsi que les collections inflammatoires.

3. TEP et TEP-SCAN

La tomographie a émission de positrons (TEP) qui utilise le fluoro-desoxy-glucose (FDG) est
le « gold standard » de I’imagerie métabolique. Elle révéle les tumeurs qui entrainent une aug-
mentation anormale du metabolisme du glucose, par forte activité tumorale, surtout les TM de
haut grade. Son utilité est reconnue dans la recherche des atteintes osseuses et des métastases.
Le TEP-Scan, qui fusionne le TEP a des images scanner est indiqué pour le repérage spatial des
zones pathologiques et pour le bilan d’extension des TM.

4. Perspectives a venir

De nos jours, I'attention se concentre sur le développement de systemes hybrides qui permettrait
de réaliser une évaluation diagnostique compléte de la tumeur osseuse, avec le plus faible taux
possible de radiation (important chez les patients pédiatriques). La TEP/IRM intégrée est une
modalité d'imagerie en évolution, qui combine I'excellente résolution d’analyse des tissus mous
de I'RM, avec les capacités métaboliques fonctionnelles de la TEP. Cette méthode a donné des
résultats encourageants en termes d’appréciation du stade, de la planification de la chirurgie et
de la radiothérapie, I'évaluation de la réponse au traitement, tout en diminuant la dose de rayon-
nement cumulée chez les enfants ainsi que chez les patients adultes atteints de sarcome. D'autres
études sont nécessaires pour établir son role definitif dans le futur.

L'introduction de l'intelligence artificielle (1A) dans I’analyse de I’imagerie musculo-squelet-
tique, et de la radiomique, qui consiste a extraire de multiples parameétres issus de I’imagerie,
ont entrainé le déeveloppement de modeles/signatures radiomiques basés sur I'lRM qui pour-
raient aider a distinguer les sarcomes de bas grade, des sarcomes de haut grade, a mieux appré-
cier la réponse aux traitements et la survie. Malinauskaite | et al ont montré que la radiomique
(86 caractéristiques extraites a partir de I’lRM écho spin T1), associée a un modele d'appren-

tissage automatique permettaient de différencier, un lipome, d’un liposarcome mieux que 3
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radiologiques experts en pathologie ostéo-articulaire (132). A l'avenir, la combinaison de mo-
deéles utilisant des caractéristiques cliniques et radiomiques pourrait optimiser la stratification
des patients pour une meilleure prise en charge.

Enfin, les développements de l'intelligence artificielle appliqués a I'oncologie musculo-squelet-
tique restent cloisonnés a I’intérieur des différentes compétences : données cliniques, la radio-
logie, la médecine nucléaire, la pathologie, la biologie moléculaire. Du fait de la rareté des
tumeurs osseuses primitives, une collaboration multidisciplinaire est indispensable pour inté-
grer et construire I’infrastructure du recueil de I’ensemble des données, utiles pour accélérer les

progrés et rendre I'intelligence artificielle vraiment utile en oncologie musculo-squelettique.

5. Etude de la réponse a la chimiothérapie

Actuellement, I’évaluation de la réponse au traitement néo adjuvant est basée sur la quantifica-
tion de la nécrose tumorale lors de I’examen microscopique de la piece opératoire dans les OS.
Les études radiologiques s’intéressent principalement a la prédiction de la réponse au traitement
néo adjuvant avant résection chirurgicale pour adapter la prise en charge. L’imagerie de diffu-
sion (DWI) est la technique d’imagerie non invasive la plus utilisée en recherche clinique pour

évaluer la réponse a la chimiothérapie dans les OS de haut grade.

Saleh M et Al ont évalué la capacité des IRM multiparamétriques (IRM-DCE et IRM-DWI) a
prédire la réponse a la chimiothérapie chez des patients atteints d’OS et de sarcomes d’Ewing
(133). Les parameétres pris en compte dans cette évaluation étaient le changement de taille tu-
morale, le RECIST 1.1, le RECIST modifié, la valeur de I’ADC et le volume tumoral. Seules
les variations de I’ADC (ADC%) étaient prédictives de la réponse thérapeutique avec des va-
riations significativement plus éleves chez les bons répondeurs.

Une récente méta-analyse de 13 études incluant un total de 303 patients a confirmé la capacité
de I’IRM-DWI a prédire la réponse a la chimiothérapie en corrélant la réponse histologique et
les valeurs de I’ADC avant et aprés traitement (134). Cependant, une importante limitation ac-
tuelle de I'ADC est la non-standardisation entre les machines et la variation des méthodes d'ac-
quisition et d'analyse ne rendant par les valeurs ADC comparables entre les différents centres
(135).

Un essai clinique prospectif monocentrique a évalué la tomographie par émissions de positrons
au 18F-fluorodésoxyglucose (18F-FDG PET/CT) comme outil d'évaluation de la réponse pré-

coce a la chimiothérapie néoadjuvante chez des patients pédiatriques atteints de sarcome (136).
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Aprés 6 semaines de chimiothérapie néo adjuvante, I’intensité de I’activité métabolique rési-
duelle tumorale évaluée sur 18F-FDG PET/CT était associée au niveau de réponse thérapeu-

tique pour tous les sarcomes étudiés excepte pour les OS.

L’intelligence artificielle, par I’intermédiaire notamment des données radiomiques extraites de
I’imagerie au diagnostic, a également pour principal objectif dans les OS de prédire une réponse
au traitement néo adjuvant. Dans une étude francaise, une analyse radiomique prenant en
compte plusieurs caractéristiques a partir d’une séquence IRM T1 FS aprés injection de gado-
linium, a permis d’effectuer une prédiction de la réponse au traitement néo adjuvant (137). La
limite principale de cette étude était de n’avoir examiné qu’une seule coupe de I’image (et non
la totalité de la tumeur) du fait de la variabilité des protocoles de reconstruction des images

d'IRM en fonction des centres et des épaisseurs de coupes.

Une autre étude multicentrique de 102 patients a établi une signature radiomique (33 caracté-
ristiques extraites et classées), a partir de séquences IRM T1 Fat Sat apres injection de gadoli-
nium, qui était significativement associé a la réponse thérapeutique. L’élaboration de signatures
radiomiques avec d'excellentes performances pourrait fournir un outil potentiel pour prédire la
réponse histologique a la chimiothérapie néo adjuvante chez les patients atteints d'OS (138).
Dans ces différentes études, la segmentation des tumeurs et le calcul des parametres radio-
miques n'étaient pas effectués automatiquement, rendant I’analyse trés chronophages. Pour ar-
river a une pratique clinique courante, le développement d’un logiciel disponible dans le com-
merce sera nécessaire pour effectuer la segmentation automatique de la tumeur et le calcul des

parameétres radiomiques.

Tres récemment, Helcio M. et Al ont pu prédire le risque de développer des métastases pulmo-
naires chez les patients avec un OS de haut grade en couplant un « classifieur » (algorithme de
classification) et les caractéristiques radiomiques extraites d’images TDM avant traitement, sur
une période de suivi minimum de 2 ans (139). Le modele s'est averé reproductible et avec une
haute précision chez les patients utilisant des protocoles et des TDM similaires. A notre con-
naissance, il s’agit de la seule étude radiomique utilisant des images TDM pour prédire le risque
de métastases pulmonaires chez les patients atteints d'OS de haut grade.

Les modeles radiomiques se révelent prometteurs pour répondre aux questions cliniques liees

aux patients atteints d'ostéosarcome surtout, pour la réponse a la chimiothérapie néo adjuvante.
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Cependant, concu de maniére prospective, des essais radiomiques bien validés avec des don-
nées ouvertes sont nécessaires pour demontrer leur efficacité et leur validité clinique.

De plus, un RQS (radiomics quality score) avec des améliorations continues pourrait servir
d’outil pour faciliter la standardisation et I’implémentation de la radiomique en pratique cli-

nique.

6. Etude du microenvironnement macrophagique et ostéoclastique

D’autres études se sont intéressés a une possible corrélation entre I’imagerie et les macrophages
associeés aux tumeurs, acteurs clés du microenvironnement du cancer (140,141). Les modalités
d'imagerie moléculaire telles que I'IRM et la TEP peuvent étre utilisées pour suivre et surveiller
la dynamique des TAMs dans les tumeurs de maniére non invasive, en se basant sur I'absorption
spécifique et la quantification de nanoparticules détectables par IRM ou de radiotraceurs détec-
tables par TEP (142).

Les anticorps monoclonaux (mAbs) CD47 activent les TAMs dans les sarcomes pour phagocy-
ter et éliminer les cellules cancéreuses. Bien que les anticorps monoclonaux CD47 aient fait
I'objet d'essais cliniques, les tests diagnostiques permettant de surveiller la réponse au traite-
ment in vivo font actuellement défaut. Le ferumoxytol est un supplément de fer approuvé par
la FDA qui peut étre utilisé comme agent de contraste : la molécule & base de nanoparticules
est phagocytée par les TAMs et peut étre détecté par I’IRM.

