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GLOSSAIRE

Agénésie : absence d’un organe consécutive a I’absence d’ébauche embryonnaire.

Anaplasie : perte de la différenciation cellulaire.

Anisocaryose : modification de Ia taille et de la forme du noyau d’une cellule.

Anophtalmie : désigne une absence d’ceil.

Aplasie : absence de développement d’une ébauche embryonnaire.

Apoptose : mécanisme de mort cellulaire programmée.

Astrocyte : cellule gliale qui maintient les neurones et assure la régulation de
Penvironnement extracellulaire chimique et ionique.

Ataxie : mouvement mal coordonné et inapproprié, parfois associé & un dysfonctionnement
cérébelleux.

Atrophie cellulaire : une diminution réversible du volume cellulaire.

Cellule amacrine : neurone situé dans la couche plexiforme interne de la rétine.

Cellule bipolaire : cellule qui connecte les photorécepteurs aux cellules ganglionnaires.

Cellule de Purkinje : cellule du cortex cérébelleux qui innerve les noyaux profonds du

cervelet.

Cervelet : structure dérivée du rhombencéphale, rattachée au tronc cérébral et au pont.
Colobome : malformation se caractérisant par une fissure (fente) pouvant siéger a
différents niveaux de I’organisme.

Cortex cérébelleux : couche de substance grise, située sous la surface de la pie-mére dans

le cervelet.

Desmoplasie : formation et développement d’un tissu fibreux.

Dysplasie : organisation anormale des cellules composant un tissu pouvant atteindre un
seul organe ou plusieurs organes.

Glie radiaire : cellule gliale du cerveau embryonnaire qui envoie un prolongement de la
zone ventriculaire a la surface du cerveau, le long duquel se fait la migration des neurones
immatures et des cellules gliales.

Hétérotopie : ectopie ou emplacement anormal d'un organe ou d'un tissu.

Holoprosencéphalie : anomalie due & un défaut de développement de la partie antérieure de
l'encéphale, associée & une malformation de la région médiane de la face.
Hyperplasie : augmentation de la masse d’un tissu, d’un organe ou d’une portion d’organe

due & une augmentation anormale du nombre de ces cellules, sans modification de
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Parchitecture. Elle est souvent associée a une hypertrophie cellulaire et & une hyperactivité
fonctionnelle. Elle peut étre physiologique ou pathologique.

Hypertrophie cellulaire : augmentation réversible de la taille cellulaire liée 4 une

augmentation du volume ou du nombre de ses constituants.

Hypoplasie : insuffisance de développement d’un organe ou d’un tissu composant un
organe.

LCR : liquide céphalo-rachidien produit par les plexus choroides qui s’écoule a travers le
systéme ventriculaire, dans ’espace subarachnoidien.

Médulloblastome : tumeur de blastéme maligne rencontrée surtout chez I'enfant, siégeant

dans la fosse postérieure, au niveau du vermis cérébelleux avec infiltration dans la cavité
du quatriéme ventricule. Les métastases sont fréquentes.

Médulloépithéliome : tumeur embryonnaire maligne, trés rare, ressemblant & 1’épithélium

du tube neural embryonnaire.

Métaplasie : une anomalie acquise résultant de la transformation d’un tissu en un autre
tissu, de structure et de fonction différentes, normal quant a son architecture, mais anormal
quant a sa localisation. Elle peut étre physiologique, mais en fait le plus souvent
pathologique.

Nécrose : correspond & la mort cellulaire qui comporte différents types de Iésions
nucléaires et cytoplasmiques. Il existe deux types de nécrose : la nécrose de coagulation ou
nécrose ischémique qui est liée 4 une interruption brutale de la vascularisation d’un tissu
(infarctus et nécrose tumorale par exemple) et la nécrose de liquéfaction ou nécrose
suppurée (autolyse avec digestion cellulaire et désintégration des structures).

Néoplasie : toute nouvelle formation tissulaire (prolifération cellulaire excessive)
ressemblant (plus ou moins) au tissu normal homologue (adulte ou embryonnaire) aux
dépens duquel elle s’est développée, qui a tendance a persister et & s’accroitre et qui
échappe aux régles biologiques de la croissance et de la différenciation cellulaire.
Neuroblaste : neurone immature, avant la différenciation cellulaire.

Névraxe : ensemble formé par I’encéphale et la moelle épiniére.

Nystagmus : mouvements involontaires d'oscillation de faible amplitude et de rotation du
globe oculaire.

Oligodendrocyte : entoure les neurones et leurs prolongements dans le SNC. Certains
d’entre eux fabrique la myéline du SNC.

Oncogene : gene régulateur de la croissance.

PNET : tumeur primitive neuroectodermique.
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Proto-oncogéne : la composante cellulaire du géne ou c-onc.

Rétinoblastome : tumeur de blastéme du jeune enfant, provenant de I’épithélium rétinien,

par prolifération des cellules indifférenciées (rétinoblastes).
Rhodopsine : photopigment des photorécepteurs des batonnets.
Tumeur : prolifération cellulaire anormale. Une dissémination a distance signe la nature

maligne d’une tumeur.
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Les tumeurs cérébrales constituent I'un des problémes majeurs de la cancérologie et
réalisent, comme toutes les tumeurs, un modéle de développement anormal du tissu
cérébral. Pour mieux comprendre la genése de ces tumeurs et le role de certains facteurs de
transcription contrdlant le développement du systéme nerveux, nous allons dans un premier
temps décrire la machinerie moléculaire qui permet la prolifération cellulaire, et dans un
deuxi¢me temps, celle qui permet le développement du Systéme Nerveux Central (SNC).
Le développement normal correspond & la succession et & Dintrication de plusieurs
événements : la prolifération cellulaire, ’apoptose (mort cellulaire programmée), la
différenciation conduisant & ’organogenése sous le contrble des génes du développement.

Dans les tumeurs, ces événements semblent se dérouler de fagon anarchique.
L PROLIFERATION CELLULAIRE

Pendant le développement normal comme dans les processus tumoraux, les cellules
doivent se diviser. Le contr6le du cycle cellulaire et des événements activateurs de celui-ci

est au centre de la transformation cellulaire.

1.1. Oncogénes

Les "oncogeénes" sont des génes physiologiquement impliqués dans le contrdle des
processus de maturation, de division et de différenciation cellulaire et dont I’altération
("activation") peut entrainer la transformation d’une cellule normale en cellule maligne. Le
terme oncogene désigne une multitude de génes (plus d’une centaine a ce jour) régulateurs
de la croissance tissulaire pouvant contribuer au développement de cancer apres des
stimuli trés variés. La plupart des oncogénes' transforment la cellule en agissant en
combinaison. Les oncogénes dominants, agissant seuls pour transformer la cellule, sont
essentiellement trouvés dans les modéles de transformation animale. Les oncogénes
cellulaires ont seulement des analogies structurales avec des oncogénes de virus animaux,
dont les progéniteurs cellulaires ne sont plus identifiables comme chez les virus & ADN.
Par contre dans le cas des rétrovirus transformants, les oncogénes viraux sont le produit de
la recombinaison avec des génes cellulaires (appelés proto-oncogénes) et leur sont donc
trés proches. C’est en effet I’étude du génome des rétrovirus aviaires qui est a P'origine de
la caractérisation des oncogénes avec I’identification en 1976 (Stehelin et al., 1976) de
Poncogéne src dans le génome du Rous Sarcoma Virus (RSV). Les oncogénes exercent un

effet positif sur la division cellulaire, bloquent I’apoptose et la différenciation cellulaire.
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On peut distinguer plusieurs familles d’oncogenes (ou de proto-oncogenes), en se basant

sur le role physiologique de la protéine normale (Figure 1).
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Figure I : Les différents protagonistes intervenant dans la cancérisation (d'apres

Hanahan et Weinberg, 2000). Les oncogenes sont indiqués en rouge.

1.1.1. Les facteurs de croissance

Ils peuvent intervenir dans le maintien de la viabilité cellulaire, la stimulation de la
multiplication, la différenciation cellulaire, voire de I’apoptose. Ces facteurs sont présents
a Pextérieur de la cellule, soit libres, soit liés a la matrice extracellulaire, et peuvent activer
pour beaucoup d’entre eux, des récepteurs transmembranaires. Parmi les oncogenes qui
codent des facteurs de croissance, citons sis qui code une sous unité du Platelet Derived
Growth Factor (PDGF), présent au sein du virus du sarcome simien SSV.
Les facteurs de croissance, mais également les hormones et le facteur de nécrose des
tumeurs (Tumor Necrosis Factor ou TNF) peuvent également jouer un rdle dans la

régulation du cycle cellulaire, et a ce titre étre impliqués dans la transformation cellulaire.
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Par exemple, le récepteur des hormones thyroidiennes, c-erbA est un des oncogénes du
virus de I’érythroblastose aviaire (AEV).
1.1.2. Les récepteurs membranaires

Les récepteurs transmembranaires sont de plusieurs types. Les premiers a étre
décrits ont une activité tyrosine kinase qui est stimulée par la fixation de leur ligand.
L’activation des récepteurs peut entrainer des réponses physiologiques trés variées, suivant
le type cellulaire et le type du récepteur (Simon, 2000 ; Madhani, 2001). Une cellule
répondra & un facteur (Transforming Growth Factor ou TGF-B) par une évolution vers la
différenciation, & un autre facteur (Fibroblast Growth Factor ou FGF) par une prolifération
cellulaire et & un troisiéme (PDGF) par une survie des cellules différenciées (Newman et
al., 2000). Le méme facteur d’inhibition (TGF-B) peut inhiber la prolifération des
fibroblastes en présence d’un autre facteur de croissance (Epidermal Growth Factor ou
EGF) ou au contraire la stimuler en présence d’un troisi¢tme (PDGF) (Rizzino et al., 1986).
Il semble donc exister des substrats variés en aval des récepteurs, selon le type cellulaire et
sa situation physiologique (Simon, 2000 ; Madhani, 2001). Parmi les différents récepteurs,
citons les oncogénes : v-erb-B qui est ’homologue du récepteur du facteur de croissance
épidermal (EGFR), trouvé comme erb-A au sein de AEV, v-kit analogue du récepteur pour
les cellules souches (SCFR pour Stem Cell Factor Receptor), v-fms homologue du
récepteur CSF-1 (Colony Stimulating Factor), ces derniers trouvés au sein du génome de
virus de chat.

1.1.3. Les molécules de la transduction du signal

Une fois activé par son ligand, le récepteur transmembranaire va initier une cascade
biochimique conduisant & la mise en route d’une succession de kinases et de protéines
adaptatrices connectant le récepteur transmembranaire & sa cible ultime, les facteurs de
transcription. L’effet des facteurs de croissance sur la cellule nécessite la mise en route ou
P’extinction de génes pour que la cellule s’adapte au signal (prolifératif, antiprolifératif, de
différenciation, voire d’apoptose) délivré par le facteur extracellulaire. Cette cascade
biochimique est composée de molécules formant les différentes voies de transduction du
signal et capables de se connecter physiquement par des motifs protéiques définis (src
homology domains (SH), phosphotyrosine-binding domains (PTB) (Hunter, 2000). Si on
se limite & la voie des Map Kinases, qui est la plus ancienne connue, les différents éléments
qui la constituent sont codés par des oncogénes (Hunter, 2000).

Les MAP Kinases (Mitogen-Activated Protein Kinases) sont des sérines/thréonines

kinases activées par un grand nombre de stimuli et regroupées en trois grandes familles :
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les Extracellular signal-Regulated Kinases (ou ERKSs), les c-Jun NH2-terminal Kinases (ou
JNKs) et les p38MAP % Elles sont impliquées dans différentes fonctions cellulaires telles
que la prolifération, la différenciation, la migration et les réponses au stress (Lenormand et
al., 1993 ; Su et Karin, 1996). Les protéines ERK1 et ERK2 ont été les premiéres clonées
et sont aujourd’hui les plus étudiées (Boulton ez al., 1991). Ce sont des protéines de 44 et
42 kDa respectivement codées par deux génes distincts (localisés sur les chromosomes 16
et 22), mais possédant 90 % d’homologie de séquences entre eux.

Stimulées par une grande variété d’inducteurs (facteurs de croissance, cytokines,
hormones, protéines de la matrice extra-cellulaire), les MAP Kinases sont activées par
différents types de récepteurs et en particulier les récepteurs a activité tyrosine kinase. Quel
que soit le type de récepteur activé et quelle que soit la famille de MAP Kinases impliquée,
I’activation d’une MAP Kinase résulte de I’activation successive :

- d’une MAP kinase kinase kinase (MAPKKK), codée par le proto-oncogéne raf
(oncogene du rat fibro sarcoma virus, Rapp ef al., 1983)

- et d’une MAP kinase kinase (MAPKK ou MEK), responsable de I’activation de la

MAP kinase.
Les voies d’activation des MAPKs peuvent étre regroupées en deux modules d’activation.
Le premier module est la voie d’activation la plus fréquemment rencontrée dans les
cellules de mammiféres et place le systtme MAPKKK/MAPKK/MAPK sous le contrdle
d’une petite protéine de 21 kDa (RAS) codée par le proto-oncogene ras qui interagit
physiquement avec raf (Vojtek et al., 1993) (Figure 1). La protéine RAS a la propriété de
se lier aux nucléotides a guanine : GDP/GTP. A 1’état normal, la protéine est liée au GDP.
A Tétat stimulé, RAS se dissocie du GDP et fixe le GTP (Bar-Sagi et Hall, 2000).
L’activation en oncogéne des protéines RAS se traduit par des transformations
morphologiques d’un grand nombre de cellules épithéliales et de fibroblastes et par
Papparition d’un phénotype malin retrouvé dans certaines cellules cancéreuses. Ainsi, dans
environ 20 % des cancers, des mutations activatrices dans ’oncogéne ras rendent la
protéine RAS, ainsi que toutes les voies de signalisation sous le contrdle de ras,
constitutivement actives (Khleif ef al., 1999).

Les MAP kinases jouent un rdle important dans la prolifération cellulaire. Les
cibles de ERK1/2 sont (entre autre) des facteurs de transcription, comme c-Myc qui régule
I’expression de génes précoces indispensables & la progression dans la phase Gl
(Hashemolhosseini et al., 1998 ; Treisman, 1996). Les protéines ERK1/2 régulent

positivement la deuxiéme partie de phase G1 et la transition G1/S en induisant I’expression
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de la cycline D1. De méme elles semblent réguler les inhibiteurs des Cdks (Ckis) p16, p21
et p27 (Kortylewski ef al., 2001) (Figure 1).
1.1.4. Facteurs de transcription

L’activité des facteurs de transcription permet a la cellule de s’adapter aux
variations de son milieu en induisant et réprimant les geénes requis pour cela (Shaulian et
Karin, 2002). Cette activité est contrdlée en fin de cascade, par une phosphorylation de ces
facteurs sous I’effet des Map Kinases (Valk e al., 2000 ; Adachi e al., 2002). Les facteurs
de transcription sont des protéines qui font le lien entre la région promotrice des génes
qu’ils contrdlent (par leur domaine de liaison & I’ADN) et la machinerie transcriptionnelle
de base avec laquelle ils rentrent en contact par l'intermédiaire de leurs domaines
activateurs ou inhibiteurs. Ainsi, les facteurs de transcription sont des protéines possédant
un ou plusieurs domaines fonctionnels physiquement séparables. Certains facteurs de
transcription contiennent plusieurs domaines de liaison a 'ADN physiquement séparables
ou plusieurs domaines de régulation de la transcription ou plusieurs domaines de
dimérisation.

De trés nombreux facteurs de transcription sont des oncogeénes, la plupart de ceux-
ci ont été découverts au sein de rétrovirus transformants, tels les oncogénes myc du virus
de la myélocytomatose aviaire, myb de la myéloblastose aviaire (Roussel et al., 1979) ou
les oncogénes fos du virus murin FBJ induisant des fibrosarcomes ou encore I’oncogéne
jun de Iisolat aviaire ASV17 (Angel et Karin, 1991).

Le domaine de liaison a 'ADN est le domaine qui permet la reconnaissance de
I'ADN car il se fixe sur une séquence bien précise et particuliére pour chaque famille de
facteur de transcription. Plusieurs structures ont été décrites, mais nous ne discuterons que
de celle déja présente chez les procaryotes, le motif Hélice-Coude-Hélice (HTH pour
Helix-Turn-Helix).

La premiére détermination de ce type de structure a été réalisée pour les répresseurs
procaryotiques du phage A (Anderson et al., 1981 ; McKay et Steitz, 1981). Ces protéines
procaryotiques adoptent, dans leur domaine de liaison a 'ADN, une structure constituée de
deux hélices ade 8 & 10 aa (hélices 2 et 3), séparées par 3 aa formant un coude . Ces
protéines se lient & 'ADN sous forme de diméres, sur une séquence palindromique, chaque
protéine fixant un hémi-site. La premiére hélice contacte non spécifiquement 'ADN et
joue un rdle de stabilisation. L'hélice 3 reconnait spécifiquement des séquences d'ADN
situées dans le grand sillon. Il est intéressant de noter que ces grandes caractéristiques

structurales sont conservées chez les espéces supérieures et se retrouvent notamment dans
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des protéines qui possédent un domaine de fixation a 'ADN appelé domaine homéo
(homéoprotéines).
1.1.4.1. Le domaine Homéo

Chez les eucaryotes, la recherche de génes associés & des mutations homéotiques
du développement a permis lisolement de génes possédant un domaine comparable. Ce
domaine est largement représenté dans les génes homéotiques de drosophile puis chez les
mammiferes (Duboule et Morata, 1994). Le domaine homéo, extrémement conservé au
cours de I'évolution, est composé de 60 aa (Gehring, 1993). On le retrouve également dans
des organismes non segmentés tels que la levure. La détermination de la structure
tridimensionnelle des homéoprotéines Antennapedia (Antp), Engrailed (EN), et MATa2
(protéine de levure) démontre que le domaine homéo est formé de trois ou quatre hélices
a et contient un motif HTH (Qian et al., 1989 ; Kissinger et al., 1990 ; Wolberger et al.,
1991). Les hélices 2 et 3 forment la structure hélice-coude-hélice et sont superposables aux
hélices de stabilisation et de reconnaissance des procaryotes. L'hélice 3 du domaine
homéo, hélice de reconnaissance, se couche dans le grand sillon de 'ADN et interagit avec
certaines bases du site de reconnaissance. Celui-ci est une séquence riche en bases AT dont
le motif central est TAAT. Cependant les bases adjacentes a ce motif sont importantes pour
la reconnaissance. Ainsi les homéoprotéines Bicoid (Bed) et En reconnaissent des sites
différents dans les bases adjacentes en ayant pourtant un cceur ATTA de reconnaissance
identique. Cette différence est due & un acide aminé situé en position 50 du domaine
homéo, correspondant au résidu 9 de I'hélice 3 (Hanes et Brent, 1989 ; Treisman et al,,
1989).

Le type d'acide aminé situé en position 50 de 'homéodomaine confere & ce dernier
une spécificité de reconnaissance 4 I'ADN et a été utilisé pour classer les différents types
d'homéodomaines (par rapport a leur spécificité de reconnaissance) : glutamine pour les
homéodomaines de type HOX ou EN ; sérine pour ceux de type Paired ; cystéine pour les
homéodomaines de type POU (Pit-1, Oct-2 (et Oct-1) et Unc-86) ; lysine pour ceux de type
Bed. Enfin certaines homéoprotéines se caractérisent par la présence d'un deuxi¢me
domaine de liaison 4 'ADN. Les facteurs & homéodomaines ont été décrits comme des
oncogénes notamment responsables de leucémies (Taketani et al., 2002 ; Ballerini et al.,
2002).

1.1.4.2. Le domaine Paired

Ce domaine de 128 aa initialement découvert dans la protéine Paired de drosophile

(Prd), est prédit comme étant aussi de structure HTH (Bopp et al., 1986). 1l est présent
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dans d'autres homéoprotéines de drosophile telles que Gooseberry proximal (Gsb-p),
Gooseberry distal (Gsb-d), Gooseberry neuro (Gsb-n), Pox neuro, meso (Pox-n, Pox-m),
eyeless (ey) (Strachan et Read, 1994 ; Quiring er al, 1994), et fonctionne comme un
domaine de liaison & 'ADN autonome et indépendant de 'homéodomaine (Treisman et al.,
1989). Des génes possédant un domaine paired ont été retrouvés chez les mammifeéres et
portent le nom de génes pax (pour PAired boX) dont certains sont des oncogénes (Barr,
2001 ; Cazzaniga ef al., 2001). Ces génes seront présentés ultérieurement. Le géne Pax-6
dont le domaine paired a été cristallisé (Xu et al., 1999) posséde la particularité d’avoir
deux sous-domaines de liaison & PADN (un sous-domaine amino et un sous-domaine
carboxy-terminal), tous deux capables de se lier indépendamment a ’ADN et structurés

comme ’homéodomaine (Epstein et al., 1994 a et b).

L’effet des oncogénes sur la cellule va étre de conduire celle-ci & proliférer et donc
a enchainer les cycles cellulaires sans pauses. La mise en route (ou non) du cycle cellulaire
normal est dépendante de [intégration par la cellule de tous les signaux de son

environnement.

1.2. Cycle cellulaire

Le cycle cellulaire se compose de quatre phases successives : G1, S (phase de
synthése ou a lieu le doublement de ’ADN), G2 (phase de repos pré-mitotique) et M
(répartition des chromosomes en deux lots et division proprement dite en deux cellules),
avec un état de repos Go éventuel ou les cellules ne se divisent plus, correspondant 2 la
sortie du cycle. Entre ces différentes phases, il existe des points de contrdles qui permettent
de vérifier I'intégrité de la transmission de ’ADN de la cellule mére vers les cellules filles
et la qualit¢ de ’ADN transmis. Chacune des étapes du cycle cellulaire est sous la
dépendance de mécanismes de régulation positifs ou négatifs en fonction de la situation de
la cellule normale (multiplication réactionnelle, cicatrisation, contr6le de 1’homéostasie,
etc.). La cellule intégre un certain nombre de régulations & I’aide de deux types de
molécules particuliéres : les cyclines avec leurs kinases associées, et leurs régulateurs. Ces
molécules sont essentielles pour comprendre la physiopathologie du cancer et font partie
des oncogénes ainsi que des génes suppresseurs de tumeur, de découverte plus récente. La
plupart de ces régulateurs présentent des anomalies (mutations, délétions, amplifications,

surexpressions, etc.) dans les tumeurs humaines, permettant au cycle cellulaire d’échapper
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a ses contrbles normaux et affranchissant la cellule tumorale des contraintes de la
régulation normale.

1.3. Régulateurs
1.3.1. Les cyclines et les cyclines dépendantes des kinases

Au coeur de la régulation du cycle cellulaire se trouve une famille de
sérines/thréonines kinases, les CDKs ("Cyclin Dependent Kinases"), et un ensemble de
protéines activatrices ou inhibitrices de leur fonction (Serrano et al., 1993 ; Kamb et al.,
1994 b). Les CDKs sont en fait les sous-unités catalytiques de complexes hétérodimériques
formés avec les sous-unités régulatrices nécessaires a leur activation, les cyclines, dont
I’expression est périodique au cours du cycle cellulaire (Morgan, 1995 ; Sherr, 1996). A ce
jour, 9 CDKs (CDKsl a 9) et 12 cyclines ont été mises en évidence chez I’homme (Borgne
et al., 1999). Les cyclines sont des protéines présentes a des taux variables dans le
cytoplasme ou, pour certaines, dans les noyaux des cellules selon les étapes du cycle
cellulaire, dont la concentration varie au cours du cycle. Elles constituent la partie
régulatrice du couple cycline-cdk. Il existe différentes cyclines : A, B, D et E. Les cyclines
de la phase G1 sont les cyclines D et E. Les phases S, G2 et M sont caractérisées par les
cyclines A et B. Le substrat principal des CDKs in vitro est la protéine Rb (pour
rétinoblastome) (Bartek ef al., 1997). Cette protéine est une sorte de gardienne moléculaire
qui empéche la progression en phase Gl. La forme active de la molécule pRb est
hypophosphorylée lors de la premiére partie de G1 et devient phosphorylée (et donc
inactive) aux alentours du point de restriction aprés lequel la mitose ne peut plus étre
retardée. Selon le modéle qui apparait actuellement le plus probable, les complexes cdk-
cyclines phosphorylent la pRb, inhibant ainsi son activité anti-proliférative.
L’activité de ces complexes cdk-cyclines peut étre inhibée, soit par des mécanismes de
phosphorylation soit par liaison & des protéines inhibitrices, les CKIs ("Cyclin dependent
Kinase Inhibitor") (Peter et Herskowitz, 1994 ; Sherr et Roberts, 1999). Ces inhibiteurs
paraissent jouer un role essentiel dans le contréle du cycle et de la croissance cellulaire en
retardant Pactivation des divers complexes cycline/cdks spécifiques de G1/S jusqu’au

moment adéquat et en assurant leur mise en ceuvre ordonnée (Figure 2).
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Figure 2 : Le cycle cellulaire comprenant les cyclines et les CDKIs (d’aprés Hunter et Pines, 1994).

1.3.2. Les inhibiteurs des CDKs
Deux familles de molécules sont impliquées dans I’inhibition des CDKs. Les
mutations de ces protéines au cours du cancer les désignent potenticllement comme de
possibles genes suppresseurs de tumeurs, encore appelés anti-oncogénes.
1.3.2.1. Famille CIP/KIP
C’est un ensemble de protéines inhibitrices des CDKs de la phase G1, telle que la
protéine p21 fabriquée par le géne wafl/cipl (pour Wild type p53-Activated Fragment et
Cdk2 Inhibitive Protein) dont I’activité est en rapport avec la protéine p53 (activée en
présence d’anomalies de ’ADN induites par une irradiation, une chimiothérapie ou un
toxique). Les protéines p27 et p57 fabriquées sous la dépendance du gene kip (Kinase
Inhibiting Protein) qui seraient stimulées par la présence d’un facteur de croissance négatif

le TGF-B, sont également des inhibiteurs des CDKs. La protéine p21 se lie aux cdk2, cdk4,
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cdké6 et bloque le passage de G1 vers S. Il n’existe que peu de mutations connues du géne
wafl/cipl au cours du cancer.
1.3.2.2. Famille INK4

Ces protéines sont appelées ainsi parce qu’elles inhibent la cdk4, parmi celles-ci on
connait trois protéines : p16, p15 et p18. Elles se lient sélectivement avec les cdk4 et cdko6,
peut-&tre en déplacant la cycline D du complexe cycline D-cdk4. De nombreux travaux ont
bien montré que des régulateurs du cycle cellulaire, particuliérement ceux qui contrélent la
progression cellulaire en phase G1 sont des cibles privilégiées des processus oncogéniques
(Sherr, 1996 ; Sandhu et Slingerland, 2000). Seules les cyclines D voire la cycline E ont
été¢ fréquemment impliquées dans les tumeurs. En revanche, des désordres similaires des
cdks ont rarement été rapportés. Pourtant, activité des ces complexes cdk-cyclines est
évidemment perturbée par la perte ou le dysfonctionnement des ckis précédemment citées.
En effet, le géne codant pour la protéine pl6 (de méme que son cousin p15) a été localisé
sur la région p21 du chromosome 9, région trouvée trés souvent remaniée dans de
nombreuses lignées cellulaires tumorales, des tumeurs primitives dont le mélanome cutané
et les hémopathies (Cairns et al., 1994 ; Kamb er al., 1994 a ; Nobori et al., 1994 ; Pines,
1995). Par ailleurs, p16 et pl5 sont impliquées dans les tumeurs humaines. On n’a pas, a
de rares exceptions prés, trouvé de mutation des génes pl8 et p19. La protéine alternative
p19*%F codée par le géne pl6 a certaines caractéristiques d’un géne suppresseur de tumeur
(en particulier, elle bloque le cycle cellulaire) mais les conséquences de son activation sur
un processus oncogénique ne sont pas connues. Les remaniements observés ont conduit a
considérer p16 comme un géne suppresseur de tumeur. Par contre, les mutations de p21 et
p27 sont exceptionnelles (Ponce-Castaneda et al., 1995).

1.3.3. Les produits des génes anti-oncogénes

La suppression totale ou partielle de ces génes est indispensable au développement
tumoral. Plusieurs genes ont pu étre mis en évidence dont le géne Rb, p53 (rdle charniere
entre le développement de tumeur, larrét du cycle cellulaire, la différenciation et
Papoptose) (Vousden, 2000), BRCA1 et BRCA2 (cancers du sein, breast carcinoma cancer
antigen), WT1 (tumeur de Wilms), APC (cancers du colon) et NF-1 (neurofibromatose de
type 1) pour n’en citer que quelques-uns.

Ces protéines sont des éléments clés du "freinage" exercé en permanence par la
cellule pour contrdler sa division, sa maturation et sa différenciation normales. La protéine
p53, en trés petite quantité dans les cellules normales, se trouve en abondance dans les

cellules transformées en culture ou dans les tumeurs humaines. Cette protéine intervient



Introduction. 27

dans Parrét du cycle cellulaire entre la phase G1 et la phase S, mais également dans la mort
cellulaire par apoptose (Vousden, 2000). Un des rdles de la protéine p53 est d’activer le
géne waf-1/cipl produisant la protéine p21. Cela inhibe ’action du couple cycline E-cdk4
qui inactive la liaison cycline E-cdk2 et ainsi empéche la libération de la protéine Rb du
facteur de transcription E2F qui se fixe aux éléments de la boite TATA permettant les
transcriptions d’un grand nombre de génes. La cellule s’arréte avant la synthése de PADN
et peut ainsi réparer d’éventuels dommages. Dans de nombreuses pathologies cancéreuses,
on observe des délétions ou des mutations de p53 (environ 60 % des cancers).
1.3.4. Caractére "multi-étapes” de la cancérogenése

De nombreuses études, dont celles effectuées sur des tumeurs humaines, montrent
qu’un seul oncogeéne ne suffit pas a transformer les cellules et qu’il existe, en général, la
modification de plusieurs genes au sein d’une méme tumeur : par exemple le géne myc
amplifié et N-Ras activé dans certaines leucémies, le géne myc réarrangé et le géne N-Ras
activé dans les lymphomes, 6 génes différents activés dans les cancers coliques. Au cours
de I’évolution de plusieurs types de cancers, on identifie au niveau tissulaire les étapes
successives conduisant de I’aspect normal a ’aspect néoplasique en passant par différents
états "pré-cancéreux". Dans la leucémie myéloide chronique, la maladie ne consiste a la
phase "chronique" qu’en une accumulation de cellules "jeunes" non néoplasiques mais
dont le taux de renouvellement est anormalement élevé et qui présentent toutes la méme
anomalie chromosomique. Lors de la "transformation blastique", on observe I’apparition
de cellules dont le phénotype est malin et qui ont acquis des anomalies chromosomiques
nouvelles et varies venant s’ajouter a la translocation 9-22 (Prigogina et al., 1978 ;
Scolnik et al., 1998). A I’échelon moléculaire la cascade d’événements conduisant a la
transformation maligne comporte donc non seulement des étapes d’activation d’oncogénes
impliqués dans la régulation de la prolifération cellulaire mais aussi des phénoménes de
suppression de blocages cellulaires de sécurité exercés en permanence par I’environnement

cellulaire ou par la cellule elle-méme.
II. APOPTOSE

L’apoptose, mot greé signifiant "chute" des pétales d’une fleur ou des feuilles d’un
arbre, introduit en 1972 par Kerr et al. Ce terme désigne une forme particuliére de mort
cellulaire, la mort programmée ou suicide cellulaire (Arends et Wyllie, 1991) ou, aprés de

profonds remaniements structuraux et fonctionnels différents de ceux observés dans la
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nécrose, la cellule apoptotique se détache de ses voisines pour étre détruite par des
macrophages. On distingue trés nettement l’apoptose de la nécrose, qui détruit
immédiatement tous les organites cellulaires, avec une conservation de la forme générale
(fantdmes de cellules). La nécrose est une explosion incontrélée de la cellule, pendant
laquelle la membrane cytoplasmique s’ouvre, déversant le contenu sur les cellules voisines
et la matrice extracellulaire, ce qui entralne une réaction inflammatoire. Les cellules
médiatrices de I’inflammation vont isoler et éliminer la cellule nécrotique, mais ce faisant

elles induisent la mort des cellules voisines (Zimmermann et Green, 2001).

2.1. Définition et controle

C’est un phénoméne physiologique régulateur équilibrant le nombre de cellules
d’un tissu normal (Wyllie, 1992) assurant ainsi ’homéostasie tissulaire. L’apoptose a été
décrite il y a un siécle, mais ses effecteurs moléculaires n’ont pu étre caractérisés que grace
a I’étude récente du ver caenorhabditis elegans. Chez ce ver transparent qui contient 959
cellules, il a été montré qu’avant maturité, le ver contient 1090 cellules, 131 de plus que
chez P’adulte, cellules qui vont disparaitre par apoptose (Metzstein ef al., 1998). En traitant
les vers avec des substances mutagénes, 1’équipe du Pr. Horvitz a cherché des mutants
ayant plus de cellules (pas assez d’apoptose, géne pro-apoptotique muté) ou moins de
cellules (trop d’apoptose, géne anti-apoptotique touché). Deux génes pro-apoptotiques
(ced3 et ced4 pour cell death abnormal) (Reddien et al., 2001) et un anti-apoptotique ced9
(Conradt et Horvitz, 1998) ont été isolés. Ced3 s’est révélé étre le chef de file d’une famille
de protéases particuliéres les caspases, ced4 s’est avéré étre ’orthologue d’APAF1 (pour
Apoptosis Protease-Activating Factor 1) (Cecconi, 1999) et ced9 apparenté & Bcl2 (Adams
et Cory, 1998). Cette derniére famille de facteurs est complexe car elle contient a la fois
des genes anti et pro-apoptotiques. De nombreux facteurs interviennent pour susciter
I’apoptose. Une cellule qui regoit un signal pro-apoptotique n’est pas encore déterminée a
mourir. C’est le bilan de la balance entre les signaux pro et anti-apoptotique qui va décider
in fine du devenir de la cellule.