Une étude in vitro sur modéle murin a évalué si I''RM renforcée par le ferumoxytol pouvait
estimer la réponse des TAMs a la thérapie du mAb CD47 (anticorps monoclonaux CD47) dans
les OS (143). Le rehaussement de la tumeur, quantifié par les temps de relaxation T2, a été
comparé a la quantité de TAMs observée par microscopie a immunofluorescence et cytométrie
en flux. L’étude a conclu que I'IRM du ferumoxytol pouvait détecter la réponse des TAMSs au
mAb CD47 dans des modéles murins d'OS. L’IRM avec injection de ferumoxytol pourrait étre

appliqué pour surveiller les thérapies a base de mAb CD47 dans les essais cliniques.

Une autre étude a comparé des séquences IRM par les temps de relaxation T2 apres injection
de fémuroxytol et au marquages des TAMs par anti-CD68/CD163 sur des coupes histologiques
d’OS et de lymphomes (144). Le but de cette étude était de pouvoir stratifier les patients en
fonction de I'importance de I’infiltrat en TAMS associé a un mauvais pronostic dans la majorité
des cancers. Les résultats obtenus ont montré que I''RM renforcée au ferumoxytol pouvait étre

utilisée comme biomarqueur de substitution pour évaluer I’infiltration TAMs dans les lym-
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phomes et les sarcomes osseux pédiatriques (Figure 15). Cependant, le ferumoxytol est phago-
cyté par tous les sous types macrophages sans réelle distinction, hors nous avons montré que
les macrophages CD68+ et CD163+ semblaient avoir des fonctions différentes dans la biologie
des OS (145).

Aucune étude a ce jour n’a été faite dans les OS sur une possible corrélation entre la répartition
des différentes populations macrophagiques et le caractére plutdt ostéocondensant ou ostéoly-

tique détermine sur les images radiologiques.

Figure 15 : Rehaussement au ferumoxytol d’un sarcome osseux corrélé avec la densité des TAMs
CD68+ et CD163+ a I'histopathologie (Aghighi et Al, Clin Cancer Res., 2018 Sep)

(A) L'image sagittale STIR pondérée en T2 montre un rehaussement inhomogene du signal hypoin-
tense (sombre) d'un OS du fémur distal gauche (B) Spécimen histopathologique aprés résection de
la tumeur (C) marquage CD163 d'une zone tumorale qui présentait un rehaussement minimal au
ferumoxytol & I''RM (carré rouge en A) montre une faible densité de TAM. (D) marquage CD163
d'une zone tumorale présentant un fort rehaussement au ferumoxytol a I''RM (carré noir en A)
montre une forte densité de TAM.

Récemment, la synthése d'un mimétique de I'OPG (OP3-4), et son marquage avec un chélate
de gadolinium, agent de contraste standard pour I’IRM ont éte congus (146). L'OPG est une
molécule clé dans le remodelage osseux, car elle inhibe I'ostéoclastogenése et I'activation des
ostéoclastes. Ce nouveau peptide, DOTA-Gd-OP3-4, a pu étre tracé par IRM et a montré un
effet inhibiteur direct sur I'ostéoclastogenése. Ces résultats ouvrent la voie au développement
d'agents de contraste biospécifiques et bioactifs pour le diagnostic précoce, le traitement et le

suivi des maladies osseuses métaboliques telles que l'ostéoporose et I'OS.
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OBJECTIFS DE L’ETUDE

1) Renforcer notre hypothése d’une distribution spatiale des populations macrophagiques en
fonction des territoires cellulaires (CL) et des territoires riches en matrice ostéoide (OM) en

augmentant le nombre de biopsies que nous avions analysé dans la cohorte « OSnew » (145).

2) Corréler la distribution spatiale des populations du microenvironnement immunitaire sur la
biopsie avec son imagerie (TDM et IRM) en relation avec I’ostéoformation.
But : combiner les caractéristiques cliniques, histologiques et d’imagerie, pour une meil-

leure prise en charge thérapeutique.

3) Etudier la distribution spatiale des cellules du microenvironnement sur les pieces opératoires
apres chimiothérapie en fonction des zones de bonne (BR) et de mauvaises réponse (MR).
But : définir & partir du microenvironnement immunitaire une signature de résistance au

traitement.

4) Construire une collection avec le couple biopsie/piece opératoire, annotée, qui servira pour
de futurs projets.
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I11. MATERIEL ET METHODES

A. Population d’étude

Nous avons constitué une cohorte rétrospective de 51 patients ayant eu un diagnostic d’OS de
haut grade en région Midi-Pyrénées entre janvier 2010 et décembre 2020.

- Nous avons utilisé 51 biopsies fixées au formol et incluses en paraffine (FFPE) pour
étudier la répartition du TME immunitaire et de la vascularisation en fonction des terri-
toires CL/OM.

- Nous avons réalisé une analyse radiologique visant a estimer le caractére OL et OCD
de la tumeur par deux méthodes différentes en utilisant des images TDM et IRM réali-
sées au moment du diagnostic.

- Dans cette méme cohorte, nous avons sélectionné 20 pieces opératoires obtenues apres
traitement néoadjuvant dans le but d’observer la répartition du TME immunitaire et de
la vascularisation dans les territoires de BR et MR. Nous avons sélectionné un seul bloc
FFPE par piéce opératoire apres un contréle morphologique sur coupes histologiques

colorée a I'nématoxyline et a I'éosine (HE).

B. Recueil de données cliniques et anatomopathologiques

Les données cliniques ont été recueillies de fagon rétrospective a partir du dossier médical in-
formatisé du CHU de Toulouse (Orbis), et de I’lUCT-Oncopole (DPI).
Les données anatomopathologiques ont été recueillies a partir des comptes rendus informatisés
anatomopathologiques et d’analyse moléculaire du logiciel Diamic.
Les images radiologiques ont été exploitées a partir du programme du systeme d'archivage et
de communication des images (PACS) du CHU de Toulouse.
Pour chaque patient, les données suivantes ont été recueillies :

- Age au diagnostic

- Sexe

- Localisation de I’OS

- Stade au diagnostic : localisé ou métastatique

- Examens radiologiques (IRM/TDM) réalisés au moment du diagnostic
Les donneées histopathologiques suivantes ont été recueillies :

- Sous-type histologique

- Evaluation de la réponse a la chimiothérapie selon le grade de Huvos et Rosen en cas

de chimiothérapie néoadjuvante

L’étude a éte réalisée dans le respect des lois de bioéthique.

39



C. Analyse spatiale et quantitative des TAMs, des lymphocytes T
cytotoxiques et des vaisseaux

Pour améliorer notre compréhension du paysage immunitaire dans les OS de haut grade, nous
avons quantifié les populations de TAMs, les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) et les cellules
endothéliales (cellules des parois vasculaires) par un marquage immunohistochimique fluores-
cent multiplexe couplée a une analyse d'image numérique dans le but de réduire au maximum

les erreurs subjectives/humaines.

1. Marquages immunohistochimiques Fluorescents multiplexes

Dans un premier temps, nous avons étudié les différentes populations macrophagiques
(CD163+ et/ou CD68+), et les CTL (CD8+) en relation avec les cellules ostéoblastiques
(SATB2+) par immunofluorescence multiplexe sur les 51 biopsies composant notre cohorte de

départ.

Par cette premiere analyse, nous voulions renforcer I’hypothese d’une différence de distribution
spatiale entre les différentes sous populations macrophagiques dans les territoires OM et CL.
Le Discovery ULTRA (Roche, Ventana Medical Systems, Innovation Park Drive Tucson, Ari-

zona 85755 USA) a été I’automate utilisé pour la procédure de coloration.

Protocole :

e Déparaffinage des lames

e Prétraitement a la chaleur en utilisant un tampon CC1 (pH8) (05424569001, Roche).

e Coloration par immunofluorescence multiplex a l'aide de la procédure RUO Disco-
very Universal (v0.00.0370) dans un protocole en 4 étapes avec dénaturation séquen-
tielle (tampon CC2 (pH6), a 100 °C, 05279798001, Roche) apres chaque étape.