La mitochondrie joue un rdle essentiel dans ces événements. Dans une cellule
normale, elle séquestre plusieurs types de molécules inductrices d’apoptose, comme le
cytochrome ¢ ou I’AIF (Apoptosis Inducing Factor). Elle porte également sur sa membrane
externe une partie des protéines de la famille Bcl2. Cette famille a été dénommée en
fonction du premier géne découvert suite & une translocation (Break point cluster 2 avec
Poncogéne Myc, Adams et Cory, 1985 et 1998 ; Antonsson, 2001 ; Gross, 2001). Depuis



Introduction. 29

de nombreux produits apparentés ont été découverts, ces protéines se répartissant en deux
catégories d’effets opposés : les anti-apoptotiques, comme la protéine BCL2, BCLX-L,
BCLW et les pro-apoptotiques comme BAX, BAD, BID, BCLX-S, BAK, HRK, BOK,
BIK, etc. Ces protéines sont capables de s’homo et/ou de s’hétéro-dimériser entre elles. Par
exemple, dans une cellule saine, BAX est hétérodimérisé avec la protéine BCL2 qui
Pinhibe. En présence d’un stimulus pro-apoptotique, la protéine BAD déplace
I’hétérodimére et s’apparie 8 BCL2. BAX déplacé se dimérise et se transloque a la
membrane mitochondriale pour former des pores permettant la sortie du cytochrome ¢
(Schlesinger et al., 1997). Le cytochrome ¢ est un activateur de la protéine APAF1 qui
peut alors fixer la pro-caspase 9. Cette protéine fait partie d’une famille de 14 protéases (a
ce jour) qui coupent leur substrat aprés un acide aspartique (Slee et al., 1999 b). Le
complexe cytochrome ¢/APAF1 et pro-caspase 9 appelé apoptosome va activer la caspase
9 qui va déclencher une cascade d’activation d’autres caspases, dont les caspases 3 et 6
premiers maillons de la voie finale d’exécution de I’apoptose. BCL2 et BCLX-L sont
capables d’inhiber I’apoptose méme aprés la sortie du cytochrome ¢ en séquestrant
’apoptosome a la membrane mitochondriale et en empéchant I’activation de la caspase 9
(Hausmann et al., 2000) (Figure 1).

2.2. Role de Papoptose
2.2.1. Au cours du développement

Le développement normal d’un organe s’effectue non seulement par modelage mais
aussi par sculpture : les cellules sont produites en grand excés puis certaines meurent, en
fonction de critéres particuliers requis. L’apoptose survient fréquemment au cours de
Phistogenese et de ’organogenése normales. Dés les premiers stades de développement,
une partie des cellules du blastocyste meurt par apoptose. Pendant la période
embryonnaire, des cellules germinales et de nombreux neurones disparaissent aussi par
apoptose. La mort neuronale par apoptose est également constatée plus tardivement
pendant les périodes feetale et post-natale lorsque les neurones n’établissent pas de
connexions ou n’établissent pas de plaques motrices avec les cellules musculaires.
L’apoptose survient toujours au méme endroit dans le tissu embryonnaire et & des moments
précis de son développement (Wyllie ez al., 1980 ; Arends et Wyllie, 1991). Les souris
dépourvues du géne APAF1 meurent in utero ou tout de suite aprés la naissance avec de

grandes malformations cranio-faciales, une croissance excessive du cerveau, la rétention
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des membranes interdigitales, résultant d’un défaut dans I’exécution du programme
apoptotique (Hickman et Helin, 2002).
2.2.2. AT’age adulte

Dans le tissu normal, il existe un équilibre constant entre prolifération cellulaire et
apoptose. La mort cellulaire programmée correspond a une élimination normale des
cellules qui sont continuellement renouvelées mais aussi pour éliminer sélectivement les
cellules devenues indésirables (les cellules 1ésées, les cellules reconnues comme étrangéres
ou tumorales). Les cellules nécessitent en permanence certains "facteurs de croissance"
pour survivre comme le TGF 1, Pactivine et le facteur de croissance nerveux (NGF) qui
permet la survie des neurones sympathiques. Les hormones (ex. les glucocorticoides, les
hormones sexuelles), les cytokines (ex. le TNF a) ainsi que le monoxyde d’azote qui
provoque une apoptose des neurones (Boje et Arora, 1992) jouent également un rdle dans
Pinduction (directe ou indirecte) ou non de I’apoptose. Dans le systéme immunitaire,
I’apoptose est responsable de la délétion des cellules T auto-réactives (permettant la
tolérance du "soi"), et la sélection des lymphocytes B responsables de la réponse
Immunitaire.

2.2.3. Dans les cancers

On peut trouver des foyers d’apoptose prés des foyers de nécrose, dans de
nombreux cancers non traités mais aussi aprés une irradiation, de la chimiothérapie, une
hyperthermie modérée, une suppression hormonale (cancer de la prostate) ou au contraire
la surcharge en corticoides (leucémies et lymphomes). Au cours du processus de
cancérisation, il existe des défauts de mise en route de ’apoptose. Le géne Bcl-2 peut
bloquer ’apoptose dépendante de I’anti-oncogéne p53 (Chiou et al., 1994) ainsi que celle
induite par ’oncogéne c-myc (Bissonnette et al., 1992). Le promoteur du géne APAF1 est
méthylé dans certains mélanomes (Soengas et al., 2001) ce qui conduit & I’extinction de
Pexpression du géne, dont le produit ne peut plus activer la caspase 9 nécessaire au bon
déroulement du programme apoptotique. APAF1 est de surcroit la cible transcriptionnelle
des facteurs E2F et p53. Quand les cellules surexpriment E2F, ou quand Rb est muté (ce
qui a le méme effet) E2F induit Pexpression de APAF1 qui conduira les cellules en
prolifération incontrdlée dans la voie de I’apoptose (Hickman et Helin, 2002). La protéine
p53, stabilisée ou activée par les agents génotoxiques va également induire I’expression

d’APAF1 et d’autres génes pro-apoptotiques comme Bax (Moroni ef al., 2001), (Figure 1).
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De fagon schématique, on peut dire que le développement d’un cancer nécessite
successivement [’activation d’un oncogéne, I’inactivation d’un anti-oncogéne et la
neutralisation de I’apoptose (activation d’un géne anti-apoptotique, ou inhibition d’une

voie pro-apoptotique).

II. DEVELOPPEMENT ET ORGANISATION DU SNC HUMAIN

Comme nous le verrons dans les chapitres suivants, la classification des tumeurs est
basée sur l'aspect morphologique des cellules qui la composent. Les tumeurs
embryonnaires du SNC, qui sont étudiées dans ce travail, sont, par définition, constituées
de cellules souches (le blasttme) et de cellules plus ou moins différenciées qui en
proviennent. Nous insisterons plus particuliérement sur les premiéres phases de la
construction du SNC en abordant I'aspect moléculaire de I’organisation du SNC avec
I’expression des génes du développement dans les localisations préférentiellement de ces
tumeurs ; c’est-a-dire le cervelet, les hémisphéres cérébraux et 1’ceil.

La formation du SNC débute dés la 3° semaine de gestation (SG), quand le disque
embryonnaire diblastique entre dans la phase de gastrulation. A ce stade, vont se mettre en
place les deux structures impliquées dans la formation du SNC : I’ectoblaste, futur tissu
nerveux, et le mésoblaste, tissu inducteur et organisateur du premier.

Le développement précoce du SNC se déroule en deux étapes successives : I'induction
neurale qui donne naissance a la plaque neurale puis au tube neural, suivie de I’étape de
différenciations régionales spécifiques qui aboutiront & P’acquisition des polarités antéro-
postérieure et dorso-ventrale. Ces étapes sont caractérisées par la mise en place de groupes
de cellules souches en des positions strictement déterminées le long des axes antéro-
postérieur et dorso-ventral. Ce positionnement strict est rendu possible par activation

sélective dans le temps et dans I’espace des génes du développement.

3.1. Mise en place du tube neural
3.1.1. La gastrulation
A la 3° SG, se déroule le phénomeéne de la gastrulation. Le disque embryonnaire
posseéde deux feuillets : I’épiblaste superficiel et I’hypoblaste profond. Les cellules de
I’épiblaste vont amorcer un mouvement de migration vers le centre du disque avant de
s’invaginer en profondeur le long d’une ligne sagittale, c’est la ligne primitive. Le nceud de

Hensen forme I’extrémité antérieure de la ligne médiane.
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Les cellules épiblastiques se glissent entre les deux feuillets et forment un 3° feuillet : le
mésoblaste, précurseur des tissus mésenchymateux (tissus de soutien, muscles, réseau
vasculaire,...). Les cellules épiblastiques qui s’invaginent au niveau du nceud de Hensen
migrent sagittalement vers le pdle rostral du disque embryonnaire et constituent une
structure mésoblastique médiane : le canal chordal, future notochorde. Le canal chordal
progresse en profondeur et rostralement jusqu’a ce qu’une zone d’accolement entre
I’épiblaste et I’entoblaste ne stoppe sa croissance, c’est la plaque préchordale. Les cellules
épiblastiques restées en superficie constituent I’ectoblaste, précurseur du tissu épithélial et
nerveux. Ainsi, le phénoméne de gastrulation met en place :

- la ligne médiane de I’ensemble de P’embryon (ligne primitive et structures
mésoblastiques médianes)

- les centres organisateurs précoces du systéme nerveux (SN) : le nceud de Hensen,
la notochorde et la plaque préchordale qui vont transformer le tissu ectoblastique sus-jacent
en tissu neural.

3.1.2. La neurulation

En regard de la notochorde, le tissu ectoblastique se transforme en tissu nerveux
(neurulation) et forme la plaque neurale puis le tube neural.

Les centres organisateurs du SN vont sécréter des protéines ayant un effet neuralisant
(chordine, follistatine, noggine). Ces protéines conférent une identité nerveuse au tissu sus-
jacent en inhibant les effets des protéines sécrétées par les cellules ectoblastiques (activine,
BMR-4 pour Bone Morphogenetic Protein). L’ensemble des cellules induites forme la
plaque neurale, une bande de tissu nerveux qui coiffe la notochorde et qui, comme elle, a
une organisation longitudinale et médiane, allant du péle antérieur de I’embryon jusqu’au
pdle postérieur.

Durant la 4° SG, les berges latérales de la plaque neurale vont se soulever et fusionner
dorsalement pour former le tube neural (neurulation).

Lors de la fusion, il y a individualisation des crétes neurales (CN), qui sont des formations
se disposant en position para-axiale, dorsale, sur toute la longueur du tube neural. Les CN
ont la capacité de migrer entre le tube neural et l'ectoderme, au sein du tissu
mésenchymateux qu'elles envahissent (dérivé du mésoblaste latéral) et ou elles se
multiplient pour former des structures spécifiques (bourgeons faciaux et arcs brachiaux,
systéme nerveux autonome, systéme APUD, mélanocytes...). Ainsi elles participent a la
création de l'orbite et de la face. Les cellules de la CN formeront le stroma cornéen et

'endothélium, le muscle ciliaire, le stroma uvéal et les mélanocytes, une partie de la sclere,
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les gaines méningées et le tissu conjonctif du nerf optique. Au niveau de la face, les
cellules de la CN vont donner les paupiéres, la conjonctive, l'orbite. Seuls I'endothélium
des vaisseaux et les muscles striés ont comme origine le mésoderme para-axial et les
somites pré-optiques.
3.1.3. La polarisation du tissu nerveux
L’induction du tissu nerveux s’accompagne de I’apparition de polarisations au sein
du tube neural (Lumsden et Krumlauf, 1996). Schématiquement, la polarisation de la
plaque puis du tube neural résulte de la mise en place de deux gradients liés a la diffusion
de protéines : le premier est rostro-caudal et il est mis en place le long de la notochorde, le
deuxi¢me est ventro-dorsal et il est mis en place a partir de la notochorde (Figure 3).
3.1.3.1. Gradient caudo-rostral

Au niveau du tube neural postérieur : moelle, bulbe et rhombencéphale

- La sécrétion caudale d'acide rétinoique par le nceud de Hensen puis sa diffusion vers
l'avant du disque embryonnaire contribuent & la mise en place d’un gradient caudo-rostral.
L'acide rétinoique a des propriétés "postériorisantes” dans les zones ol sa concentration est
la plus élevée. Ainsi, la partie caudale du tube neural se transforme en moelle et
rhombencéphale (Smith, 1994). L’acide rétinoique induit I’expression de génes Hox le
long du tube neural postérieur (rhombencéphale, futur tronc cérébral, cervelet et moelle).
Ces génes induisent 1’expression séquentielle de génes homéotiques (conférant une identité
précise a la région cérébrale ou ils sont exprimés). De ce fait, le rhombencéphale et la
moelle seront constitués de segments identiques répétés a intervalles réguliers
(respectivement rhomboméres et métaméres).

- L’acide rétinoique agit également en favorisant la sortie du cycle mitotique des cellules
de la zone ventriculaire (ZV) donc en réduisant le nombre de mitoses et par cela méme le
nombre de cellules produites. Ainsi les structures nerveuses les plus caudales seront de
plus petit volume et accéderont au stade mature plus tét que les structures les plus rostrales
:  la naissance, les structures médullaires et du tronc cérébral sont matures pour la plupart,
tandis que les volumineuses structures télencéphaliques n’atteindront leur maturité¢ qu’en
période péri, voire post-natale). Des signaux apparaissant focalement le long de la
notochorde complétent ce gradient rostro-caudal.

Au niveau du mésencéphale

Le mésencéphale se trouve au-dela de I’aire d’expression des génes Hox. Il s’agit d’une
région cérébrale non segmentée, dont la polarité s’exprime dans la cytoarchitecture

(lamination du tectum) et dans la construction spatiale des circuits rétino-tectaux.
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L’apparition de la polarit¢ du mésencéphale est sous la dépendance de I’expression
graduelle de deux geénes En-1 et En-2, dont le produit se distribue dans le tectum selon un
gradient qui guide la construction des réseaux synaptiques et la lamination tectale. Pax-6
défini la jonction entre le diencéphale et le mésencéphale en réprimant I’expression d’En-1
et Pax-2 (Matsunaga er al., 2000).
La sécrétion focale par la notochorde de FGF 8 induit 1’apparition de I’isthme (limite entre
le thombencéphale et le mésencéphale). Fgf 8 contrdle I’expression de génes en cascade :
la sécrétion de WNT-1 dans la partie mésencéphalique de I’isthme, qui induit a son tour
’expression de En-1 et En-2, lesquels diffusent de part et d’autre de I'isthme (Figure 3).
Cela aboutit a ’apparition de structures différentes de part et d’autre de 'isthme : en avant
le mésencéphale et en arriére le rhombencéphale (pont et cervelet). Expérimentalement, le
role de ces génes dans la morphogenése cérébrale a largement été démontré par 1’étude des
mutants négatifs. Ainsi, les mutants fgf-8 -/- et les mutants Wnt-1 -/- ont une agénésie du
cervelet et du mésencéphale avec altération de l'expression de En, et les mutants En-2 -/-
ont une hypoplasie et une anomalie de foliation du cervelet. En pathologie humaine, la
preuve de I’implication de ces génes n’a pas été apportée a ce jour, bien qu’étant fortement
suspectée, comme par exemple devant une malformation comportant une agénésie du
mésencéphale et du pont et une hypoplasie cérébelleuse (Sarnat et al., 2002).
Pax-5 participe avec Pax-2 et Pax-8, a la spécification de I'isthme ; les mutants négatifs
pour Pax-5 n’ont pas d’isthme et n’expriment ni En ni Wnt-1. Le géne En posséde un site
de liaison pour le produit des génes Pax-2/5/8 (Li Song et Joyner, 2000), et I’expression
des génes Pax est contrlée par fgf-8, ce qui raméne le contrdle de 'ensemble du réseau de
signaux sous la dépendance du mésoderme axial (Garda et al., 2001).
3.1.3.2. Gradient dorso-ventral

Il résulte de la mise en place de la ligne médiane. Elle est secondaire a la sécrétion
de Sonic Hedgehod (Shh) par la notochorde et de la plaque préchordale. Ceci correspond a
I'individualisation d’un groupe de cellules qui sécrétent & leur tour SHH qui induit
P’expression de génes ventralisants et réprime celle des génes dorsalisants. SHH diffuse
selon un gradient décroissant vers les parties latérales et dorsales du tube neural. Les
protéines BMPs sécrétées par l'ectoderme recouvrant le tube neural stimulent 1’expression
de génes dorsalisants. La mise en place de ces deux gradients détermine la polarisation
dorso-ventrale. La portion centrale du tube est spécifiée par I’action de I’acide rétinoique

produit par le mésoderme paraxial (Pierani et al., 1999).
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Figure 3 : Polarisation au cours du développement.

Polarisation rostro-caudal et dorso-ventral (d’aprés Adamsbaum et al., 2001).
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Dans le prosencéphale, Shh intervient dans I’apparition des deux vésicules cérébrales, deux
évaginations latérales du diencéphale qui vont croitre et devenir les hémisphéres cérébraux.
De ce fait, Shh est indispensable a la division du champ optique primitif (partie la plus
rostrale du diencéphale, initialement continue sur la ligne médiane) en deux champs
optiques latéralisés (les deux nerfs optiques). Les mutants Shh sont cyclopes et ne
possédent qu’une vésicule cérébrale unique. Chez ’homme, des mutations de Shh ont été
rapportées dans des cas d’holoprosencéphalie (individualisation plus ou moins compléte de
deux hémisphéres cérébraux et fusion des noyaux de la base). Shh permet également
Pexpression ventrale de Nkx2.1 un géne qui contrdle I'apparition de I'hypothalamus et de
Emx2 qui est un gene exprimé dans le télencéphale dorsal (Brunelli ef al., 1996).