¢ Incubation en utilisant les anticorps primaires CD8 (clone C8/144B, M7103, Agilent
technologies, Santa Clara, CA, USA) a une dilution de 1/200 (dans le diluant Envision
Flex (K800621 2, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)), CD163 (clone MRQ-
26, 05973929001, Roche), CD68 (clone KP-1, 05278252001, Roche) et SATB2 (clone
SATBA4B10, MSK101. 05, Diagomics, Blagnac, France) a une dilution de 1/50 (dans
le diluant Envision Flex (K800621-2, Agilent Technologies)).

e Liaison des cibles a I’aide des anticorps secondaires conjugués HRP OmniMap anti-
lapin (05269679001, Roche) et OmniMap anti-souris (05269652001, Roche).
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e Visualisation des différentes cibles grace aux Kkits de détection Rhodamin6G
(07988168001, Roche), RED610 (07988176001, Roche), Cy5 (07551215001, Roche)
et FAM (07988150001, Roche).

e Contre coloration des lames a lI'aide de Hoechst 33342 (H21492 (Thermofisher, Wal-
tham, MA, USA), 1/500 dans Discovery Diluent (Roche)) et montage dans un milieu
geélatineux (GG1, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).

Le méme protocole a été effectué sur les 20 piéces opératoires d’OS apres traitement pour ob-
server la distribution de ces mémes cellules immunitaires par rapport aux territoires de BR et
MR.

Dans un second temps, dans le but de quantifier la vascularisation dans les territoires OM/CL
sur les biopsies ainsi que dans les territoires de BR/MR sur les piéces opératoires, nous avons
appliqué le méme protocole décrit ci-dessus en utilisant ERG (clone EPR3864, 06478450001,
Roche) dans les biopsies et SMA (clone 1A4, 05318025001, Roche) dans les pieces opeératoires.

2. Annotations des tumeurs numeérisées

Les blocs FFPE des 51 biopsies et des 20 piéces opératoires d’OS de haut grade ont été dé-
stockés puis ont fait I’objet d’un contréle morphologique sur coupes histologiques colorée a
I’HE par un pathologiste spécialiste des sarcomes osseux (Pr Anne Gomez-Brouchet). Ces
lames ont ensuite été numérisé par un scanner de lames (Panoramic 250 Flash Il — 3DHistech)
pour ensuite étre stockées sur le serveur de stockage du réseau interne de I’institution. A partir
du logiciel CaseViewer (© 2005-2021, 3DHISTECH Ltd.), nous avons détouré sur chaque lame
numérisée les deux zones morphologiquement distinctes d’intérét dans notre étude : CL et OM

pour les biopsies et de BR et MR pour les piéces opératoires.

Les lames colorées en immunofluorescence (IF) (voir protocole ci-dessus) ont été numérisées
en 16 bits a l'aide du scanner a balayage intégral Zeiss AxioScan.Z1 (Carl Zeiss, Oberkochen,
Allemagne) équipé d'une source lumineuse a semi-conducteurs Colibri 7 et de cubes filtrants
appropriés. Pour visualiser ces lames sur notre console, nous avons eu recours au logiciel d'ana-
lyse d'imagerie HALO® (Indica Labs, Albuquerque, NM, USA). Sur ce méme logiciel, nous
avons annote les lames colorées en IF en retranscrivant les annotations déja faites au préalable

sur les lames colorées a I’HE numérisées (Figure 16).
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Figure 16 : Annotations faites sur la lame colorée a I’HE numérisée (CaseViewer) puis retranscrites
sur la lame colorée a I’lF (HALO®)

3. Analyse des images numériques (HALO®)

Dans le cadre des OS, en raison d’un traitement pré-analytique hétérogene des échantillons
utilisés, nous avons été obligeés d'étudier chaque cas separément pour déceler les variations de
coloration pré-analytique et d'effectuer un traitement adapté de I'image de sortie pour un réglage
correct du seuil. Ces variations de coloration pré-analytique comprenaient une variabilité de la
coloration de Hoechst (noyaux), de la coloration de fond (matrice osseuse) et de I’intensité des
marqueurs cellulaires. Les zones présentant des artefacts tels que des plis de tissus, fragments

de tissus dégradés, ont été exclues de I'analyse.

a. Analyse numérique des biopsies

Pour analyser les deux panels d’immunohistochimie fluorescente multiplexe réalisés sur les
biopsies (SATB2/CD68/CD163/CD8 et ERG/CD68/CD163/CD8), nous avons construit des al-
gorithmes d’analyse d’image a I’aide du module High-Plex FL v3 d’Indica Labs permettant
dans notre cas de mesurer la surface de chaque zone annotée, d’effectuer une segmentation
nucléaire basé sur le Hoechst, et de détecter les 4 marqueurs fluorescents (Rhodamin6G,
REDG610, Cy5 et FAM).
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Chaque marqueur fluorescent était associé a un anticorps primaire : CD8 - Rhodamin6G ;
CD163 - RED610 ; CD68 - Cy5 ; FAM — SATB2 ou ERG ou SMA. La détection de ces différents
marquages peut se faire dans tous les compartiments cellulaires notamment grace un « élargis-
sement » du noyau simulant ainsi un cytoplasme et une membrane artificielle. Les cellules co-
lorées avec une intensité cytoplasmique/membranaire dépassant le seuil de réglage ont été
comptées comme positives pour toute la gamme d'intensité de coloration (Figure 17).

Les résultats ont eté représentés en pourcentage de cellules positives pour les phénotypes définis
: SATB2+ ou ERG+ selon le panel utilisé, CD8+, CD163+, CD68+ et les 3 différents phéno-
types macrophagiques CD68+/CD163+, CD68-/CD163+, CD68+/CD163-.

b. Analyse des pieces opératoires

Pour I’analyse des piéces opératoires, nous avons utilisé le module Quantification Area d’Indica
Labs qui permet de calculer la surface de chaque zone annotée et le pourcentage de surface
marqué par les fluorochromes (Figure 17). Nous avons choisi d’utiliser ce module plutét que le
High-Plex car les noyaux sur les piéces opératoires n’étaient pas détectables a cause du proces-
sus de décalcification. Les résultats ont été représentés comme le pourcentage d’aire marquée
pour les phénotypes définis : SATB2+ ou SMA+ selon le panel utilisé, CD8+, CD163+, CD68+
et les 3 différents phénotypes macrophagiques CD68+/CD163+, CD68-/CD163+,
CD68+/CD163-.

B

Figure 17 : Détection et quantification des marquages par 2 modules différents (HALO®)
(A) Module High-Plex FL et (B) Module Quantification Area
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D. Evaluation radiologique du caractere ostéocondensant et/ou 0s-
téolytique tumoral

1. Analyse radiologique manuelle

Nous avons exclu tous les patients pour qui le TDM ou I’IRM n'étaient pas disponibles pour
notre analyse. Nous avons sélectionné tous les patients pour qui les 2 examens IRM et TDM
avaient été faits au diagnostic. Les images étaient accessibles sur le PACS du CHU de Toulouse
et un professeur universitaire toulousain, expert en radiologie ostéo-articulaire (Pr Marie Fa-

ruch), a effectué cette analyse radiologique classique.

Pour la réalisation de cette analyse, nous avons tout d’abord apprécié les limites tumorales sur
les différentes séquences d’IRM a notre disposition. Les séquences pondérée T1 avec saturation
du signal de la graisse et apres injection intraveineuse de produit de contraste au gadolinium
étaient privilégiées pour cette étape. Cette acquisition a permis de repérer de maniere fiable les
bords tumoraux, bien visibles grace au rehaussement du signal de la tumeur apres injection de
produit de contraste en pondération T1. Grace a cette délimitation de la tumeur sur I’'IRM, nous
avons pu relever la taille tumorale dans ses 3 plus grands axes et I’existence d’une possible

extension dans les parties molles.

Apreés cette premiere étape de délimitation, nous avons analysé I’image TDM correspondante,
et estimé le degré d’ostéocondensation global de la tumeur. Dans les sarcomes osseux, I’ostéo-
condensation se traduit sur les images TDM par des nuances de gris clairs (hyperdensité) et
correspond au niveau histologique a la production d’une matrice osseuse tumorale plus ou
moins mature (Figure 18).

A partir des images TDM, nous avons estimé le pourcentage d’OCD pour chaque tumeur ana-
lysée ainsi que le degré d’ossification de la masse dans les parties molles lorsqu’elle était pré-

sente.
Dans la grande majorité des cas, les protocoles d’acquisition d’images et les machines utilisées

différaient car les images étaient importées sur le PACS a partir d’un CD provenant d’établis-

sement extérieurs.
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A B

Figure 18 : OS conventionnel de haut grade du fémur distal.
(A) Appréciation des limites tumorales sur I’image IRM
(B) Taux d’ostéocondensation tumoral évalué a >75% sur cette image TDM

2. Analyse radiologique par segmentation

Pour évaluer I’ostéocondensation (OCD) et I’ostéolyse (OL) intra tumorale, nous avons mis au
point une deuxieme méthode, grace a I’expertise de Pauline Assemat chercheuse (CR, CNRS)
a I’IMFT (Institut Mécanique des Fluides de Toulouse), basée sur une série de calculs mathé-
matiques.