Le prosencéphale semble divisé en deux bandes longitudinales : I'une ventrale contenant le
striatum et une dorsale renfermant le pallidum. En faveur de cette hypothése, chacune de
ces bandes exprime des génes de régulation différents : ainsi la bande ventrale exprime
DIx-1 et Dix-2, la bande dorsale exprime Emx-1, Emx-2, Pax-6 et Tbr-1, et posséde des
propriétés adhésives différentes. Ainsi les neurones en migration & I'intérieur de la zone
germinative, qui se déplacent sur de longues distances, ne franchissent pas la frontiére
d’expression de ces groupes de génes.

Dans le mésencéphale, le rhombencéphale et la moelle, SHH induit I’expression de Pax-6
qui détermine le phénotype moteur au niveau de la moelle, un phénotype sérotoninergique
ou catécholaminergique au niveau du mésencéphale. Dans les structures dorsales, ou SHH
manque, apparait un phénotype sensitif (tubercules quadrijumeaux dans le mésencéphale,
noyaux sensitifs des nerfs criniens dans le tronc cérébral, cornes postérieures de la

moelle).

3.2. Du tube neural au cerveau
Le tube neural ainsi formé se présente comme une structure :

- allongée selon I’axe rostro-caudal de ’embryon,

- centrée par une lumiére (les futures cavités ventriculaires, le futur aqueduc de
Sylvius et le futur canal de I’épendyme),

- constituée de cellules qui se divisent dans la partie bordant la lumiére (zone
germinative), puis s’accumulent en périphérie lorsqu’elles ont quitté le cycle mitotique
(zone sub-ventriculaire).

Selon les régions, les cellules post-mitotiques vont soit gagner la superficie du tube

(migration dans la zone intermédiaire) pour adopter une position sous-méningée (cortex),
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soit se différencier localement, a proximité de la cavité ventriculaire (noyaux gris centraux,
noyaux du tronc cérébral, noyaux de la moelle).
L’histogenése est ’ensemble des phénoménes cellulaires qui aboutissent & la mise en place
de cellules différenciées dans le parenchyme cérébral. Elle se déroule selon plusieurs
étapes. La neurogenése est la phase de production des cellules nerveuses & partir de
cellules souches qui sont en mitose dans la zone germinative peri-ventriculaire. Durant la
phase de migration, les neurones produits dans la zone germinative profonde se déplacent
au travers de la zone intermédiaire, future substance blanche, vers le cortex superficiel,
sous-méningé. L’ensemble de ces phénoménes cellulaires aboutit a la construction
cérébrale puis dans un deuxiéme temps on assiste a la mise en fonction de cette machinerie
si complexe. C’est la synaptogenése qui met en place les contacts entre les neurones, quand
ceux-ci ont atteint leur position définitive dans le cortex. Tout ceci aboutit a des
modifications considérables observées macroscopiquement que nous verrons rapidement
dans la morphogenése.
Ces phénomeénes sont différents dans le télencéphale, le cervelet et le tronc cérébral et se
déroulent pendant des périodes différentes, ce qui nous améne a les décrire séparément.

3.2.1. Le télencéphale

3.2.1.1. Histogenése (phase de construction)

La neurogenése et la migration neuronale se déroulent durant les deux premiers
trimestres de la grossesse, elles participent a la construction cérébrale. La synaptogenése
est un événement plus tardif, débutant a la fin du deuxiéme trimestre de grossesse et se
prolongeant aprés la naissance, son apparition conditionne la survenue des deux
phénoménes ultimes du développement cérébral : la gyration cérébrale et la myélinisation.

3.2.1.1.1. Neurogenése

Les cellules souches sont des cellules & haut potentiel mitotique qui produisent des
cellules filles identiques & elles-mémes, aprés un nombre prédéterminé de mitoses,
apparaissent des cellules-précurseurs.

1- Les cellules souches expriment des proneurogeénes, qui conferent & une cellule la
compétence a produire des neurones. L'expression de ces génes, qui permet aux cellules
ectodermiques de devenir des cellules de la plaque neurale, est sous le contrdle des génes
du développement intervenant dans l'induction neurale et est, de ce fait, imprégnée des
informations spatiales relatives & la polarisation du futur tube neural. Ainsi, selon la
localisation -rostrale/caudale, médiane/ventrale ou latérale/dorsale-, les proneurogenes,

tout en ayant la méme fonction, seront différents.
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2- Les cellules-précurseurs ont également un haut pouvoir mitotique, une de leur mitose
produit une cellule souche et une cellule-précurseur. Aprés un nombre défini de mitoses,
les cellules-précurseurs cessent de se diviser et deviennent des cellules post-mitotiques
(CPM). Les CPM quittent la zone germinative et gagnent la zone intermédiaire ou va
débuter leur migration. Les cellules-précurseurs expriment des génes neuronogéniques qui
définissent parmi les cellules souches les cellules qui deviendront effectivement des
neurones. Les cellules-précurseurs sont de 2 types : neuronales (ne produiront que des
neurones) ou neurono-gliales (neurones et glie radiaire).

3- La neurogenése détermine le nombre et le phénotype des neurones. Le nombre de
neurones produits est fonction du nombre de mitoses des cellules souches et des cellules-
précurseurs. Au cours du cycle cellulaire, la mitose survient si le point G1/S est franchi,
alors la synthése d'ADN survient et la cellule est irréversiblement engagée dans la mitose.
Dans le cas contraire, elle quitte le cycle cellulaire et devient post-mitotique, ce qui est
également un état irréversible pour le neurone. Deux types de molécules peuvent agir sur le
cycle cellulaire :

i) celles qui favorisent la sortie, donc qui sont susceptibles de diminuer le nombre de
cellules produites comme I'acide rétinoique, les hormones thyroidiennes et les
glucocorticoides. Ainsi, en cas d’ablation des surrénales chez la rate gestante, on observe
chez les ratons des zones germinales plus épaisses et avec une activité mitotique plus
prolongée (Demir et Demir, 2001).

ii) celles qui favorisent le franchissement du point G1/S, notamment les facteurs de
croissance, qui "réactivent" les cellules souches quiescentes dans la ZV du cerveau adulte
(Craig et al., 1996).

Certaines molécules, en agissant sur le type de mitose, symétrique ou asymétrique,
contrdlent I'apparition des CPM : les mutants nuls Pax-6 ont une maturation cérébrale
accélérée du fait du raccourcissement du délai nécessaire a I’apparition des CPM (Estivill-
Torrus et al., 2002).

Le phénotype du neurone s'acquiert au stade de neurone post-mitotique : quand ce dernier
quitte la ZV, il n'est défini qu'en tant que neurone (il exprime alors les génes précurseurs
neuronaux), mais son phénotype neuronal (type de neuromédiateur, site de projection :
expression de génes du phénotype) m'est pas défini. Il est décrit comme "une feuille
blanche" sur laquelle les facteurs environnementaux vont €crire son "destin" phénotypique.

Ces facteurs sont les cellules environnantes : par exemple, des zones germinatives greffées
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généreront des neurones de type concordant avec le site hote, indépendamment du site
d'origine du greffon (Englund et al., 2002).

3.2.1.1.2. Migration
1- Le neurone post-mitotique, pourvu de ses "instructions phénotypiques" va entamer un
déplacement vers le plateau cortical. I s’enroule pour cela autour du guide que constituent
les prolongements de la glie radiaire tendus entre le bord ventriculaire et la surface
méningée. Ce processus est la migration radiaire. Les premiers neurones & migrer (9° SG)
vers la surface des vésicules cérébrales pour y constituer le plateau cortical initial sont de
deux types ; les neurones de Cajal-Retzius (cCR) qui constituent la couche marginale en
superficie (couche I), et les neurones de la sous-plaque qui constituent une couche
immédiatement sous-jacente (Meyer et Wahle, 1999). La sous-plaque est une couche
transitoire du cortex, qui disparaitra lorsque le plateau cortical sera formé, soit aprés la 27°
SG. Entre la 9° et la 27° SG, les neurones atteignent le plateau cortical par vagues de
migrations successives. Au fur et & mesure que les neurones migrants atteignent le plateau
cortical, ils vont s'intercaler entre les deux couches pré-existantes (la moléculaire et la
sous-plaque) en adoptant & chaque fois la position la plus superficielle possible (ils
s’arrétent au contact des cCR) et donc en refoulant les neurones déja en place vers la
profondeur.
La migration radiaire se fait a la faveur de phénoménes de reconnaissance intercellulaire
entre des substances sécrétées par les neurones et leurs récepteurs exprimés par les
neurones et la glie radiaire. Certaines des molécules impliquées dans le phénoméne de
migration sont connues ; leurs modes d’action sont divers : maintien de la trophicité de la
glie radiaire, reconnaissance neurone/glie, mobilité cellulaire, etc. ‘
Parmi celles-ci, citons :
Les neurorégulines agissent sur la croissance et la différenciation de la glie radiaire,
Pastrostatine est un récepteur exprimé par les neurones post-mitotiques qui leur permet de
se lier aux cellules gliales et de migrer le long des prolongements radiaires (Zheng et al.,
1996) ; les souris mutantes nulles pour Pastrotactine ont des liaisons astro-gliales de
mauvaise qualité et une migration ralentie (Adams et al., 2002).
La reeline est une protéine extra-cellulaire sécrétée par les cellules de cCR. Sa fonction est
de stopper la migration des neurones au contact de la couche I en rompant la liaison
neurone/glie. En ’absence de reeline, les premiers neurones formés migrent dans la couche
I, tandis que les neurones suivants stoppent leur migration & leur contact, inversant ainsi le

schéma de construction du plateau cortical (les derniers neurones générés se retrouvent
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dans la profondeur du cortex). En cas d’ablation des ¢cCR durant la formation du plateau
cortical (Super et al., 2000), on observe un arrét de la migration des neurones générés le
plus tardivement avec une disparition trop précoce de la glie radiaire, du fait de sa
transformation en astrocytes. Ces faits indiquent que les domaines d’intervention de la
reeline dans le processus de migration sont multiples.
La filamine-1 est une phosphoprotéine intra-cellulaire qui lors de la reconnaissance
récepteur/ligand induit une réorganisation du réseau d’actine, donc un déplacement de la
cellule concernée (Fox et al., 1998). Dans les cas humains avec mutation de ce géne, il
existe des hétérotopies de neurones en position péri-ventriculaire, ¢’est-a-dire au niveau de
leur site de genése, et une désorganisation des fibres radiaires, témoins de I’altération du
processus de migration (Santi et Golden, 2001).
La protéine LIS-1 intervient dans le secteur intra-cellulaire, en contrdlant les mouvements
du cytosquelette (Tai et al., 2002) ; elle intervient donc, outre la migration radiaire, dans
les divisions cellulaires et la morphogenése cellulaire et interagit avec le complexe
Dynéine/Dynactine et Clip-170 pour se fixer aux extrémités plus des microtubules
(Coquelle et al., 2002). Un défaut de dosage, ou la mutation de I’'un des alléles induit des
troubles de la migration et de la morphologie des cellules neuronales et gliales (Cahana et
al., 2001).
La double cortine est une protéine liée aux microtubules du cytosquelette neuronal
(Yoshiura et al., 2000) ; elle stabilise les réseaux de microtubules ; elle est exprimée au
cours du développement par les neurones post-mitotiques en migration (Mizuguchi ef al.,
1999) et dans le systéme nerveux adulte par les neurones matures, qui ont conservé
Paptitude & construire des synapses (Nacher ef al., 2001) ; son excés inhibe la croissance
des neurites (donc la synaptogenése) (Shmueli er al., 2001), ce qui refléte la séquence
développementale normale du neurone : celui-ci ne débute sa différenciation
morphologique (croissance de neurites) que lorsque sa migration est terminée.
3.2.1.1.3. Formation du plateau cortical

Jusqu’a ces derniéres années, la théorie de la corticogenése était celle proposée par
Sidman et Rakic (Rakic et Sidman, 1970 ; Sidman et Rakic , 1973) a savoir que :

- tous les neurones corticaux sont générés dans la zone germinale péri-
ventriculaire ;

- ils gagnent le plateau cortical par migration radiaire le long de la glie radiaire ;
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- a la fin de la formation du plateau cortical, les premiers neurones a avoir migré
sont situés dans les couches profondes (V, VI), les derniers dans les couches superficielles
(11 et IIT).

Des données récentes ont bouleversé cette conception classique :

1- Tous les neurones corticaux ne sont pas générés dans les mémes sites : si les neurones
destinés aux couches les plus profondes (V-VI) sont bien générés dans la ZV, ceux
destinés aux couches superficielles (I, ITI, IV) sont générés, plus tardivement, dans la zone
sub-ventriculaire, immédiatement adjacente a la ZV (Tarabybin ef al., 2001). Les neurones
de la couche I "la moléculaire” sont générés en deux temps chez le primate : les
volumineuses ¢CR qui sont Reeline(+), Calretinine(+) et GABA(-) sont générés
précocement dans la ZV ; par contre les neurones GABA(+), de plus petites tailles sont
générés plus tardivement, en dehors de la ZV des ventricules latéraux (€minence
ganglionnaire et ventricule olfactif) et gagnent le cortex via la couche sous-piale (Zecevic
et Rakic, 2001). Les neurones GABA(+) intra-corticaux sont tous générés en dehors de la
ZV, dans les zones de neurogenése tardive et colonisent le plateau cortical déja constitué
par la couche sous-piale.

2- Outre la migration radiaire, un autre type de migration, non radiaire, consiste en une
migration fangentielle qui se déroule a la surface cérébrale, dans la couche sous-piale, et
qui débute avant la formation du plateau cortical et se poursuit, alors que la migration
radiaire met en place le plateau cortical. Chez ’homme, (Meyer et Wahle, 1999), la couche
sous-piale qui se forme 2 la surface cérébrale dés la 11° SG a partir de précurseurs générés
dans la ZV du bulbe olfactif, s’étend progressivement a la surface de I’ensemble du
cerveau par un mouvement de migration ventro-dorsale. La migration tangentielle
concerne des neurones générés en dehors de la ZV, dans les aires de neurogenése rostrales
décrites chez le primate (Zecevic et Rakic, 2001) et chez le foetus humain (Meyer et
Wahle, 1999) ; ce type de neurogenése implique initialement la ZV du bulbe olfactif et
secondairement la ZV située en avant de la téte du noyau caudé, et de I’éminence
ganglionnaire. Cette derniére zone persiste d’ailleurs chez le foetus humain durant le
troisiéme trimestre de grossesse alors que toutes les autres zones de neurogenése péri-
ventriculaire ont disparu. Ce type de migration est considéré comme mettant en place entre
autres, toute la population d’inter-neurones GABAergique (fonction inhibitrice) du cortex
et des neurones de la couche I, exprimant la reeline, et suppléant les cCR dans leur

fonction de contrdle de la migration radiaire.
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3- Récemment, un autre type de migration a été mis en évidence, qui se déroule de fagon
inverse a la migration radiaire classique, depuis le plateau cortical vers la ZV (Nadarajah et
al., 2002). Ce type de migration concerne les neurones GABAergiques générés dans
Péminence ganglionnaire qui, dans un premier temps gagnent le cortex par la couche sous-
piale, puis "plongent" vers la ZV dans laquelle ils observent une pause, puis regagnent a
nouveau le plateau cortical par migration radiaire. Cette sortie transitoire du plateau
cortical est interprétée comme nécessaire a I’acquisition par ces inter-neurones
d’informations sur leur positionnement intra-cortical futur.
4- La mise en place des couches du plateau cortical selon le gradient "inside-out" ot les
premires couches formées se retrouvent progressivement refoulées vers la profondeur
nécessiterait 'expression coordonnée de deux molécules. La reeline exprimée par les cCR
superficielles, stoppe la migration des neurones au contact de la couche I et rompt la
liaison neurone/glie radiaire, libérant ainsi le guide glial pour les neurones migrant
ultérieurement. La protéine kinase CDKS inhibe la formation de liaisons intercellulaires
entre les neurones déja en place, et permet aux neurones parvenant au plateau cortical de
traverser les couches déja formées et d’atteindre une position superficielle (Aboitiz et al.,
2002). Ce scénario explique que tant chez les mutants reeler que chez les mutants CdkS, la
constitution du cortex est inversée, les neurones les premiers formés se trouvant au contact
de la couche I, les derniers formés.
3.2.1.1.4. Mise en place des faisceaux d’axones

Dés le début de la phase de migration, les neurones émettent leur axone qui va se
diriger vers sa cible, & la faveur de signaux de reconnaissance inter-cellﬁlaires (entre le
cdne de croissance : extrémité de ’axone en croissance, et les protéines de la matrice extra-
cellulaire, sécrétées par ‘les cellules environnantes, gliales et neuronales). Certains de ces
signaux sont attractifs, comme les molécules d’adhésion cellulaire (CAMs et
particuliérement la glycoprotéine L1), d’autres ont un effet répulsif comme les protéines
NOGO ou MAG sécrétées par les neurones (Skaper ef al., 2001). Le site de projection d’un
neurone est 'un des paramétres de sa différenciation phénotypique (avec le type de
neuromédiateur sécrété), il est déterminé dés le stade de neurone post-mitotique dans la
ZV. La croissance axonale qui se produit au cours de la migration aboutit donc d’emblée a
la formation de faisceaux distincts. La fasciculation d’axones homotypiques et la
ségrégation entre axones d’origines différentes est également sous la dépendance de
protéines de la matrice extra-cellulaires sécrétées par les axones d’un type donné et qui ont

pour effet de repousser les axones d’autres types (Bagnard et al., 2001).
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- les faisceaux cortico-spinaux, émis par les axones de la couche V (Galea et Darian-Smith,
1995), dés la 8° SG, sont formés par des axones & progression rostro-caudale, qui
cheminent au travers des noyaux gris centraux puis dans le rhombencéphale ou ils
s’apposent & la face ventrale du tube neural, mélés aux noyaux pontiques puis en avant des
olives bulbaires.
- - les axones calleux, émis par les neurones situés dans la couche III, se dirigent vers la
ligne médiane a partir de la 12° SG, guidés par les interactions entre les signaux émis par la
glie de la ligne médiane et les protéines qu’ils expriment ;
- les axones thalamo-corticaux vont contacter dés la 8° SG les neurones de la sous-plaque
dans Pattente de la mise en place de leurs neurones-cibles dans le plateau cortical
(neurones de la couche IV).
3.2.1.2. Morphogenése cérébrale (phase de construction)

Macroscopiquement, la régionalisation du tube neural se traduit par l'apparition des
traits morphologiques spécifiques.
Les courbures : les courbures mésencéphalique et cervicale, a la 4° SG, et la courbure
pontique i la 5° SG.
Les vésicules cérébrales : elles sont d’abord au nombre de 3 a la 4° SG. On distingue ainsi,
d’avant en arriére : une vésicule prosencéphalique unique, futur diencéphale (futurs V3 et
thalami), le mésencéphale et le thombencéphale (futurs pont et bulbe). A la fin de la 5° SG,
2 invaginations latérales apparaissent dans la partie antérieure du prosencéphale. Du fait de
Pintense activité mitotique des structures rostrales, les vésicules cérébrales vont croitre
rapidement. A la 7° SG, le cerveau est constitué de 5 vésicules (les 3 vésicules
prosencéphaliques, le mésencéphale et le rhombencéphale) (Figure 4, Schéma A).