Le traitement des images radiologiques a été effectué sur le logiciel « AVIZO » (Copyright (c)
1995-2019 Konrad-Zuse-Zentrum fur Informationstechnik Berlin (ZIB), Germany ~ Copyright
(c) 1999-2019 FEI SAS, a part of Thermo Fisher Scientific.) Nous avons défini un workflow
qui correspond a une liste d’algorithmes successifs.

Cette analyse par segmentations comprend plusieurs grandes étapes :

a. Sélection et chargement des images

Nous avons sélectionné les images TDM et IRM de 6 patients avec un OS situé autour de I’ar-
ticulation du genou dans I’optique de faciliter la réalisation de cette methode. Les images de
chaque cas ont été anonymisées et téléchargées a partir du PACS du CHU de Toulouse au for-
mat DICOM sur un disque de stockage externe. Seuls les stacks d’images passant par un plan

coronal et sagittal ont été chargées sur le logiciel « AVIZO ».
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b. Recalage de I’image IRM sur I’image TDM

En traitement d’image, le recalage est une technique qui consiste en la « mise en correspon-
dance d’images », ceci afin de pouvoir comparer ou combiner leurs informations respectives.

Nous avons projeté les images d’IRM sur les images TDM correspondantes par I’intermédiaire
d’un algorithme de registration « Image Registration Wizard ». Par un calcul de corrélation, un
recalage rigide a été effectué car on suppose qu’il n’y a pas d’étirement (cisaillement) dans les

images (Figure 20).

¢. Segmentation et modélisation 3D de la tumeur (IRM)

La segmentation d’image (Figure 19) est une opération de traitement d’images qui a pour but
de rassembler des pixels entre eux suivant des criteres prédéfinis. Cette étape a été possible
grace a un logiciel de segmentation dans lequel 3 algorithmes successifs aboutissant a la cons-

truction d’un volume en 3D de la tumeur :

Figure 19 : Segmentation 2D de la tumeur (vert) a partir d’une coupe coronale sur I’IRM

i.  Région de croissance
A partir de I’'image IRM, on fixe un point de départ appelé « graine » dans la région d’intérét,
c’est-a-dire la zone tumorale dans notre cas. A partir de ce point de départ, I’objectif est d’agran-

dir la région en agglomerant des pixels voisins. Les pixels choisis doivent maintenir 'homogé-
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néité de la région. Pour cela, un indicateur d'homogénéité est défini et correspond aux diffé-
rentes nuances de gris similaires a la nuance de gris initiale (« graine »). La croissance s'arréte

lorsqu'on ne peut plus ajouter de pixels sans briser I'homogénéité.

ii.  Outil lasso associé a des algorithmes de nettoyage

Le lasso est un outil de sélection manuel 3D qui va nous servir a sélectionner des zones néces-
sitant un « nettoyage ». Le nettoyage permet I’élimination des régions autour de la tumeur qui
ne sont pas définis dans la segmentation. On fait ainsi défiler les différents stacks d’image pour
veérifier que seule la zone tumorale a été sélectionné. L’utilisation d’algorithmes de nettoyage,
Island Removal et Smoothing dans notre cas, est préconisée du fait de la faible résolution des
images cliniques.

L’ algorithme Island Removal enleve les « ilots » non connectés a la tumeur, et le Smoothing

effectue un lissage de I’image segmentée.

ii.  Remplissage de trou
L’objectif ici est de remplir « les trous » présent dans la zone segmentée lié au bruit de I’image.
Pour finir, on obtient le volume tumoral total en multipliant la taille du voxel (unité d’informa-
tion graphique qui définit un point dans un espace tridimensionnel), par le nombre de voxel

compris dans la zone segmentée.

A B

Figure 20 : Registration ou recalage des images IRM et TDM.
(A) Registration sans segmentation
(B) Registration avec segmentation (contour tumoral issu de I’IRM en vert)
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d. Segmentation des zones OL/OCD dans I’os spongieux (TDM)

Nous avons utilisé exactement la méme technique de segmentation que pour I’IRM décrite ci-
dessus.

L’objectif de cette seconde segmentation a partir des images TDM était de segmenter la tumeur
en zones OL/OCD en se basant sur des nuances de gris (Figure 21 et 22).

Les zones avec des nuances de gris claires étaient considerées comme OCD tandis que les zones

avec des nuances de gris foncées étaient classées comme OL.

Figure 21 : Segmentation 2D des zones OL (bleu) et OCD (rouge) sur la coupe coronale du TDM

e. Calcul des volumes OCD/OL

Pour calculer le volume des zones OL/OCD segmentées, nous avons eu recours a la fonction
« Material Statistics ». Cette fonction effectue un comptage automatique du nombre de voxels
présents dans chaque zone segmentée (OL/OCD) qu’il nous suffisait ensuite de multiplier par
la taille du voxel. Pour avoir le pourcentage total d’OL et d’OCD, il nous a suffi de diviser le

volume de chaque zone par le volume tumoral total.
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Figure 22 : Segmentation 3D des territoires OL (bleu) et OCD (rouge) a partir de la premiére seg-
mentation de la tumeur (vert)

E. Tests statistiques

La comparaison de I’infiltrat immunitaire et des vaisseaux entre les zones CL et OM sur les
biopsies a été faite avec le test de Mann-Whitney pour les variables quantitatives.

La comparaison de I’infiltrat immunitaire et des vaisseaux entre les zones BR et MR sur piéce
opératoire a été faite avec le test de One-Way ANOVA pour les variables quantitatives.

Une corrélation de Spearman a été faite pour étudier la corrélation entre le ratio CD163/CD68
évalué sur biopsie et le taux d’ostéocondensation évalué sur I’imagerie.

Les résultats ont éte considérés comme statistiquement significatifs lorsque p < 0.05.

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Minitab (© 2021 Minitab, LLC. All
Rights Reserved).
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IV. RESULTATS

A. Données cliniques

21 patients ont été exclus de notre étude. Ces patients ont été exclus de I’analyse en raison de
limites techniques : décollement du tissu de la lame, artefacts trop importants (plis, fragments

dégradeés), noyaux cellulaires non détectables et marquages non interprétables.

Au total, notre étude a porté sur 30 patients sur notre série Toulousaine. Les données cliniques
ont été analysées et les caractéristiques de la population de notre étude sont résumées dans le
Tableau 4.

Les 30 patients de notre étude étaient agés de 5 a 86 ans au moment du diagnostic. Dans I’en-
semble des cas, I’age moyen était de 26,2 ans et I’age médian de 17,5 ans.

Il existait une légére prédominance féminine avec un sex ratio de 1,3 : 1 dans I’ensemble des

cas.

Les OS analysés étaient tous de haut grade :
- Conventionnel de type ostéoblastique pour 17 patients (56.7%), chondroblastique pour
3 patients (10%) et de type fibroblastique pour 2 patients (6.7%).
- Secondaire (dysplasie fibreuse et en territoire irradie) pour 3 patients (10.0%)
- Télangiectasique pour 2 patients (6.7%)
- Chondraoblastique de surface pour 2 patients (6.7%)

- Périosté chondroblastique de surface pour 1 patient (3.3%)

23 patients ont suivi un schéma thérapeutique classique curateur avec une évaluation de la re-
ponse a la chimiothérapie néo adjuvante sur la résection chirurgicale. 13 patients étaient bon
répondeurs (44.3%) et 10 mauvais répondeurs (33.3%). 7 patients n’ont pas recu de traitement
curateur (23.3%).

Notre série comptait 15 patients (50.0%) atteints d’un OS localisé au fémur, dont 10 cas a I’ex-
trémité inférieure (33.3%), 2 cas a I’extrémité supeérieure (6.7%), 3 cas sur la diaphyse (10%).
Les autres localisations les plus touchées étaient le tibia (5 patients, 16,7%, dont 4 cas a I’ex-
trémité supérieure et 1 cas sur la diaphyse), la bassin (4 patients, 13.3%), I’extrémité supérieure
de I’humérus (3 patients, 10.0%) et la cote (3 patients, 10.0%).
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Tous des patients ont eu une IRM (100.0%) au moment du diagnostic tandis que seulement 14
ont effectué une TDM (46.7%).