3.2.1.3. Phase de construction fonctionnelle : deuxi¢me

moitié de la grossesse

A la 27° SG, la mise en place du plateau cortical par la migration radiaire est
terminée, les axones des premiers neurones parvenus au cortex sont proches de leur cible
ou arrivés a destination. Avec la synaptogenése débute la phase de construction des circuits
qui histologiquement va se traduire par la différenciation neuronale et anatomiquement par

Papparition de la gyration & la surface des cortex cérébraux et cérébelleux.
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Figure 4 : Le cerveau (d’aprés Langman, 1976).

Schéma A : L’encéphale. Rappel embryologique.
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3.2.1.3.2. Histogeneése de la 27° SG au terme

Une fois parvenu a destination, le neurone va pouvoir établir des contacts
synaptiques. Cette mise en place des circuits va se faire en 2 étapes : i) reconnaissance de
la cible, établissement du contact initial et apparition de l'activité synaptique, ii)
remodelage des contacts initiaux par l'activité synaptique.
L'établissement du contact initial cléture la phase de croissance et de guidage axonal vers
sa cible. Ce phénomeéne est sous-tendu par des phénoménes de reconnaissance réciproques
entre I'axone en croissance et les récepteurs portés par les cellules-cibles. Elle contribue a
la mise en place d’un contact synaptique initial (Haydon et Drapeau, 1995) et a I’apparition
d’une activité synaptique.

Le remodelage des circuits initiaux est un phénoméne dépendant de l'activité synaptique.

Parmi les contacts synaptiques initiaux, les synapses établies par certains axones vont
régresser tandis que celles portées par d’autres axones seront maintenues et vont se
multiplier. Ce phénoméne se traduit par la disparition de certains axones (élimination des
collatérales) et par le développement de 'arbre dendritique du neurone-cible sur lequel les
synapses sont maintenues. Il aboutit & la création des réseaux synaptiques adultes.

Ce phénoméne a une expression macroscopique qui est la diminution de la surface de
section du corps calleux (Clarke ef al., 1989). Mais il existe dans les autres faisceaux,
comme le faisceau cortico-spinal (Galea et Darian-Smith, 1995). Si chez les rongeurs, ce
phénomene aboutit a I’élimination des axones projetés dans des régions ou des couches
corticales non adéquates, chez les primates, la projection se fait d’emblée dans la bonne
région et dans la bonne couche, pourtant, l’éliminationrdes axones y est bien plus marquée
que chez les rongeurs. Il semble en fait que les axones projettent en excés dans la zone
adaptée et que la dégénérescence axonale touche les prolongements qui n’ont pas encore
établi de synapses (Galea et Darian-Smith, 1995).

La sélection des synapses maintenues (et donc des axones) est basée sur leur "efficacité" a
transmettre I'influx nerveux. Expérimentalement, I’intervention de 'activité synaptique est
démontrée par I’inhibition du phénomeéne (la section du corps calleux reste constante) en
cas dhypothyroidie (les axones restent immatures et ne peuvent établir des contacts
miétures), ou d'épilepsie précoce (activité synchrone ne permettant pas la sélection de
circuits).

La mise en place des synapses entraine le développement des arbres dendritiques des

neurones contactés. Histologiquement, cela se traduit par I’apparition des différenciations

des neurones. Au niveau du cortex cérébral, les deux types de neurones intracorticaux
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(pyramidaux ou granulaires) apparaissent tandis qu’émergent les diverses couches
(couches II et IV : neurones granulaires ; couches III, V : neurones pyramidaux). Les
couches les plus profondes (V et IV) sont discernables entre la 27° et la 32° SG, tandis que
les plus superficielles (III et II) le sont aprés la 32° SG.
3.2.1.3.2. Gyration cérébrale

Le développement des arborisations dendritiques a pour effet d’augmenter la
surface cérébrale, ce qui entraine I’apparition de sillons 3 la surface des hémisphéres
cérébraux. La mise en place de la gyration est donc dépendante du degré de maturation du
cerveau et du niveau d’organisation du cortex ; un trouble de la corticogenése se révélera a
ce stade tardif méme s’il résulte d’une perturbation plus précoce du processus
développemental.
Plusieurs études anatomiques ont étudié ’le déroulement de la gyration cérébrale (Chi et
Dooling, 1976 ; Armstrong et al., 1995 ; Adamsbaum er al., 2001) et décrivent une
chronologie précise. Les fissures primaires apparaissent dés la 14° SG et se mettent en
place jusqu’a la 31° semaine. Avant la 27° SG, sont visibles la fissure inter-hémisphérique,
le sillon olfactif, la scissure sylvienne, le sillon pariéto-occipital, la scissure calcarine, qui
délimitent les lobes cérébraux entre eux. A la 27° SG sont discernables le sillon central et
la scissure temporale supérieure. Entre la 27° et la 32° SG apparaissent des sillons au sein
des lobes précédemment délimités : les sillons pré-central, frontal supérieur, post-central,
intra-pariétal, temporal inférieur et le sillon occipito-temporal (Figure 4, Schéma B).
Apres la 35° SG apparaissent les sillons secondaires, les sillons tertiaires aprés la 38° SG et
leur mise en place s'effectue jusqu'aux prelhiers mois post-nataux ; contrairement aux
sillons primaires qui sont identiques d’un individu a l’autre, les sillons secondaires et
tertiaires s'expriment avec une variabilité croissante entre individus.
La construction laminaire du cortex intervient dans I'apparition de la gyration : la plus
grande richesse en synapses des couches superficielles associatives (IV, III) entrainerait
une expansion du volume de ces couches plus grand que celui des couches profondes, et la
différence de croissance de ces deux groupes de couches aboutirait & I’apparition de gyri a
la surface cérébrale (Richman ef al., 1975).

3.2.2. Développement du tronc et du cervelet

Les premiéres ébauches du cervelet apparaissent a la 7° SG a la face dorsale du

premier rthombomére sous la forme du tubercule cérébelleux primordial. Le tubercule

cérébelleux primordial va croitre d’avant en arriére a la face dorsale du rhombencéphale a
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la faveur d’événements développementaux étroitement liés avec ceux qui impliquent le
tronc cérébral :

1) la_zone germinative péri-ventriculaire va générer les neurones des noyaux des nerfs -
craniens pour le tronc cérébral, les neurones de Purkinje et des noyaux profonds qui vont
coloniser le toit du rhombencéphale dans sa partie la plus rostrale pour former le tubercule
cérébelleux primordial (jusqu’a la 12° SG).

2) le long de Pinsertion du voile médullaire (toit du V4) sur le rhombencéphale va

apparaitre une nouvelle structure, sous la forme d’un épaississement tissulaire : la levre
rhombique. De plus, dans la partie rostrale du rhombencéphale, 13 ou le tubercule
cérébelleux primordial "coiffe” la cavité rhombencéphalique, il existe également un
composant cérébelleux de la 1évre rhombique.

La lévre rhombique rhombencéphalique est une zone germinative qui va produire :

- les neurones du pont dans sa partie rostrale

- les neurones de I’olive et du noyau arqué dans sa portion caudale
Ces neurones générés dans 1’angle externe du V4 vont devoir migrer pour rejoindre leur
position définitive, ils constituent une lame cellulaire qui recouvre la face antérieure du
rhombencéphale, le tractus ponto-bulbaire (neurones olivaires inférieurs et pontiques) ou
qui s’insére dans le parenchyme, ventralement (noyaux olivaires accessoires). Le tractus
ponto-bulbaire se forme de la 8° 4 1a 20° SG.
Les neurones olivaires parviennent & destination séquentiellement : tout d’abord ceux de
Polive accessoire ; puis ceux de I’olive inférieure.
Les neurones pontiques se disposent également séquentiellement : tout d’abord le long de
la ligne médiane ; puis en couches successives (alternant avec les faisceaux des fibres
pyramidales) disposées de plus en plus latéralement et ventralement.
Les constituants issus de la 1évre rhombique conférent au rhombencéphale sa configuration
adulte en lui adjoignant ventralement le pont et les olives.

La lévre rhombique cérébelleuse est une zone germinative qui va produire des cellules qui

vont migrer a la surface du tubercule cérébelleux primordial jusqu’a le recouvrir totalement
et former la couche des grains externes (CGE). Ces cellules sont elles-mémes des cellules
en mitose qui vont continuer a se multiplier & la surface cérébelleuse. Au terme de leur
cycle mitotique, les cellules post-mitotiques migrent en profondeur vers les cellules de
Purkinje pour constituer la couche des grains internes (CGI). Les CGI sont au contact avec
les cellules de Purkinje avec lesquelles ils établissent des synapses. Les cellules de

Purkinje acquiérent une morphologie mature aprés la 30° SG, tandis que la couche des
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grains internes se met en place. Jusqu’a la 30° SG, la production de CGE puis la mise en
place de CGI est continue mais modérée.

Parallélement, les axones des neurones olivaires, aprés avoir traversé la ligne médiane dans
le rhombencéphale, cheminent et se fasciculent en pédoncule cérébelleux inférieur et
gagnent le tubercule cérébelleux. Ils y établissent des synapses avec les cellules de
Purkinje situées dans le vermis (axones issus des olives accessoires) et dans les
hémisphéres (olive inférieure). La mise en place de synapses avec les cellules de Purkinje
contribue a I’apparition d’une foliation primaire.

L’activité mitotique au sein de la CGE va s’intensifier aprés la 30° SG et demeurer ainsi
jusqu’a la fin de la premiére année post-natale. Cela aboutit & un épaississement de la
CGE, une production importante de neurones post-mitotiques qui vont migrer et mettre en
place une CGI dense.

Les neurones de la CGI, une fois leur destination définitive atteinte, vont établir des
synapses avec les cellules de Purkinje ce qui va entrainer la différenciation de celles-ci
avec développement de leur arbre dendritique, augmentation de la surface cérébelleuse et
apparition de la foliation cérébelleuse secondaire.

La foliation cérébelleuse apparait progressivement & partir de la 24° SG, quand la couche
des grains externes est en place et commence a produire des neurones pour le cortex
cérébelleux ; mais elle s’accentue considérablement aprés la 32° SG, tandis que le volume
cérébelleux croit trés rapidement. ,

Finalement, le cortex cérébelleux (hémisphérique et vermien) est constitué de 3 couches,
résultat des différentes migrations : la couche moléculaire, la couche des cellules de

Purkinje et la couche des grains.

3.3. L’eil
3.3.1. Développement de I’ceil
Le développement de I’ceil implique des interactions entre plusieurs tissus : le
neuroectoderme du cerveau antérieur, I’ectoderme de surface et le mésenchyme dérivé des
crétes neurales. Il commence au 22° jour de gestation (J22) chez ’homme. Au moment de
la fermeture du tube neural, se forme deux excroissances latérales, les primordia optiques,
ces 2 sillons sont situés entre le télencéphale et le diencéphale et sont donc formés par
l'invagination des plis neuraux. Chacune des excroissances s’allonge vers ’ectoderme sus-
jacent en une tige optique. Lorsque le neuropore se ferme le 24° jour, les ébauches optiques

s’évaginent a J25 pour former les vésicules optiques. Ces vésicules sont en continuité avec
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le tube neural. La pression qui régne dans le liquide contenu dans le tube neural va
permettre une expansion de ces vésicules optiques. Les vésicules se développent et
viennent au contact dé l'ectoderme. Une constriction va apparaitre entre les vésicules et le
tube neural. Aprés ’apposition de la couche cellulaire de la vésicule optique et de
I’ectoderme, on observe un épaississement de ces deux couches (J27) puis la vésicule
optique d’une part, le disque épaissi de I’ectoderme (appelé placode cristalline) d’autre
part, s’invaginent.
La vésicule optique invaginée, forme la cupule optique, alors que le cristallin se forme a
partir d’un détachement de ’ectoderme de surface. L’invagination est compléte chez
’homme & J29. La vésicule optique, toujours reliée au cerveau par la tige optique, n’est pas
uniformément ronde, mais présente en position ventrale la fissure optique.
La vésicule optique aprés son invagination présente une structure en deux feuillets, le
feuillet interne se différenciera en neurorétine, le feuillet externe en rétine pigmentaire.
3.3.2. Développement de la rétine

La neurorétine est une structure trés organisée. Elle est constituée, au début du
développement, d’une seule couche cellulaire appelée couche neuroblastique. La
différenciation des différentes couches cellulaires de la neurorétine commence au pdle
postérieur de la cupule optique prés de la tige optique, et progresse ensuite de maniére
centrifuge. Vers le début de la 7° SG chez ’homme, les cellules nouvellement formées
dans la couche neuroblastique migrent vers lintérieur pour former la couche
neuroblastique interne correspondant aux futures cellules ganglionnaires, leurs axones
grandissent et s’introduisent dans la tige optique vers la 8° SG. La couche, que ces cellules
ont quitté devient la couche neuroblastique externe. Elle se divisera en deux couches
distinctes, la couche granulaire externe (CGEr) et la couche granulaire interne (CGIr).
Cette séparation se fait entre la 10° et la 12° SG chez I’homme. Les précurseurs des cellules
bipolaires et horizontales se retrouvent au milieu de la couche nucléaire externe apres sa
séparation et migrent. Elles se différencient puis migrent dans la CGlIr.
Cette stratification est retrouvée chez I’adulte, puisque la neurorétine comporte trois
couches cellulaires et deux couches acellulaires (Figure 5). En partant de I'extérieur, la
couche cellulaire la plus externe, qui est en contact avec les cellules de la RPE (pour
Reticulum Pigmentaire Epithelial), est la CGEr composée des photorécepteurs, cones et
batonnets. La deuxiéme couche cellulaire est la CGlr, contenant les corps cellulaires des
interneurones : cellules horizontales, cellules bipolaires, cellules amacrines, ainsi que les

corps cellulaires des cellules de Miiller (cellules gliales de méme origine que les neurones).
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La troisiéme couche cellulaire est la couche des cellules ganglionnaires (CCG). En plus des
cellules ganglionnaires, cette couche contient également les corps cellulaires de cellules
amacrines déplacées. Entre ces couches cellulaires se trouvent deux couches acellulaires, la
couche plexiforme externe (CPE), entre la CGEr et la CGIr contenant des connections
entre les cellules horizontales, bipolaires et les photorécepteurs et la couche plexiforme
interne (CPI) entre la CGIr et la CCG contenant les connexions entre cellules bipolaires,

amacrines et les cellules ganglionnaires (Sterling, 1990).
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Figure 5 : Les différentes couches et les cellules qui composent la rétine (d’apres

Bevelander, 1970).

3.3.3. Facteurs de transcription exprimés dans le développement de

Iceil
L’étude des anomalies du développement de I’ceil a permis d’identifier un certain
nombre de geénes programmateurs. Nous retiendrons les anomalies retrouvées chez
’homme. Le géne Pax-2 est exprimé durant les processus d’induction qui conduisent a la
formation de 1’ceil (Nornes er al., 1990). Il s'exprime au début du développement
exclusivement dans la partie ventrale de la vésicule optique puis reste restreint aux cellules

de la racine du nerf optique. Les cellules qui expriment Pax-2 n'expriment pas Pax-6 et
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réciproquement (Schwarz et al., 2000). 11 a été récemment montré que ces deux génes
inhibaient mutuellement leur expression. Les mutations du géne Pax-2 sont responsables
de colobome du nerf optique (Cunliffe ef al., 1998 ; Chu et al., 2001).