Tableau 4 : Résumé des caractéristiques cliniques des patients analysés

n=30
Age au diagnostic Nb %
<18 ans 16 53,3%
> 18 ans 14 46,7%
Sexe
F 17 56,7%
H 13 43,3%
Localisation
Fémur 15 50,0%
Tibia 5 16,7%
Humérus 3 10,0%
Bassin 4 13,3%
Cote 3 10,0%
Sous type histologique (haut grade)
Ostéoblastique 17 56,7%

Chondroblastigue 10,0%

Fibroblastique 6,7%

Télangiectasique 6,7%

Chondroblastique de surface 6,7%

3
2
Secondaire 3 10,0%
2
2
1

Périosté de type chondroblastique 3,3%

Réponse au traitement

BR 13 43,3%

MR 10 33,3%

Absence de traitement curatif 7 23,3%
Imageries au diagnostic

IRM 30 100,0%

TDM 14 46,7%
Stade au diagnostic

Localisé 21 70,0%

Métastatique 8 26,7%

Non renseigné 1 3,3%
Déces 10 33,3%

B. Analyse numérique multiplexe par fluorescence de I'hétérogé-
neité spatiale des cellules du microenvironnement tumoral sur les
biopsies

Cette analyse a été faite sur les 30 biopsies. Les populations macrophagiques (CD163+ et/ou
CD68) et les lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) ont été analysé sur une surface tumorale
totale de 2959,3 mm2, morphologiquement divisée en deux régions : cellulaire (CL, 85.6%,
2529,6 mm2) et riche en matrice ostéoide (OM, 14.5%, 429,6 mm2).
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Quatre biopsies ne contenaient pas de région tumorale CL (13.3%), 17 biopsies ne contenaient
pas de régions tumorales OM (56,7%). La divergence entre le nombre de régions OM et CL est

liée au site de la biopsie qui intéressait préférentiellement les zones riches en cellules (CL).

1. Répartition des cellules ostéoblastiques SATB2+

On observait une différence de densité en cellules ostéoblastiques (SATB2+ nucléaire) entre
les zones CL (moyenne 804.7 cellulessrmmz2) et les zones OM (moyenne 327.7 cellules/mm2).
Cette différence était statistiquement significative (p < 0.001) (Figure 23). Les régions OM
étaient caractérisées par une matrice osseuse abondante et une faible cellularité, tandis que les
régions CL présentaient une forte densité cellulaire avec une matrice presque absente. L’ anti-
corps anti-SATB2 avait une forte sensibilité pour les ostéoblastes et les ostéocytes. Le mar-
quage était faible ou absent dans les cellules ostéosarcomateuses avec des atypies cyto-nu-

cléaires tres marquées ou lorsque qu’elles avaient une différenciation chondroblastique.

Figure 23 : Comparaison de la densité en cellules ostéoblastiques SATB2+ entre les zones cellu-
laires (CL) et riches en ostéoide (OM).

2. Répartition des lymphocytes T cytotoxiques CD8+

Le comptage cellulaire automatisé a révélé que les CTL (CD8+) étaient rares et ne représen-
taient que 0,59% (moyenne) de la population cellulaire globale étudiée. On a constaté que les
CTL étaient Iégerement plus nombreux dans les régions cellulaires (CL : moyenne 0,76% ; OM

: moyenne 0,51%) sans différence statistique significative (p < 0.165) (Figure 24).
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Figure 24 : Distribution en % des lymphocytes T cytotoxiques CD8+ sur la population cellulaire
globale étudiée entre les zones cellulaires (CL) et riches en ostéoide (OM).

3. Répartition des populations macrophagiques CD163+ et/ou
CD68+

Dans ces nouvelles analyses, on a constaté une différence de répartition parmi les populations
macrophagiques en rapport avec les territoires CL et OM (Figure 25).
Dans les zones OM, on a observé une assez large prédominance des macrophages de phénotype
CD163+/CD68- (moyenne 12.2 %). Les OCs (CD68+/CD163-) (moyenne 3.0 %) et les macro-
phages doublement positifs CD68+/CD163+ (moyenne 4.2 %) étaient minoritaires.
Dans les zones CL, on a observé un rééquilibrage entre les différents phénotypes macropha-
giques, entrainant une population plus homogéne composée de macrophages CD163+/CD68-
(moyenne de 11.3 %) associée a un important recrutement de macrophages OCs
(CD68+/CD163-) (moyenne de 7.0 %) et doublement positifs (CD68+/CD163+) (moyenne de
8.7%).
Cette différence d’infiltration concernant la population OCs (CD68+/CD163-) était significa-
tive statistiquement (p < 0.0004) entre les régions OM et CL.
Il existait également une augmentation des macrophages doublement marquées
(CD163+/CD68+) dans les zones CL par rapport aux zones OM (p < 0.013).
Il n’était pas observe de différence significative (p < 0.771) concernant I’infiltrat des macro-
phages CD163+/CD68-.
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Figure 25 : Populations de macrophages, lymphocytes T cytotoxiques, et cellules ostéoblastiques
étudiées par immunohistochimie multiplex sur biopsies.
(A) : Histogrammes représentant le pourcentage des différentes populations de macrophages dans les
régions OM (gauche) et CL (droite) ;
(B) régions OM et (C) CL sur la coloration & I'HE ;
(D) régions OM et (E) CL coloréesen IF :
CD68+CD163+ (rose), CD68—CD163+ (rouge), CD68+CD163— (violet) ; CD8+ (jaune) ; SATB2+ (vert)
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4. Répartition des cellules endothéliales ERG +

Le comptage cellulaire automatisé nous a révélé que la densité en cellules endothéliales (ERG+)
représentatives des structures vasculaires était plus élevée dans les zones CL (moyenne 125.2

cellulessrmm2) par rapport aux zones OM (moyenne 37.4 celluless/mm2) avec une différence

statistique significative (p < 0.015) (Figure 26).

Figure 26 : Comparaison de la densité en cellules endothéliales ERG+ sur la surface étudiée entre
les zones cellulaires (CL) et riches en ostéoide (OM).
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C. Analyse radiologique manuelle

Parmi les 51 cas de notre cohorte, seulement 24 patients avaient a disposition une IRM associée
a une TDM avant traitement. 3 patients avec des OS de surface ont été exclus de notre analyse
radiologique car ils ne permettaient pas une évaluation de I’ostéocondensation du spongieux.
Au total, notre analyse a porté sur 21 patients de notre série Toulousaine. Les données que nous
avons récoltées pour chaque imagerie (IRM et TDM) sont résumées dans le Tableau 5.

Notre série comptait 5 patients (23.8%) atteints d’un OS localisé au fémur, dont 4 cas a I’extré-
mité inférieure et 1 sur la diaphyse. Les autres localisations les plus touchées étaient le tibia (5
patients, 23.8%, dont 4 cas a I’extrémité supérieure et 1 cas a I’extrémité inférieure), la bassin
(4 patients, 19.0%), I’extrémité supérieure de I’humérus (3 patients, 14.3%), la mandibule (2

patients, 9.5%), la fibula (1 patient, 4.8%) et la cote (1 patient, 4.8%).

Notre analyse a estimé que 5 patients (23.8%) avaient une tumeur avec < 25% d’ostéoconden-
sation du spongieux, 3 patients (14.3%) entre 25 et 50%, 4 patients (19.0%) entre 50 et 75% et
9 patients (42.9%) avec > 75%.

Au total, 8 patients étaient classés en ostéolytiques (0-50%) et 13 en ostéocondensants (>50%).
Les tumeurs avec >50% OCD du spongieux présentaient tres souvent une ossification de la

masse dans les parties molles lorsqu’elle était présente.

Tableau 5 : Données récoltées sur I’analyse radiologique classique

| n=21
Localisation
Fémur 5 23,8%
Tibia 5 23,8%
Humérus 3 14,3%
Bassin 4 19,0%
Mandibule 2 9,5%
Fibula 1 4,8%
Cote 1 4,8%
Ostéocondensation du spongieux
< 25% 5 23,8%
25-50% 3 14,3%
50-75% 4 19,0%
> 75% 9 42,9%
Masse parties molles
Oui 18 85,7%
Non 3 14,3%
% de masse extraosseuse ossifiée
< 25% 9 50,0%
25-50% 4 22,2%
50-75% 0 0,0%
> 75% 5 27,8%




D. Analyse radiologique par segmentation algorithmique

Par cette approche, nous avons pu étudier 6 cas. Cette méthode par segmentation a permis de
mieux caracteriser la proportion des territoires OL en intra osseux et OCD sur le volume total.
Cing cas ont été considérés comme OCD (cas 1, 2, 4, 5 et 6), et un cas comme OL (cas 3).

La comparaison avec I’approche manuelle a montré qu’il n’existait que peu de différence entre
les 2 méthodes en ce qui concerne le pourcentage de volume OCD relativement au volume total
de la tumeur (Tableau 6). En revanche le volume total de la tumeur peut varier d’une méthode
a I’autre sachant que la méthode manuelle mesure le volume de la tumeur sur une ellipsoide

équivalente dont les axes sont les plus grandes dimensions de la tumeur.