Six-3, ce géne a été localisé dans une région chromosomique ou a été cartographié le locus
responsable d’une holoprosencéphalie avec cyclopie (Pasquier ef al., 2000).

Le géne Crx (Cone Rod homeoboX), codant un facteur de transcription, est fondamental
dans le développement, la différenciation et la maintenance des photorécepteurs rétiniens,
cOnes et batonnets (Furukawa et al., 1999 ; Germot et al., 2001 et in press).

Le géne Chx10 joue un rdle dans la différenciation de la neurorétine. Ce géne contient un
homeobox de type paired mais pas de paired box. Il s'exprime surtout dans la zone qui va
donner la rétine et, son expression se restreint aux cellules bipolaires. Une mutation dans
ce géne est responsable de microphthalmie (Percin ef al., 2000).

Le géne Pitx2 (anciennement Rieg), chez 'homme, la mutation de ce géne est responsable
du syndrome de Rieger qui associe des anomalies de la chambre antérieure de I'ceil avec
glaucome, une hypoplasie dentaire, un dysmorphisme cranio-facial et une anomalie de la
paroi ombilicale. On décrit six mutations de ce géne. La maladie est autosomique
dominante. Ce géne a été décrit en 4925 et un autre locus a été trouvé en 13q14 (Flomen et
al., 1998 ; Kulak et al., 1998 ; Borges et al., 2002).

Le géne Mitf (pour Microphthalmia-associated Transcript Factor) dont ces mutations, chez
I'homme, donnent le syndrome de Waardenburg de type II et ont été décrites en 3p14.1-
pl12.3 (Tachibana et al., 1994 ; Tassabehji et al., 1994). Ce géne code un facteur de
transcription & domaines b-HLH-LZ (b : domaine basique de liaison a 'ADN ; HLH :
hélice boucle hélice ; LZ : Leucine Zipper, ces deux motifs étant impliqués dans les
interactions protéiques). Il se fixe & 'ADN sous forme d’homodiméres. Les parties amino-
et carboxy-terminales de la protéine MITF possédent une activité transactivatrice. La
protéine mutante Mi peut étre affectée dans la partie N-terminale, le domaine basique, le
HLH, ou encore dans le Leucine Zipper. Il s'agit parfois de mutations ponctuelles
changeant un acide aminé en un autre ou créant un codon stop, mais aussi de délétions
internes plus ou moins grandes, ou d'ajouts de bases.

L'organisation génomique du géne a été caractérisée chez 'homme et la souris (Yasumoto
et al., 1998). 1l existe quatre isoformes de MITF, générées a partir de quatre promoteurs
différents et par épissage alternatif : une forme M, qui est la forme spécifiquement
exprimée dans les mélanocytes issus de la créte neurale, une forme A qui est la plus

abondante dans la rétine pigmentaire, une forme C et une forme H.
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MITF intervient directement au niveau de la synthése des mélanines en activant les génes
codant la tyrosinase, Trpl et Trp2 (Shibahara et al., 2000). C'est & cause du phénotype
sévére au niveau de I'ceil que le locus Mi a ainsi été dénommé par les généticiens,
"microphthalmia” référant & la petite taille des yeux produits chez les souris par des
mutations dans la séquence codante du géne. Tous les mutants Mi microphtalmiques ont, a
l'age adulte, une RPE peu, voire pas du tout pigmentée. L'analyse de ces mutants fait
clairement apparaitre qu'au cours du développement de I’ceil, MITF joue un rdle capital
dans sa différenciation pigmentaire. Une expression correcte de Mitf limite la prolifération
de la RPE et contribue & en faire une monocouche de cellules pigmentées, suggérant ainsi
un contrdle de Mitf sur le cycle cellulaire. MITF interagit avec PAX-6 et cette interaction
inhibitrice serait essentielle pour expliquer la partition du neuroépithélium de la vésicule
optique dans ces deux constituants, la rétine pigmentaire et la neurorétine (Planque et al.,
2001). En T'absence d'un géne MITF fonctionnel, la rétine pigmentaire se transdifférencie

in vivo en neurorétine (Nguyen et Anheiter, 2000).

Comme nous venons de le voir, la période embryonnaire correspond & la mise en
place des différentes ébauches embryonnaires des organes. Cette mise en place s’effectue
par champs d’induction tissulaire, coordonnés dans 1’espace et dans le temps. Ces champs,
déduits de par la topographie des malformations observées chez I’homme, correspondent &
des territoires soumis a I’influence d’une cascade de génes d’organisation spatiale et de la
différenciation des tissus. Certains de ces génes régulant ces processus sont partiellement
identifiés et ont été mentionnés précédemment. Dans ce chapitre, nous nous intéresserons

plus particuli¢rement aux génes Pax et Engrailed.
IV. DIFFERENCIATION

La différenciation est le résultat de I’extinction de genes caractéristiques de I’état
indifférencié et de I’expression de génes marquant le nouvel état différencié de la cellule.
Les génes exprimés par une cellule dépendent de son origine embryonnaire, du stade de
développement de Dorganisme, de I’environnement du tissu ou de la cellule et des

fonctions a remplir.
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4.1. Génes de développement

Les protéines & homéodomaine définissent une classe de protéines impliquées dans
la régulation de I’expression des génes au cours du développement. L’expression d’une
combinatoire de protéines & homéodomaine confére aux cellules et aux tissus une
information dite de position quant & leur place au sein de Pembryon. C’est en fonction de
cette information que sont décidées les voies de différenciation appropriées, qu’il s’agisse
des lignages cellulaires ou des processus morphogénétiques engageant un ensemble de
cellules.

4.1.1. Les génes homéotiques

Un geéne homéotique est par définition, un géne dont la mutation produit une
homéose, c’est-a-dire Papparition d’un organe bien formé mais & un mauvais emplacement
du corps (tissu ectopique ou choristome). Un géne homéotique est donc défini par rapport
au phénotype qu’il entraine lorsqu’il est muté et non par sa séquence nucléotidique. Un
segment de I’organisme posséde toutes les potentialités et au cours du développement un
"choix" s’opére ; lorsque ce choix est faux, le segment ne posséde pas les organes attendus.

4.1.1.1. Les génes homéotiques chez la drosophile

L’étude du développement segmenté chez la drosophile et ses nombreux mutants a
permis d’identiﬁer un grand nombre de génes dont les produits codant pour des facteurs de
transcription, contrdlent des étapes "clés" du développement, en jouant un réle essentiel
dans la spécification de Iidentité cellulaire le long de I’axe antéro-postérieur. Ces génes
ont des profils d’expression restreints. Toutefois, méme si de trés nombreux génes
homéotiques sont des facteurs de transcription, d’autres types de protéines, tel par exemple
le récepteur de I’EGF, peuvent avoir un role homéotique au cours du développement
(Kumar et Moses, 2001).
Les premicres étapes de la segmentation chez la drosophile sont initiées par 4 types de
genes : les génes d’origine maternelle, les génes "gap", les génes "pair-rule” et les génes de
polarité de segments. Les différents facteurs issus de ces génes agissent en cascade de
fagon combinée, pour ensuite activer les génes homéotiques qui vont permettre aux
différents segments d’acquérir leur identité sur I’axe antéro-postérieur. Chez la drosophile,
il y a seulement 8 génes qui vont contrdler la différenciation de 14 segments différents, ils
sont groupés en 2 complexes génomiques situés sur le méme chromosome, appelés de
fagon collective le HOM-C (Homeotic Complex). Les génes homéotiques ont souvent des
domaines d’expression chevauchant, ce qui permet des interactions entre leurs produits
(Duboule et Dolle, 1989).
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4.1.1.2. Conservation des génes & homéodomaine

Chez les mammifeéres comme la souris et I’homme, les homologues de ces génes
sont organisés en 4 complexes génomiques (Hox-A, B, C, D) localisés sur différents
chromosomes (Duboule et Dolle, 1989). Une caractéristique majeure de cette famille de
protéines portant le méme type de motif de liaison & PADN, I’homéodomaine, est leur
extréme conservation. Cette conservation, structurelle et fonctionnelle, est illustrée par des
expériences de complémentation génétique entre mammifeéres et arthropodes puisque des
protéines de mouche peuvent remplacer leurs homologues absentes chez la souris, et
réciproquement (Hanks et al., 1998 ; Hauck et al., 1999).

4.1.1.3. Classification des protéines 8 homéodomaine

Ces protéines & homéodomaine sont divisées en 22 classes, 7 classes comprises
dans la super classe organisée en complexe génomique et 15 classes dans la super classe
dite dispersée, les génes de cette derniére étant dispersés dans tout le génome. Cette
classification se base sur des critéres évolutifs : les homologies de séquence entre les
homéodomaines et les séquences qui les encadrent, I’association avec d’autres motifs
conservés et sur la position des introns.

La majorité des génes a boite homéo ne font pas partie de ces complexes homéotiques.
Parmi les 15 différentes classes regroupées en fonction de leur structure, nous nous
intéresserons plus particuliérement a la classe PAIRED et ENGRAILED (EN) :

- la classe Paired (PRD)

Les génes Pax ont été isolés chez les mammiféres sur la base d'une homologie de
séquence avec la séquence codant le domaine paired de la protéine Paired. Ainsi, 9 génes
Pax (appelés Pax-1 a4 9) ont pu étre isolés chez les mammiféres. Dans la partie amino-
terminale de la protéine est localisée le domaine paired. Ce domaine est suivi d'une région
charni¢re possédant pour toutes les protéines PAX, a I'exception de PAX-4 et PAX-6, une
séquence octapeptide homologue a la séquence HSIDGILG présente dans d'autres
protéines de drosophile. La fonction de ce motif n'est pas clairement établie mais il
pourrait étre impliqué dans les mécanismes de dimérisation entre protéines (Strachan et
Read, 1994 ; Tremblay et Gruss, 1994).

En aval de la région charniére, les protéines PAX-3, PAX-7, PAX-4 et PAX-6,
possédent un second domaine de liaison & 'ADN de type homéo, avec une sérine comme
acide aminé 50. Ce domaine est tronqué dans les protéines PAX-2, PAX-5 et PAX-8, et
absent dans les protéines PAX-1 et PAX-9. Dans la portion carboxy-terminale de la
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protéine un domaine de plus de 100 aa, riche en résidus proline, sérine et thréonine,
présente les caractéristiques structurales de domaine d'activation transcriptionnelle.
- la classe Engrailed

Les génes de type Engrailed sont caractérisés, outre la boite homéo & glutamine
comme acide aminé 50, par 4 régions codant des domaines conservés. Le premier domaine,
EH1, d’environ 13 aa, est situé dans la région amino-terminale. Les deux domaines
suivants qui sont adjacents, EH2 et EH3, sont en amont de ’homéodomaine et font
respectivement 20 et 8 aa. Le quatriéme domaine EH5 de 20 aa est situé directement en
position carboxy-terminale de I’homéodomaine. Il existe deux génes Engrailed chez les
mammiféres, En-1 et En-2 (Joyner et Martin, 1987). Cette classe Engrailed sera abordée de
fagon plus détaillée dans un chapitre ultérieur.

4.2. Les génes Pax
4.2.1. Famille des génes Pax
Les génes Pax peuvent étre classés en 4 sous-classes (Tableau 1) qui reflétent leurs
homologies de structure ainsi que leurs modes d’expression au cours de I’embryogenése
(Stuart et Gruss, 1995 ; Attié-Bitach et al., 1998).

Drosophile Souris Chromosome
Souris Homme
Sous-classe |
PRD + Pox meso (Pox m) Pax-1 2 20pl11
OCT + Pax-9 12 14q12-q13
HD -
Sous-classe II
PRD + Gooseberry (Gsb) Pax-3 1 2935
OCT + Gooseberry neuro (Gsbn) Pax-7 4 11p36.2
HD + Paired (PRD)
Sous-classe 111
PRD + Pox neuro (Pox n) HD - Pax-2 19 10925
OCT + Pax-5 4 9pl13
HD partiel Pax-8 2 2ql2-ql4
Sous-classe IV
PRD + Eyeless (Ey) Pax-6 2 11p13
OCT - Pax-4 6 7q922-qter
HD +

Tableau 1 : Classification des génes Pax (adapté de Babinet, 1993).
PRD +/- : domaine paired présent ou absent ; HD +/- : homéodomaine présent ou absent ;

OCT +/- : octapeptide présent ou absent.
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4.2.2. Expression au cours du développement

Chez les vertébrés, plusieurs génes Pax s’expriment dans les tissus adultes mais
I’expression initiale de tous les génes Pax commence trés t6t dans I’embryon. Ces génes
sont exprimés dans différents types cellulaires et, excepté Pax-1 et Pax-9, contribuent au
développement précoce du SNC (Figure 6). De plus, contrairement aux génes Hox qui ont
une expression limitée le long de Paxe antéro-postérieur, les génes Pax s’expriment sur
toute la longueur du tube neural et cette expression diminue progressivement au cours du
développement. Il y a bien une régionalisation de Pexpression de ces génes dans le tube
neural mais sur 1’axe dorso-ventral et dans les tissus d’origine mésodermique ou
Pexpression semble comme confinée dans les structures segmentées (Gerard et al., 1995 ;
Terzic et Saraga-Babic, 1999). L’expression spatialement restreinte des génes Pax dans la
partie antérieure du tube neural suggére un role dans la régionalisation des différentes aires
du cerveau. Cette hypothése est soutenue par de nombreuses données, en particulier par
Pobservation des domaines d’expression des génes Pax qui respectent les limites
anatomiques des neuromeéres pendant le développement, suggérant un rdle pour ces génes a
la fois dans la différenciation neuronale et dans la maintenance des différents sous-types

neuronaux (Stoykova et Gruss, 1994).
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Figure 6 : Expression des génes Pax chez la souris dans le systéme nerveux central.

(A) Distribution longitudinale & E12,5. (B) Expression sur une coupe de tube neural a
E11,5. eo : épithélium olfactif, cs: corde spinale, my : myélencéphale, di: diencéphale,
ms : mésencéphale, cv : cervelet, te : télencéphale, pn : pons, TT : toit du tube neural, PA :
plaque alaire, PB : plaque basale, PT : plancher du tube neural, SL : Sulcus limitans, ZI :
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zone intermédiaire, ZV : zone ventrale, IR : isthme rhombencéphalique, CP : commissure
postérieure (d’aprés Tremblay et Gruss, 1994).
4.2.3. La sous-classe Pax-2, 5 et 8

Pax-2 et Pax-8 sont initialement exprimés dans le tube neural et le rhombencéphale
(Nornes et al., 1990 ; Dressler et al., 1990 ; Platchov er al., 1990). Dans le tube neural,
cette expression est restreinte 4 un groupe de neurones différenciés post-mitotiques de
chaque c6té de la limite dorso-ventrale. Ces cellules donneront les interneurones de la
matiére grise du tube neural. Dans le cerveau, Pax-2 et Pax-8 sont exprimés dans la zone
entre le myélencéphale et le métencéphale, au-dessus de la limite cerveau moyen-
rhombencéphale, alors que des taux élevés de Pax-5 sont détectés dans cette limite et au
niveau du tegmentum mésencéphalique (Asano et Gruss, 1992) (Tableau 2). Les messagers
de Pax-8 deviennent rapidement indécelables dans le cerveau alors que Pax-2 continue a
étre transcrit durant tout le développement. Une analyse plus fine de Pax-2 et Pax-8 montre
que ces deux geénes générent par €pissage alternatif plusieurs messagers codant des
protéines différentes, ces phénoménes d’épissage peuvent étre régulés de fagon
différentielle au cours du développement (Kozmik e? al., 1993).

L’expression de Pax-5 est détectée a partir de E13 dans le foie foetal quand
commence la lymphopoiése B. Il est ensuite exprimé dans les tissus lymphoides B et dans
les cellules B a tous les stades de la différenciation. Cette expression persiste chez I’adulte
dans tous les tissus lymphoides B en contraste avec son expression transitoire dans le SNC.
Ses transcrits sont localisés dans les follicules de cellules B, la rate et les ganglions
lymphatiques. L’annulation de Pax-5 par la technique de recombinaison homologue chez la
souris provoque des altérations du cerveau moyen et du cervelet antérieur. Il y a également
blocage complet de la différenciation des cellules B & partir d’un stade trés précoce. La
délétion de Pax-5 n’a pas d’effet semi-dominant comme les mutations de Pax-3, Pax-6 et
Pax-1, et les souris hétérozygotes pour la délétion se développent normalement (Urbanek
et al., 1994).
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Tableau 2 : Expression de Pax-2, Pax-5 et Pax-8 au cours du développement chez la souris
(d’aprés Tremblay et Gruss, 1994).

4.3. Pax-6

Le géne Pax-6 est exprimé dans le tube neural, le cerveau, la neurorétine, le

cervelet, le pancréas endocrine et les cellules entéroendocrines du systéme digestif (Hill er
al., 1999 ; Walther et Gruss, 1991 ; Martin et al., 1992 ; Turque ef al., 1994). Pax-6 est

codé par 11 exons et peut générer par épissages alternatifs et initiation interne sur un AUG

situé en aval du domaine paired, 4 types de protéines différentes (Carricre ef al., 1993 ;

Dozier et al., 1993). Trois de ces protéines (p46, p48 et p43) contiennent différentes

versions du domaine paired, la quatriéme issue de Dinitiation interne est dépourvue de

domaine paired (Figure 7). En fait, si on tient compte de la présence d’un épissage

alternatif présent dans P’'exon 10 du géne et qui ajoute (ou pas) 6 aa a chacune de ses

protéines, la diversité des protéines codées par Pax-6 est bien plus grande encore. Les

outils actuellement disponibles ne permettent pas de distinguer ces différentes formes, mais
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ces protéines ont certainement des fonctions différentes du fait des grandes modifications

qui affectent la structure du domaine paired selon les épissages.
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Figure 7 : Les différents isoformes de PAX-6 (d’aprées Carriere ef al., 1993).

4.3.1. Expression au cours du développement

Pax-6 s’exprime treés tot dans le tube neural, juste aprés sa fermeture. Ensuite, il
s’exprime dans le cerveau antérieur, le rhombencéphale et la moelle épiniere. Ces patrons
d’expression sont précoces et treés spécifiques dans le temps et dans I’espace (Gérard et al.,
1995). Comme la plupart des génes Pax s’exprimant pendant la neurogenése précoce, les
domaines d’expression de Pax-6 coincident avec des limites morphologiques du systéme
nerveux embryonnaire en développement (Tableaux 3 et 4). C’est le premier gene de cette
famille & étre exprimé dans le cerveau. Pax-6 est exprimé dans des zones précises du
cerveau antérieur en développement, qui vont donner le diencéphale et le télencéphale,
mais pas dans les futures régions mésencéphaliques et métencéphaliques (Walther ef al.,
1991 ; Krauss et al., 1991). Il est exprimé dans le neuroépithélium dorsal et latéral du
télencéphale et dans le thalamus ventral du diencéphale ainsi que dans la partie dorsale du
sulcus diencéphalus medius (Walther et al., 1991). Son expression s’arréte de fagon nette
au niveau de la commissure postérieure qui marque la limite entre le cerveau moyen et le
cerveau antérieur (c’est-a-dire diencéphale et mésencéphale). Plusieurs travaux ont montré
que les geénes En-1 et En-2 sont exprimés dans la zone d’exclusion de Pax-6, a peu pres
aux mémes stades, ces domaines d’expression étant limités par plusieurs rangées de
cellules n’exprimant aucun de ces deux geénes (Piischel et al., 1992). Par la suite,
I’expression de Pax-6 est détectée dans le mésencéphale caudal et dans le métencéphale. I1

est également présent dans le myélencéphale. Son expression va persister dans ces
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structures pendant tout le développement. Une analyse plus fine au niveau du cervelet
montre une expression différentielle de Pax-3 et Pax-6: dans le cortex cérébelleux, la
couche de cellules granulaire exprime des taux de Pax-6 élevés, alors que la glie de
Bergmann et les cellules qui entourent les cellules de Purkinje expriment Pax-3 (Stoykova
et Gruss, 1994).
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Tableau 3 : Expression de Pax-6 au cours du développement chez la souris (d’aprés

Tremblay et Gruss, 1994).

Dans le tube neural, son expression commence un peu plus tard que celle de Pax-3, juste
avant la fermeture du tube neural. Comme celle de Pax-3 et Pax-7, son expression se fait
dans des régions dorso-ventralement restreintes. Pax-6 est détectée dans la zone
ventriculaire de la partie basale et latérale du tube, excepté dans le plancher du tube, et
chevauche les domaines d’expression de Pax-3 et Pax-7. Trés précocement, ces trois génes
sont exprimés dans des régions précises correspondant aux cellules neuroépithéliales en
prolifération dans la zone ventriculaire du tube. Ces cellules vont ensuite migrer de fagcon

radiale dans différentes couches et se différencier en neurones et cellules gliales (Walther
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et al., 1991 ; Goulding et al., 1991 ; Jostes et al., 1991). Pax-6 joue un rdle actif dans la

capacité des cellules gliales & engendrer des neurones (Heins et al., 2002).

Classification  Stade 10 : 3 sem. Stade 15 : 5 sem. Stade 17 : 6 sem.
Carnegie
PAX-3 Tube neural Mésencéphale Mésencéphale
Début de la fusion =~ Rhombencéphale Rhombencéphale
Moelle épinicre Moelle épinicre
Somites
PAX-5 Jonction Jonction
Rhombencéphale Rhombencéphale
Mésencéphale Mésencéphale
PAX-6 Tube neural +++ Partie rostrale du cerveau Télencéphale +++
antérieur ++ Diencéphale +++
Vésicule optique ++ Vésicule optique +++
Moelle épiniere + Rhombencéphale
caudal +++
Axe spinal +

Tableau 4 : Expression de Pax-6 au cours du développement embryonnaire chez ’homme
(adapté de Walther et al, 1991).

L’identité antéro-postérieure de chacune des vésicules du cerveau chez les mammiféres est
spécifiée pendant la gastrulation par le mésoderme préchordal et la notochorde. Cette
spécification semblent étre stabilisée au stade de la plaque neurale par des interactions dans
I'ectoderme. Les facteurs de transcription Pax-2/5 et Pax-6 subdivisent le tube neural
précocement en trois divisions. Les territoires d'expression des génes Pax-2/5 et Pax-6
délimitent en premier le mésencéphale et le cerveau antérieur. Chez les souris mutantes
sans Pax-5 et Pax-2, le mésencéphale entier est absent, le métencéphale se reliant
directement au cerveau antérieur (Schwarz et al., 1999). L’expression ectopique de Pax-6
dans le mésencéphale a permis de montrer que ce géne définit les frontiéres entre le
diencéphale et le mésencéphale en réprimant En-1 et Pax-2 (Matsunaga et al., 2000).

La premiére expression de Pax-6 dans I’ceil de vertébré est détectée au niveau de
Pévagination latérale du cerveau antérieur. Pax-6 est exprimé dans la couche épithéliale de
la vésicule et dans Pectoderme de surface qui va générer le cristallin. La vésicule optique
aprés son invagination présente une structure en deux feuillets; le feuillet interne se

différenciera en neurorétine, le feuillet externe en rétine pigmentaire. Pax-6 est fortement
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exprimé dans toutes ces structures, mais son expression dans la portion ventrale de la rétine
va graduellement décliner. Pax-2 sera lui exprimé en portion ventrale, a la base du futur
nerf optique, et il existe une régulation inhibitrice entre Pax-6 et Pax-2 (Schwarz et al.,
2000). Au stade vésicule optique, I’interaction inhibitrice entre Pax-6 et d’autres facteurs
de transcription, tel Mitf impliqué dans le contrdle de la pigmentation, est cruciale pour la
différenciation ultérieure correcte du neuroépithélium (Planque ef al., 2001). Les
messagers de Pax-6 sont détectés dans I’ectoderme de surface qui va générer la cornée. Le
cristallin et la cornée, une fois différenciée, continuent & exprimer Pax-6 dans sa partie
postérieure.
4.3.2. Altérations de Pax-6 chez la souris et ’homme

Pax-6 est localisé sur le chromosome 2 de la souris au voisinage d’un locus, appelé
small eye (Sey) et auquel correspondent plusieurs mutations alléliques, qui ont un caractére
semi-dominant. A 1’état homozygote, on constate I’absence totale d’ceil avec une orbite
diminuée et une absence de chiasma optique ainsi que de cavité nasale et ces animaux
meurent 4 la naissance. Au stade hétérozygote, on observe une réduction de la taille de
Pceil. D’autres anomalies peuvent y étre associées : une orbite réduite, une absence de
chiasma optique, un amincissement des membranes externes de I'eil, en particulier le
cristallin et une dégénérescence cellulaire. Pax-6 est le géne muté (Hill ez al., 1991 ; Favor
et al., 2001). On peut observer dans certains cas de délétions complétes du géne Pax-6, une
hypoplasie de I’iris, une opacification de la cornée une vacuolisation du cristallin et
I’absence des canaux de Schlemm dans le réseau trabéculaire (Baulmann er al., 2002).
Chez la souris Sey, la migration des pré-neurones corticaux est retardée d’une fagon
dépendante a la fois du stade, de la région et du dosage de Pax-6 et il y a des anomalies
dans la différenciation neuronale et la croissance des axones (Schmal et al., 1993).

Le role tardif de Pax-6 dans le développement des yeux a été étudié a I'aide de
souris ou I'invalidation conditionnelle de Pax-6 a été réalisée. Ce géne est en effet sous le
contrdle de 2 promoteurs, dont le promoteur le plus en amont (P0) est sous le contrdle
d’une séquence de régulation intragénique (enhencer o) s’exprimant spécifiquement au
moment de la différenciation neuronale (Plaza et al., 1993, 1995 a et b ; Kammandel ef al.,
1999). L’utilisation de cet enhencer pour exprimer la recombinase Cre a permis de déléter
Pax-6, dans lequel les sites pour cette recombinase ont au préalable été insérés par
recombinaison homologue, spécifiquement dans les territoires d’expression de cet
enhencer, en position distale de la rétine. La rétine est un tissu pluristratifié. Chez la souris,

la zone qui deviendra la CPE (lieu de rencontre des prolongement cellulaire et dépourvue
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de noyaux) apparait au milieu des cellules destinées a étre des photorécepteurs, un tiers
d’entre eux se trouvant du mauvais c6té (dans la CNI). Ils migrent les jours suivant de la
CNI vers la CNE (Forrester et al., 2002). Pax-6 est exprimé dans les cellules horizontales,
amacrines et ganglionnaires (Belecky-Adams et al., 1997). Les conséquences de la
disparition de Pax-6 des cellules de la neurorétine en cours de différenciation sont les
suivantes : seules les cellules amacrines sont capables de se différencier (Marquardt et al.,
2001). Il semble que Pax-6 contrdle I’expression des genes bHLH de spécification
neuronale, mais que NeuroD échappe a cette régulation, ce qui fait que les cellules
amacrines peuvent se différencier (Figure 8, Schémas A et B). La délétion spécifique de
Pax-6 dans I’ectoderme de surface, conduit & une spécification abortive de la placode

cristalline (Ashery-Padan et al., 2000).
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Figure 8 : Importance de Pax-6 dans la différenciation des neurones de la rétine (d’aprés

Marquardt et al., 2001). Schéma A : Les différents marqueurs des neurones de la rétine.

Schéma B : En I’absence de Pax-6, seules les cellules amacrines se différencient.
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Il existe une maladie génétique humaine due & des mutations dans Pax-6, ’aniridie,
une malformation des yeux qui peut aller d’'une simple hypoplasie de I’iris jusqu’a une
absence compléte de ce dernier (Jordan et al., 1992). D’autres anomalies oculaires peuvent
s’y ajouter : cataracte, dislocation du cristallin, hypoplasie du nerf optique, nystagmus et
glaucome. A I’état hétérozygote, Pax-6 donne plusieurs types de malformations, en
fonction du site de mutation sur le géne Pax-6. Un hétérozygote composé a été décrit, il
présente des anomalies cranio-faciales trés sévéres et, en particulier, une absence totale
d’yeux et de bulbe olfactif ainsi que de nombreux défauts au niveau du développement du
cerveau (Glaser et al., 1994). Des mutations de Pax-6 ont été également identifiées dans
des cas d’anomalie de Peters (Hanson et al., 1994). C’est un défaut congénital de la
chambre antérieure de 1’ceil, généralement une opacité du centre de la cornée générée par
des adhérences entre le cristallin, la cornée et/ou I'iris. Plusieurs types de mutations ont été
trouvés dans de nombreux cas d’aniridie/anomalie de Peters, incluant des délétions
concernant le cadre de lecture, des insertions ou des délétions supprimant le cadre de
lecture, des mutations dans les sites d’épissage, des mutations non sens et plus rarement
faux sens (Martha ef al., 1994 a et b), ainsi que des altérations touchant des séquences de
régulation situées jusqu’a 40 kb en aval de Pax-6 (Griffin et al., 2002).

4.3.3. Potentiel oncogénique

Les facteurs de transcription en général sont capables de transformer les cellules
quand ils sont surexprimés. Tous les phénoménes observés sur les génes 4 boite homéo
suggérent que ces derniers régulent de nombreux processus de la différenciation mais
également que leur expression inappropriée peut étre oncogénique. De fait, plusieurs génes
Hox sont oncogéniques quand ils sont surexprimés dans des lignées immortalisées, ces
derniéres pouvant ensuite engendrer des tumeurs dans les souris nude (Maulbecker et
Gruss, 1993 a). La surexpression des génes de la famille Pax conduit également a la
transformation de cellules immortalisées et ces cellules transformées sont capables de
développer des tumeurs dans des souris nude (Maulbecker et Gruss, 1993 b). Les génes
Pax interagissent dans le contrdle de la transcription de p53 (Stuart ef al., 1995) et Pax-6
forme un complexe protéique avec I’anti-oncogéne Rb (Cvekl et al., 1999). Le fait que les
génes Pax soient des oncogénes potenticls montre I’importance de ces génes dans le
contrle de la prolifération cellulaire. Les souris mutantes dans Pax-6 ont un cycle
cellulaire perturbé (Estivill-Torrus et al., 2002), ce qui suggére une implication directe de

ces protéines dans le déroulement du cycle.
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4.4. Engrailed

Chez la drosophile, Engrailed (dont En-1 est un des homologues chez les vertébrés)
est considéré comme I’archétype du géne sélecteur (Royet ef al., 1998 ; Hidalgo et al.,
1996). 1l est exprimé dans tous les compartiments postérieurs : au niveau des segments
d’abord, puis des disques imaginaux. Les cellules mutantes pour En perdent leurs
caractéristiques de cellules postérieures et ne se mélangent plus avec les cellules
postérieures exprimant Engrailed, ce qui provoque la formation d’une zone limite, les
cellules mutantes sont alors capables de chevaucher ou de franchir la zone limite entre les
deux compartiments pour gagner le compartiment antérieur.

4.4.1. Role au cours du développement neural

Les génomes de la souris et de ’homme contiennent chacun deux geénes, En-1 et
En-2, étroitement liés au géne de segmentation de la drosophile Engrailed. Ces génes,
vraisemblablement issus par duplication, ont divergé entre eux mais également de I’En de
la drosophile, tant dans leur séquence que dans leur régulation. L’homéodomaine humain
contenu dans les génes En-1 et En-2 est localisé respectivement sur les chromosomes 2 et
7. Chez I’embryon de souris, la premiére expression de ces génes a été détectée a E8 dans
les bandes superposées des plis neuraux antérieurs (McMahon et al., 1992). A E12, les
génes sont exprimés dans les cellules a la jonction du mésencéphale/rhombencéphale dans
le SNC. En-1 est également exprimé de novo dans deux raies transversales sur la longueur
du rhombencéphale, le cordon médullaire, dans la colonne vertébrale en développement et
dans les bourgeons de queue et de membre. Les génes En-1 et En-2 jouent un réle trés t6t
dans le développement en définissant des domaines spatiaux dans le SNC. Plus tard au
cours du développement, les génes En peuvent avoir une fonction supplémentaire dans la
neurogenése. Les homéogénes En-1 et 2 démarquent la frontiére entre le mésencéphale et
le métencéphale et sont fortement exprimés dans la partie postérieure du cerveau médian.
Leur fonction est cruciale pour la morphogenése du cervelet. Ils sont impliqués dans
I’établissement précoce du domaine cérébelleux et du nombre de cellules progénitrices des
feuillets du cervelet. Leur inactivation par recombinaison homologue dans des cellules ES
aboutit pratiquement a ’absence plus ou moins totale du cervelet. Un fragment minimum
de 21.0 kb d’En contient les éléments de régulation multiple positif et négatif qui
fonctionnent de concert pour établir I’expression précoce embryonnaire du mésencéphale.
L’expression d’En-1 dans le tube périchordal en développement suggére qu’il peut €tre
impliqué dans la formation des vertébres (Joyner et Martin, 1987). En-1 est également

détecté dans les cellules du dermomyotome qui vont former les vertebres et les muscles du
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corps et de la téte (Davis et Joyner, 1988 ; Davis et al., 1991). En-2 est exprimé dans une
population de myoblastes (Logan et al., 1993). La délétion ciblée d’En-1 est létale (Wurst
et al., 1994) alors que celle d’En-2 induit des anomalies au niveau du cervelet mais reste
viable (Joyner et al., 1991).
4.4.2. Engrailed, un répresseur transcriptionnel

Ces séquences de régulation du mésencéphale sont structurellement et
fonctionnellement conservées chez ’homme. Les génes de souris Pax-2, Pax-5 et Pax-8
contenant un domaine paired montrent une expression superposée avec les génes En dans
le développement cérébral. De maniére significative, deux sites de liaison & ’ADN pour
les protéines PAX-2, PAX-5 et PAX-8 ont été identifiés dans une séquence de régulation
de 1.0 kb d’En-2, des mutations dans ces sites de liaison perturbent I’initiation et le
maintien de I’expression dans les souris transgéniques. Les génes Pax sont des régulateurs
directs d’En-2 dans la cascade génique contrdlant le développement du mésencéphale. Ces
études menées chez la souris ainsi que d’autres chez la drosophile et le poisson-zeébre sur le
role des génes Pax dans le contréle de I’expression des membres de la famille En,
indiquent qu’une voie génétique de Pax-En a été conservé au cours de 1’évolution (Song,
1996).
L'optimisation d'oligonucléotide anti-sens d'engrailed-1 dans les embryons de souris a eu
comme conséquence les niveaux réduits de protéine EN et a produit des anomalies du
cerveau, du visage et du cceur et un raccourcissement de I'axe embryonnaire. Ainsi, en plus
de participer a la voie de signalisation pour le développement du cerveau et des membres,
En-1 sembie jouer un rdle en modelant 'axe embryonnaire (Sadler et al., 1995).