Tableau 6 : Comparaison des 6 cas analysées en méthode manuelle et par segmentation

Analyse manuelle Analyse par segmentation
Volume | % OCD | % ossifi- % OL
cm3 (el- spon- cation Volume | Volume | % OCD | Volume spon-
Casn°® | lipsoide) gieux PM IRM cm3 | OCD cm3 total OLcm3 gieux
1 126 >75% >75% 166 48 30 8 5
2 88 50-75% @ 109 45 41 16,5 15
3 170 25-50% | 25-50% 228 35.5 15 138 60
4 54 >75% 25-50% 56 23 41 4 7
5 88 >75% 25-50% 135 59 43 2,5 2
6 220 >75% <25% 257 87.5 34 10 4

Les cas n°1, 2, 4, 5 et 6 considérés comme OCD (> 50%) en méthode manuelle, avaient un %
d’OCD supérieur au % d’OL par la méthode par segmentation.

La tumeur n°3 considérées comme OL (0-50%) en méthode manuelle, avait un % d’OL supé-
rieur au % d’OCD par la méthode par segmentation.

Les volumes tumoraux non classés/segmentés correspondaient a des territoires « mixtes », et

aux territoires qui n’étaient pas OCD dans les PM.

Notons que la méthode de segmentation algorithmique n’est a I’heure actuelle que semi-auto-
matique du fait du faible contraste et de la faible résolution des images. De futurs développe-
ments par des spécialistes de I’imagerie pourraient permettre de mieux quantifier les volumes
OL et OCD en utilisant des techniques de moyennisation couplées éventuellement a des me-
thodes de machine ou deep learning et en effectuant des opérations algébriques entre TDM de
patients controle et atteints de OS. S’il ne semble pas y avoir de verrou scientifique au déve-
loppement d’une telle méthode, sa mise en ceuvre est relativement complexe et elle n’a pas pu

étre réalisée dans le cadre de cette thése.
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E. Evaluation du ratio de macrophages CD163+/CD68+ et corréla-
tion avec le caractére ostéocondensant sur I’imagerie

1. Distribution du ratio de macrophages CD163+ sur les OCs CD68+

L analyse numérique multiplexe par fluorescence que nous avons effectuée précédemment
nous a montré que les zones CL étaient beaucoup plus riches en OCs (CD68+/CD163-) en
comparaison des zones OM de maniere significative. Cependant, les macrophages
CD163+/CD68- etaient prédominant dans ces deux territoires morphologiquement distincts.
Pour mieux définir I’implication des macrophages CD163 dans les zones OM et des CD68 dans
les zones CL, nous avons étudié le rapport ou ratio entre ces 2 populations.

Nous avons retrouvé une différence significative de ce ratio (p < 0.05) entre les deux territoires
(Figure 27). Les territoires CL étant beaucoup plus riches en OCs CD68+/CD163-, le ratio de
macrophages CD163+ / CD68+ était donc plus €levé dans les territoires OM.

Figure 27 : Distribution du ratio de macrophages CD163+ / OCs CD68+ en fonction du type de
zone cellulaire (CL) et riches en ostéoide (OM).
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2. Corrélation entre le ratio de macrophages CD163+/CD68+ évalué
sur la biopsie et le caractere osteocondensant évalué sur I’imagerie
par la méthode manuelle

A partir de ces résultats, nous avons tenté de trouver une corrélation entre le ratio
CD163+/CD68+ établi sur la biopsie et le pourcentage moyen d’OCD appreécié a partir de I’ima-
gerie correspondante avec la méthode manuelle. Nous avons fait I”’hypothése que plus une tu-
meur sera considérée comme OCD sur I’imagerie, plus son ratio macrophagique
CD163+/CD68+ sera élevé dans le TME.

Sur les 21 patients avec une analyse radiologique manuelle, seulement 9 ont été analysés en

immunohistochimie fluorescente multiplexe.
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Figure 28 : Représentation du pourcentage d’ostéocondensation en fonction du ratio CD163/CD68.
Les courbes en pointillés ainsi que la droite en trait plein représentent la régression linéaire de ces
deux variables.

Sur ces 9 cas, nous n’avons pas trouvé de corrélation significative (r= -0.5545 ; p= 0.1246)
entre le ratio CD163/CD68 et le pourcentage d’ostéocondensation. On peut d’ailleurs observer
une tendance inverse entre le taux d’ostéocondensation et le ratio CD163/CD68 comme le mon-
trent la régression linéaire (Figure 28) et la négativité du coefficient de corrélation. Cependant,
ces résultats sont a interpréter avec prudence du fait du faible nombre d’échantillons analysés.
De plus ces biopsies ciblées préférentiellement dans des zones cellulaires (CL) sont parfois peu

représentatives de I’hétérogénéité tumorale évaluée sur I’imagerie.

59



F. Analyse numérique multiplexe par fluorescence de I'hétérogé-
neité spatiale des cellules du microenvironnement tumoral sur les
pieces opératoires

Sur les 20 pieces operatoires selectionnees au départ, nous avons pu en analyser 14 au total. Les
6 pieces opératoires exclues présentaient des décollements du tissu de la lame, artefacts trop
importants (plis, fragments dégradés), et marquages non interprétables.

Les populations macrophagiques (CD163+ et/ou CD68) et les CTL (CD8+) ont été analysés
sur une surface tumorale totale de 2093,7 mm2, morphologiquement divisée en deux régions :
bonne réponse (BR, 49.9%, 1044.8 mm2) et mauvaise réponse (MR, 50.1%, 1048.9 mm?2).
Une seule piece opératoire analysée ne contenait pas de région de BR (7.1%), 8 piéces opéra-
toires ne contenaient pas de régions tumorales de MR (57.1%). La divergence entre le nombre
de piéces opératoires contenant des territoires de BR et MR était liée au fait que le traitement
par chimiothérapie néo adjuvante a eu un effet sur la quasi-totalité des piéces opératoires ana-

lysées.

1. Répartition des cellules ostéoblastiques SATB2+

On observait une trés légére différence du pourcentage de surface marquée par I’anticorps anti-
SATB2+ entre les zones de BR (moyenne 1.8%) et les zones de MR (moyenne 1.0%) (Figure
29). Cette différence n’était pas statistiquement significative (p < 0.868). Dans les régions de
BR, la nécrose prédominait avec tres peu de cellules viables marquées. Dans les territoires de
MR, comme sur les biopsies, I’anticorps anti-SATB2 avait une faible sensibilité pour les cel-

lules tres atypiques (post chimiothérapie) et de différenciation chondroblastique.

Figure 29 : Distribution en % de surface marquée par SATB2+ sur la surface totale étudiée entre
les zones de bonne réponse et de mauvaise réponse.
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2. Répartition des lymphocytes T cytotoxiques CD8+

Le calcul du pourcentage de la surface marquée par I’anticorps anti-CD8 a révélé que les lym-
phocytes T cytotoxiques CD8+ étaient tres peu représentés et ne représentaient que 0,04%
(moyenne) de la surface globale étudiée (Figure 30). On constatait que les CTL (CD8+) étaient
Iégerement plus présents dans les régions de mauvaise réponse (MR : moyenne 0,11% ; BR :

moyenne 0,02%) sans toutefois de différence statistique significative (p < 0.170).

Figure 30 : Distribution en % de surface marquée par CD8+ sur la surface totale étudiée entre les
zones de bonne réponse et de mauvaise réponse.

3. Répartition des populations macrophagiques CD163+ et/ou
CD68+
D’apreés cette analyse, on observait une augmentation des populations macrophagiques dans

les territoires de MR par rapport aux territoires de BR (Figure 31).

Dans les zones de BR, on observait un pourcentage de surface marquée équilibré représentant
les macrophages CD163+/CD68- (moyenne de 0.3%) et les macrophages OCs (CD68+/CD163-
) (moyenne de 0.3%). Cependant le pourcentage de surface marquée représentant les macro-
phages doublement positifs (CD68+/CD163+) était trés minoritaire (moyenne de 0.05%).

Dans les zones de MR, on observait une assez large prédominance du pourcentage de surface
marquée représentant les macrophages OCs (CD68+/CD163-) (moyenne 1.6 %). Les pourcen-
tages de surface marquée qui montraient les macrophages de phénotype CD163+/CD68-
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(moyenne 1.1 %) et les macrophages doublement positifs CD68+/CD163+ (moyenne 0.5 %)

étaient minoritaires.

La différence d’infiltration concernant la population macrophagique OCs (CD68+/CD163-)
présentait une différence significative (p < 0.016) entre les régions BR et MR.

Il n’a pas été observé de différence significative pour les surfaces marquées constituant les
macrophages CD163+/CD68- (p < 0.212) et les macrophages doublement marquées
(CD163+/CD68+) (p < 0.141).
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Figure 31 : Populations de macrophages, lymphocytes T cytotoxiques, et cellules ostéoblastiques
étudiées par immunohistochimie multiplex sur piéces opératoires.
(A) : Histogrammes représentant le pourcentage des différentes populations de macrophages dans les
régions de BR (gauche) et MR (droite) ;
(B) régions de BR (C) et de MR sur la coloration a I’HE ;
(D) régions BR et (E) MR colorées en IF :
CD68+CD163+ (rose), CD68—CD163+ (rouge), CD68+CD163— (violet) ; CD8+ (jaune) ; SATB2 (vert)

63



4. Répartition des vaisseaux SMA +

Nous n’avons observé aucune différence significative du pourcentage de surface marquée par
I’anticorps anti-SMA entre les zones BR (moyenne 0.23%) et les zones MR (moyenne 0.23%)
(p < 0.772) (Figure 32). Dans notre analyse, I’anticorps anti-SMA ne marquait que les parois
de vaisseaux possédant une paroi vasculaire. Les vaisseaux issus de la néovascularisation tu-

morale sans muscle lisse dans leur paroi n’étaient pas marques par cet anticorps.

Figure 32 : Distribution en % de surface marquée par SMA+ sur la surface globale étudiée entre les
zones de bonne réponse et de mauvaise réponse
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V. DISCUSSION

L’objectif de ce travail a été de corréler la distribution spatiale des populations du microenvi-
ronnement immunitaire, par étude immunohistochimie multiplexe, avec 1’imagerie TDM et
IRM. Ainsi, en combinant les caractéristiques cliniques, histologiques et d’imagerie, nous es-
périons optimiser la stratification des patients pour une meilleure prise en charge thérapeutique.

1. Distribution des cellules du microenvironnement par rapport aux
territoires OM et CL sur biopsie

Ce travail nous a permis de renforcer les résultats obtenus par analyse immunohistochimique
multiplexe, que nous avons précédemment publiés (145) sur les biopsies de patients atteints
d’OS. En effet nous avons confirmé que les OCs, marqués CD68+ étaient localisés dans les
territoires cellulaires (CL), et que les macrophages CD163+ étaient la population largement
majoritaire dans les territoires riches en matrice ostéoide (OM). L’augmentation de notre co-
horte a 30 cas a révélé que les taux de CD163 ne permettaient pas de différencier les zones CL
des zones OM, et par conséquent que définir I’ostéocondensation sur les taux de CD163 n’était
pas pertinent. Nous nous sommes de ce fait intéressés a I’étude du ratio CD163+/CD68+. Nous
avons observé qu’il était différent de fagon significative, entre les territoires CL et OM et que
cette différence était corrélée a la présence des cellules CD68+. Nous avons aussi retrouvé que
la population de cellules co-marquées CD163+/CD68+, avait une distribution différente par
rapport a nos premiers résultats, significativement augmentée dans les territoires CL. Ces 2
constatations, soulignent que les OCs et les cellules co-marquées, potentiellement bipotentes,
jouent certainement un réle décisif dans la biologie de I’OS, comme précédemment rapporté
dans la littérature (147).
En effet antérieurement, plusieurs études sur des mod¢les murins avaient mis en évidence le
role délétere des OCs dans le développement des OS en montrant que la prolifération des cel-
lules ostéosarcomateuses primitives et la survenue de métastases étaient réduites en traitant les
animaux par des inhibiteurs puissant de la résorption ostéoclastique (60-64).
Le nombre de cellules marquées CD8 restait faible dans 1’ensemble des territoires corroborant
les données de la littérature. En effet, des études ont montré que les OS non seulement ne pré-
sentaient pas beaucoup d’infiltrat CD8+, mais aussi n’exprimaient que trés peu le check point
PD-1/PDL1 (55,99,100) expliquant les résultats décevants des immunothérapies dans cette pa-
thologie (101,102).
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La densité de cellules endothéliales (ERG) était significativement plus importante dans les
territoires CL par rapport aux territoires OM. Les études concernant la vascularisation dans les
OS est tres controversée. Une expression accrue du VEGF dans les OS est associé a un risque
de métastases plus élevé et une survie plus faible (87), tandis qu’il est aussi associé a une bonne

réponse thérapeutique contribuant a la pénétration des chimiothérapies dans la tumeur (88).

2. Corrélation entre les données microscopiques et d’imagerie sur
biopsies
Ce travail nous a permis par ailleurs de développer des outils d’analyse pour définir au mieux

I’ostéocondensation, a partir de la segmentation d’images TDM et IRM.

Pour évaluer le taux d’ostéocondensation tumorale a partir de I’imagerie initiale, nous avons
utilisé 2 approches, une dite manuelle et I’autre par segmentation.

Par méthode manuelle, nous avons pu comparer le microenvironnement de 9 biopsies de pa-
tients avec leur imageries respectives (TDM+IRM). Nous avons constaté qu’il n’existait pas de
corrélation, entre 1’analyse du ratio CD163+/CD68+ sur la biopsie avec le taux d’ostéoconden-
sation sur I’imagerie.

Par la méthode de segmentation, nous avons précisé le degré d’ostéocondensation et d’ostéo-
lyse. Il est important de souligner que I’ostéolyse ne peut étre caractérisée que dans les terri-
toires osseux (intra médullaire spongieux et cortical). Elle correspond a priori a une zone riche
en OCs, comme semble le prouver nos résultats sur microbiopsies, mais peut aussi correspondre
a une zone cellulaire tumorale exclusive ou associée a d’autres cellules du microenvironnement.
Cette méthode, par segmentation, plus innovante et moderne a cependant permis de mieux ap-
précier les volumes de la tumeur et donc 1’étendue de 1’ostéocondensation, par rapport a la
méthode manuelle. La comparaison du résultat final entre les 2 approches étaient similaires,
rendant possible I’utilisation de la méthode manuelle pour définir le degré d’OCD d’un OS.
Ces résultats devront étre validés sur une cohorte plus importante. Nous avons renoncé a utiliser
une approche par radiomique, qui n’apportait pas d’informations utiles pour répondre a notre
question (définir le caractere OCD et OL).

Cette méthode par segmentation n’est utilisée qu’en recherche car tres chronophage et main
d’ceuvre dépendante, mais permet de valider I’approche manuelle, méme si elle semble gros-

siere.

Une perspective pour mieux caractériser 1I’implication des cellules CD68, serait de coupler

I’imagerie IRM/TDM a un traceur CD68. Les travaux effectués (143,144) avec le ferumoxytol,
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supplément de fer qui peut étre utilisé comme agent de contraste, et phagocyté par les TAMs et
détectable par I’IRM, ouvre des perspectives prometteuses, mais ne permettent pas encore de

différencier les sous populations macrophagiques.

Limites et perspectives d’étude sur les biopsies et I’imagerie :

Le principal biais est lié au fait que la biopsie est effectuée de préférence dans les territoires
ostéolytiques repérés par I’imagerie, et de fait ne peut pas étre dans ces tumeurs connues comme
étant tres hétérogenes, représentative des différents contingents et des territoires ostéoconden-

sant non prélevés du fait de leur dureté.

Pour dépasser les limites de la microbiopsie, ou de la biopsie chirurgicale, nous proposons
d’étudier a I’avenir la distribution du microenvironnement immunitaire sur pieces opératoires,
et de corréler cette distribution a I’imagerie de la tumeur avant chirurgie, et non avant la biopsie
chirurgicale. Les protocoles actuels dans I’étude des ostéosarcomes ne comprennent pas de
TDM avant la chirurgie, seule technique radiologique qui permettrait de visualiser au mieux
I’ostéocondensation. Pour permettre ce travail, et contourner le probleme de I’irradiation du
patient par des examens complémentaires inutiles dans le suivi de 1’évolution de la réponse a la
chimiothérapie par imagerie (actuellement réalisée par I’IRM), nous proposons d’effectuer un
TDM de la coupe histologique que nous pourrons ensuite corréler a la coupe analysée pour

histologie conventionnelle et en immunohistochimie.

Pour approfondir la quantification de I’ostéocondensation et mieux la caractériser dans son ar-
chitecture et densité, nous proposons d’effectuer de la microtomographie a rayons X, qui permet
d’avoir une résolution de 8 Micrometres, bien plus €levé que celle des TDM utilisés en clinique.
Cette technique sera capable de différencier I’os préexistant détruit par la tumeur, de I’0s néo-
formé tumoral. Cette imagerie d’échelle intermédiaire entre le scanner et I’histologie, permettra
aussi de mieux caractériser la distribution spatiale des cellules tumorales et du microenviron-
nement par rapport a I’os (acquisition de matériel de résolution submicrometrique en cours a
I’IMFT, Fédération FERMAT).

Un autre écueil de 1’analyse du microenvironnement sur biopsie est d’étre I’analyse du microen-
vironnement a un instant donné. Par I’analyse sur pi¢ce opératoire, nous espérons, par |I’étude
des populations du microenvironnement dans les zones de réponse « partielle » au traitement
par chimiothérapie, mieux comprendre la dynamique spatio-temporelle des populations cellu-

laires.
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3. Distribution spatiale du microenvironnement sur pieces opéra-
toires

Le but de ce travail préliminaire était, en étudiant la distribution spatiale des cellules du mi-
croenvironnement, de montrer des différences entre les zones de BR et de MR, et définir a partir
du microenvironnement immunitaire une signature de résistance au traitement. Il s’agissait
aussi de créer une collection avec le couple biopsie/pieces opératoires.
Nous avons constaté qu’il existait uniquement une différence sur les taux d’OCs présents de
fagon significativement plus importante dans les territoires de MR, montrant la aussi une im-
plication des OCs dans la résistance au traitement. La distribution de CD8 et CD163, n’était

significativement pas différente entre les territoires de BR et MR.

Ces résultats préliminaires ouvrent de nouvelles perspectives de travail que nous réaliserons
dans un nouveau projet a partir de prélevements congelés issus de pieces opératoires.

Tout d’abord par des techniques différentes (RNAseq Bulk, spatial transcriptomiques ...) nous
rechercherons s’il existe une expression différenticlle des génes au niveau des cellules tumo-
rales viables et du microenvironnement, en fonction des zones de MR et BR. Nous espérons
ainsi trouver de nouvelles cibles thérapeutiques en lien avec le microenvironnement immuni-
taire et/ou vasculaire, et mieux comprendre la résistante des OS aux différentes thérapeutiques.
En stratifiant mieux les patients, nous pourrons proposer chez les patients MR de nouvelles

thérapies, en fonction du microenvironnement persistant, par exemple.

Que ce soit dans les biopsies et les piéces opératoires, nous avons constaté que ce sont les
cellules marquées CD68, dont les OCs qui semblaient jouer un rdle déterminant dans la phy-
siopathologie des OS. Une nouvelle perspective serait de progresser dans la caractérisation de
I’ostéolyse au sens genéral et de la caractérisation de la tumeur dans les tissus mous (d’un point

de vue microscopique et en imagerie), quand elle n’est pas ostéocondensante.

D’autres perspectives seront d’étudier comme la distribution des cellules du microenvironne-
ment par rapport a la localisation de la tumeur sur I’os (corticale ou intramédullaire et dans les
tissus mous). Et enfin par ces nouvelles approches moléculaires avec I’analyse de la distribution
spatiale de mieux comprendre les interactions entre les cellules tumorales et le microenviron-

nement dans le contexte de la réponse au traitement.
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VI.

CONCLUSION

L’objectif de ce travail a été : 1) de corréler la distribution spatiale des populations du microen-
vironnement immunitaire, en relation avec 1’os (OM), sur biopsies de patients atteints d’ostéo-
sarcome (OS), par étude immunohistochimie multiplexe, avec I’imagerie TDM et IRM. Pour
caractériser le caractere ostéocondensant (OCD) et ostéolytique (OL) de la tumeur sur I’image-
rie, nous avons utilisé une approche manuelle et par segmentation, en utilisant une succession
d’algorithmes mathématiques. Ainsi, en combinant les caractéristiques cliniques, histologiques
et d’imagerie, nous espérions optimiser la stratification des patients pour une meilleure prise en
charge thérapeutique ; 2) d’étudier la distribution spatiale des cellules du microenvironnement
sur les pieces opératoires obtenues apres chimiothérapie pour trouver des différences de répar-
tition entre les zones de bonne réponse (BR) et les zones de mauvaises réponse (MR) et définir

a partir du microenvironnement immunitaire une signature de résistance au traitement.

Sur biopsies, nous avons montré que le ratio CD163+/CD68+ était significativement différent,
entre les territoires CL et OM et que cette différence était corrélée a la présence des cellules
CD68+, associée a un plus mauvais pronostic. Nous avons aussi retrouvé que la population de
cellules co-marquées CD163+/CD68+, était significativement augmentée dans les territoires
CL, soulignant que les OCs et les cellules co-marquées, potentiellement bipotentes, jouent cer-
tainement un réle décisif dans la biologie de I’OS. Les lymphocytes T cytotoxiques étaient trés
peu représentés comme observé dans d’autres études et expliquent le peu d’impact des immu-
nothérapies visant les checks points lymphocytaires.

Nous n’avons pas retrouvé de corrélation entre les populations du microenvironnement et I’as-
pect en imagerie, montrant la non-pertinence d’essayer de faire des corrélations entre des frag-
ments de tumeurs hétérogenes et I’imagerie représentative de 1’ensemble du volume de la tu-
meur.

Sur piéces opératoires, nous avons constaté qu’il existait uniquement une différence sur les taux
d’OCs présents de fagon significativement plus importante dans les territoires de MR, montrant
la aussi une implication des OCs dans la résistance de la réponse au traitement.

L’ensemble de ces résultats souligne I’importance du role des cellules CD68+ et des cellules
potentiellement bipotentes CD163+/CD68+ dans le pronostic et la réponse au traitement des
OS, et ouvre de nouvelles perspectives de recherche a faire sur piéces opératoires, pour com-

prendre la biologie de I’OS et sa réponse aux traitements (approches moléculaires innovantes,
Professeur Pierre BROUSSET

Département de Pathologie
Institul Universitaire du Cancer
Toulouse Oncopdle
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RESUME EN ANGLAIS:

Osteosarcoma is the most common bone sarcoma in adolescents and young adults. However,
the survival of metastatic patients and poor responders has not improved over the past dec-
ades. These tumors are characterized by a high degree of heterogeneity, especially at the mo-
lecular level, which does not allow the use of targeted therapy. New therapeutic avenues are
interested in the microenvironment of these tumors which seems to play a major role in the
growth and metastatic dissemination. The objective of this work was to correlate the spatial
distribution of the immune microenvironment populations, by multiplex immunohistochemi-
cal study, with CT and MRI imaging. Thus, by combining clinical, histological and imaging
characteristics, we hoped to optimize patient stratification for better therapeutic management.
Unfortunately, there was no correlation between the biopsy and its imaging, concluding that
the tumor heterogeneity on the biopsy was not representative. We also studied the spatial dis-
tribution of cells in the microenvironment, in relation to good and poor response territories, on
a few surgical specimens after treatment in order to define a signature of resistance to treat-
ment. Our preliminary results showed that CD68+ osteoclasts were associated with poor re-
sponse territories and their role in treatment resistance. This work has also allowed us to cre-

ate a collection with the biopsy/operational part pair that will be used for future projects.
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CASES Guillaume 2021 TOU3 1652

ETUDE DE LA DISTRIBUTION SPATIALE DU MICROENVIRONNE-
MENT IMMUNITAIRE DANS LES OSTEOSARCOMES ET CORRELA-
TIONS AUX DONNEES DE L'IMAGERIE

RESUME EN FRANCAIS :

L’ostéosarcome est le sarcome osseux le plus fréquent chez les adolescents et les jeunes
adultes. Cependant, la survie des patients métastatiques et des mauvais répondeurs ne
s'est pas améliorée au cours des derniéres décennies. Ces tumeurs se caractérisent par une
tres grande hétérogénéité, notamment au niveau moléculaire, ne permettant pas I’utilisa-
tion de thérapie ciblée. De nouvelles pistes thérapeutiques s’intéressent au microenviron-
nement de ces tumeurs qui semble jouer un réle prépondérant dans la croissance et la
dissémination métastatique. L’objectif de ce travail a été de corréler la distribution spa-
tiale des populations du microenvironnement immunitaire, par étude immunohistochi-
mique multiplexe, avec I’imagerie TDM et IRM. Ainsi, en combinant les caractéristiques
cliniques, histologiques et d’imagerie, nous espérions optimiser la stratification des pa-
tients pour une meilleure prise en charge thérapeutique. Malheureusement, il n’existait
pas de corrélation entre la biopsie et son imagerie, nous faisant conclure a la non-repré-
sentativité de I’hétérogénéité tumorale sur la biopsie. Nous avons également étudié la
distribution spatiale des cellules du microenvironnement, par rapport aux territoires de
bonne et de mauvaise réponse, sur quelques piéces opératoires apres traitement par chi-
miothérapie dans le but de définir une signature de résistance au traitement. Nos résultats
préliminaires ont montré que les ostéoclastes CD68+ étaient associés aux territoires de
mauvaises réponses renforg¢ant leur role dans la résistance aux traitements. Ce travail nous
a également permis de créer une collection avec le couple biopsie/pieces opératoires qui
serviront pour des projets futurs.
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