4.4.3. Localisation extra-nucléaire

De par leurs fonctions transcriptionnelles, les protéines & homéodomaine sont
majoritairement localisées dans le noyau des cellules, cependant une localisation extra-
nucléaire de certaines de ces protéines a été rapportée. C’est le cas pour la protéine EN
retrouvée associée, in vitro et in vivo, 4 une fraction membranaire présentant une
composition particuliére en lipides et glycolipides. Dans cette fraction, EN est protégée de
la dégradation par les protéases (localisation intra-cisternale). Le pourcentage d’EN intra-
cisternal est inférieur & 5 % du pool total présent dans la cellule et on peut s’interroger sur
la signification de cette localisation, inhabituelle pour un facteur de transcription. Parmi les
hypothéses envisageables, celle d’une sécrétion d’EN a été vérifiée, au moins in vitro (et
étendue 4 d’autres protéines 4 homéodomaine), elle se fait grice a une séquence de 11 aa

localisée dans I’homéodomaine (Maizel et al., 1999). Cette méme séquence, conservée
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dans de nombreuses autres protéines & homéodomaine, est nécessaire et suffisante a la
sortie de la protéine hors du noyau et se comporte donc comme une séquence d’export
nucléaire. Ces données, prises dans leur ensemble, permettent d’introduire une fonction de
trafic intracellulaire dans D’activité biologique des protéines & homéodomaine. On peut
ainsi proposer que la protéine néo-synthétisée soit d’abord importée dans le noyau pour y
Jjouer son réle de régulateur transcriptionnel, puis activement transportée hors du noyau,
étape nécessaire -et limitante- pour son accés & un compartiment de sécrétion. La
signification physiologique de ces processus n’est pas encore connue, néanmoins une
hypothése explorée est que cette sécrétion limitée de protéines & homéodomaine
correspondrait & un échange d’information positionnelle pouvant induire des modifications
transcriptionnelles dans la ou les cellules réceptrices. Les situations dans lesquelles un tel
mécanisme de signalisation de "noyau a noyau" pourrait intervenir sont multiples, depuis -
pour ce qui est du SN- les phénoménes d’induction jusqu’a [I’établissement des
cartographies synaptiques.
4.4.4. Engrailed et Pax-6

Plusieurs travaux ont montré que les génes En-1 et En-2 sont exprimés dans la zone
d’exclusion de Pax-6, & peu prés au méme stade. Ces domaines d’expression étant limités
par plusieurs rangées de cellules n’exprimant aucun de ces deux génes (Piischel et al.,
1992). Les régulations croisées entre ces deux génes sont complexes. L’expression de Pax-
6 est réprimé par En-1 et En-2 (Plaza et al., 1997), la répression est confirmée par
Pexpression ectopique d’Engrailed (Araki et Nakamura, 1999). L’expression ectopique
d’Engrailed conduit & un déplacement rostral de la limite entre le diencéphale et
mésencéphale. L’expression ectopique de Pax-6 dans le mésencéphale conduit & un
déplacement caudal de la limite entre le diencéphale et mésencéphale, concomitant d’une
répression de I’expression d’Engrailed (Matsunaga et al., 2000). Ces résultats suggérent
que le résultat des interactions entre ces facteurs est trés dépendant de la nature des cellules
dans lesquelles elles se déroulent.

4.4.5. Engrailed et les cellules de Purkinje

Les membres de la famille des génes En et Wnt (Wingless) semblent jouer un réle
clé dans la spécification précoce de la jonction mésencéphale/rhombencéphale, le futur
cervelet. Afin d’analyser la possible continuité du réle du patron d’expression d’En et de
Wnt dans la future localisation et fonction cérébelleuse, une expérience a consisté a
exprimer En-2 de fagon ectopique dans les cellules de Purkinje au cours du développement

cérébelleux embryonnaire et post-natal tardif. Le résultat de cette expression est une
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importante réduction de la taille du cervelet et du nombre de cellules de Purkinje dans tout
le cervelet, ce dernier est réduit de plus d’un tiers comparé & des animaux normaux.
L’analyse détaillée du cervelet en développement et adulte révéle un patron de sélectivité
par la perte des cellules de Purkinje et autres neurones cérébelleux. La surexpression d’En-
2 affectant sélectivement des cellules de Purkinje dans la zone de transition entre les
lobules est démontrée par I’observation directe de la perte sélective de cellules de Purkinje
dans certaines fissures, et par l'observation de la croissance et du transfert de la couche
germinale externe qui est sélectivement retardé dans les fissures profondes pendant le
développement post-natal précoce. Ainsi, en plus de démontrer le role critique des cellules
de Purkinje dans la génération et la migration des cellules granulaires, la distribution
hétérogeéne des effets cellulaires induits par I’expression ectopique d'En suggére un role
morphogénétique relativement tardif (Baader et al., 1998).

Dans les mutants murins En-2, la configuration temporelle normale de l'expression est
préservée, bien que la taille et I'emplacement spatial de diverses bandes différent de ceux
du type sauvage. A la différence des anomalies de foliation, les perturbations de
configuration médio-latérale qui sont trouvées se produisent dans presque toutes les
régions cérébelleuses. Les comptes de cellules indiquent que tous les types principaux de

cellules des circuits olivocérébelleux sont réduits de 30-40 % (Kuemerle et al., 1997).

Cette différenciation due a la régulation de Iexpression des génes au cours du
développement est parfois contrflée par des protéines particulitres qui ne seront plus
exprimées apres la naissance ou a I’dge adulte, mais pourront s’exprimer de nouveau au

cours de processus pathologique.

V. LES TUMEURS EMBRYONNAIRES DU SNC HUMAIN

Les tumeurs embryonnaires du SNC de I’enfant et de Padulte ont des
comportements biologiques variés, différents des tumeurs du SNC de I’adulte.
Morphologiquement, elles ressemblent aux précurseurs embryonnaires, elles sont trés
invasives et métastasent rapidement, mais également sont souvent sensibles aux différentes
chimiothérapies. Les tumeurs primitives du SNC représentent la deuxiéme cause de cancer
chez I'enfant aprés les leucémies aigués, et donc la premiere localisation de tumeurs

solides malignes en pédiatrie (Doz, 1993).
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5.1. Historique, histogenése, classification historique

Rudolph Virchow est le pionnier de la classification histologique des tumeurs
cérébrales. Entre 1835 et 1846, il décrivit la névroglie et lui rattacha la plupart des tumeurs
cérébrales : il établit une classification phénotypique. Il isola les gliomes de ’ensemble des
"sarcomes cérébraux", décrivit les gliomes de I’épendyme et jeta ainsi les bases d’une
classification anatomopathologique des tumeurs du systéme nerveux qui est restée
inchangée pendant plus de 50 ans (Virchow, 1863).
Tooth fut le premier, en 1912, a établir des corrélations entre les données histologiques et
I’évolution clinique dans son étude des 500 tumeurs cérébrales opérées au National
Hospital de Londres entre 1902 et 1911 (Tooth, 1912).
En 1926, Percival Bailey (neuropathologiste) et Harvey Cushing (neurochirurgien)
publiérent un ouvrage qui marqua I’origine de la plupart des conceptions et classifications
en usage actuellement. Dans ce livre intitulé "Une classification des tumeurs du groupe des
gliomes sur une base histogénétique avec une étude corrélée du pronostic”, ils élaborerent
un schéma de I’histogenése des gliomes. La classification de Bailey et Cushing repose sur
le principe que le développement des tumeurs se fait a partir de cellules embryonnaires
arrétées 3 différents stades de leur développement, ce qui conduit & superposer aux
différentes étapes de Parbre généalogique des cellules cérébrales une Cclassification
histogénétique des tumeurs du SNC (Bailey et Cushing, 1926).
Une voie différente fut ouverte par Kernohan en 1949. Le principe de base de sa
classification est celui de la théorie de I'anaplasie : les cellules tumorales ne naitraient pas
a partir de restes embryonnaires mais par dédifférenciation des cellules normales. Il établit
ainsi des grades de malignité croissante : 1 pour la tumeur la mieux différenciée a 4 pour la
tumeur la moins différenciée (Kernohan et al., 1949).

5.2. Classification mondiale
En 1979, la classification de I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) voyait le
jour. L’objectif de cette entreprise était la création d’une "classification internationale des
tumeurs également satisfaisante pour les omnipraticiens, les chirurgiens, les radiologues,
les anatomopathologistes et les statisticiens” (Zulch, 1979). Ceci dans le but de permettre
aux médecins du monde entier de comparer leurs observations et donc de faciliter leur
travail en collaboration. Cette classification amalgama les trois principales classifications

précédentes (phénotypique, histogénétique et pronostique).
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D’un point de vue histologique, les signes de croissance rapide sont la forte densité
cellulaire, le degré d’anomalies nucléaires et cytoplasmiques, I’anaplasie (moindre

différenciation cellulaire), I’index mitotique élevé et la prolifération vasculaire.

5.3. Epidémiologie

Les tumeurs du SNC représentent 20 % de toutes les tumeurs de I’enfant et 15 & 20
% de toutes les tumeurs intra-cérébrales survenant chez I’enfant (Russel et Rubinstein,
1989). Le médulloblastome est la tumeur intracrinienne la plus fréquente de I’enfant,
représentant 20 a 25 % des tumeurs cérébrales pédiatriques et 30 % des tumeurs craniennes
de la fosse postérieure (Rutka, 1997). Chez P’adulte, la fréquence de cette tumeur est
inférieure 2 1 % de ’ensemble des tumeurs intracranienne et 6 % des tumeurs craniennes
de la fosse postérieure (Giordana ef al., 1999 ; Russel et Rubinstein, 1989).
Comme les lymphomes, les tumeurs du SNC montrent de grandes variantes, par exemple
selon la situation géographique avec une incidence élevée au Japon, faible en Colombie et
a Cuba (De La Torre Mondragon et al., 1993). La répartition selon le sexe montre une
légére prédominance masculine avec un sex-ratio M/F allant de 1.2/1 (De La Torre
Mondragon et al., 1993) a 1.3/1 (Stevens et al., 1991).
La survenue de tumeurs cérébrales chez plusieurs membres d’une méme famille est
connue. Une détermination génétique est établic pour les tumeurs survenant au cours de
phacomatoses qui associent des anomalies complexes congénitales du développement d’un
ou de plusieurs feuillets embryonnaires et une prédisposition & certaines tumeurs :
Neurofibromatose de Von Recklinghausen, Sclérose Tubéreuse de Bourneville, maladie de
Von Hippel-Lindau. Certains cas de médulloblastomes sont associés a des maladies
familiales ou héréditaires : syndrome de Gorlin, syndrome de Turcot (affection héréditaire
autosomale dominante caractérisée par I’association de tumeurs colo-rectales et d’un

glioblastome ou d’un médulloblastome).

5.4. Les tumeurs embryonnaires
Ce groupe de tumeur est a I’origine de nombreuses controverses en ce qui concerne
leur nomenclature et leur histogenése.
5.4.1. Historique
En 1925, Bailey et Cushing ont décrit un groupe de tumeurs cérébelleuses
constituées de cellules d’apparence primitive et lui donnérent le nom de "médulloblastome

cérébelleux”; ils émirent ’hypothése que cette tumeur se développait & partir d’une cellule
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multipotente du cervelet, le médulloblaste. Ce médulloblaste serait & ’origine des 5 types
différents de cellules, a savoir : la cellule épendymaire, choroidienne, 1’oligodendrocyte,
Pastrocyte et le neurone qui vont constituer le parenchyme cérébral (Bailey et Cushing,
1926). Cependant, dans les années qui suivirent, Bailey et Cushing notérent que le
médulloblastome était plus fréquent dans le cervelet et que des tumeurs identiques
histologiquement survenaient également dans le cerveau, la moelle et la rétine.

En 1973, Hart et Earle ont décrit un groupe de 23 tumeurs cérébrales composées de
cellules neuro-épithéliales peu différenciées, survenant chez I'enfant et Iadulte jeune,
qu’ils désignérent "Tumeurs Primitives Neuro-Ectodermiques"” (PNETS). Ils définirent ces
tumeurs comme des tumeurs formées a plus de 90 % par des cellules indifférenciées, ce qui
les distinguent des médulloépithéliomes, des neuroblastomes et des épendymoblastomes.
Le nom de tumeur neuroectodermique fut choisi car il implique une capacité des cellules
primitives a se différencier dans le sens glial ou neuronal (Hart et Earle, 1973).

En 1983, Rorke étendit le concept de PNETs a toutes les tumeurs embryonnaires et
proposa 5 sous-types : 1) PNET totalement indifférenciée, 2) PNET avec différenciation
gliale, 3) PNET avec différenciation épendymaire, 4) PNET avec différenciation
neuronale, 5) PNET avec au moins 2 types de différenciation. Elle regroupa ainsi toutes les
entités distinctes -médulloépithéliome, neuroblastome, épendymoblastome- sous le méme
terme de PNETs. Cet auteur formula également le concept que le médulloblastome est une
PNET survenant dans le cervelet. Cette nomenclature est basée sur ’hypothése que les
PNETs avaient une population de cellules souches communes (la souche sous-
épendymaire) et que leur transformation maligne 4 différents niveaux du SNC engendrait
des tumeurs avec une biologie et une morphologie similaires (Rorke, 1983).

Cette classification a été reprise par POMS en incluant les formes a différenciation
oligodendrogliale, mélanique, musculaire (médullomyoblastome) et mésenchymateuses
(formes tératoides) (Becker, 1985 ; Rorke et al., 1985)

La derni¢re classification de I’OMS (Tableau 5) se rapproche des idées de Hart et Earle
puisqu’elle reconnait quatre entités bien définies, a savoir le médulloépithéliome, le
neuroblastome et I’épendymoblastome ainsi que le groupe des PNETs. Ce groupe
comprend le médulloblastome cérébelleux et les tumeurs histologiquement identiques mais
localisées en dehors du cervelet. Cependant, dans la plupart des articles récents, le terme de
PNET est équivalent a celui de tumeur embryonnaire du SNC.

Le rétinoblastome reste classé dans les PNETs puisque c’est une tumeur primitive

neuroectodermique. Par contre, le rétinoblastome n’apparait plus dans le livre de 'OMS
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2000 consacré aux tumeurs cérébrales pour étre classé dans les tumeurs de I’ceil en tant que
PNET.

Meédulloépithéliome

Ependymoblastome

Meédulloblastome
Variantes :
Médulloblastome desmoplasique
Meédulloblastome a larges cellules
Meédullomyoblastome
Meédulloblastome Mélanotique

Supratentorial primitive neuroectodermal tumor (PNET)
Variantes :
Neuroblastome
Ganglioneuroblastome

Tumeur Atypique tératoide / rhabdoide

Tableau 5 : Classification de ’'OMS des tumeurs embryonnaires du SNC (Kleihues et
Cavenee, 2000).

Les cellules tumorales expriment le plus souvent des caractéres phénotypiques rappelant
des cellules normales du tissu dont elles sont issues. Ces caractéres phénotypiques peuvent
étre morphologiques, immunohistochimiques ou enzymatiques.
5.4.2. Les marqueurs des tumeurs

Les filaments intermédiaires et les filaments contractiles sont des constituants du
cytosquelette que 1’on peut utiliser comme marqueur de certains types tumoraux. Ils
regroupent 5 classes de protéines: la vimentine (Vim) est exprimée par les cellules
mésenchymateuses et sanguines ainsi que certaines cellules gliales et les cellules
immatures avant leur différenciation gliale ou neuronale; I’alpha-actine marque des
cellules musculaires lisses, la desmine caractérise les cellules musculaires striées ; les
kératines (CytoK) caractérisent les cellules épithéliales; les neurofilaments (NF)
caractérisent les cellules neuronales comme la neurone énolase spécifique (NSE); les
gliofilaments (GFAp) caractérisent les cellules gliales et certaines cellules épendymaires.
Les cellules mélanocytaires sont caractérisées par |’anticorps HMB45, les cellules
neuroendocrines par la chromogranine (Chromo). Les cellules photoréceptrices sont mises
en évidence par l'antigéne S (Ag S). L’utilisation d’un anticorps reconnaissant une
protéine du cycle cellulaire (Ki-67, MIB-1, PCNA) permet de préciser la proportion de
cellules tumorales sortie de la phase quiescente du cycle cellulaire et ainsi de mieux

quantifier la prolifération cellulaire.
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Toutefois, plus qu’une seule molécule, c’est plutét ’ensemble des molécules exprimées
qui permet I’identification du type cellulaire tumoral.
5.4.3. Immunohistochimie et Histogenése

Dans I’étude de Molenaar en 1989, 1/3 des tumeurs présentait une différenciation
neuronale et gliale, 1/3 des tumeurs ne présentait aucun marquage, les autres présentant des
différenciations neuronales ou astrocytaires (Molenaar et al., 1989).
L’équipe de Gould en 1990 a noté des similarités importantes entre les caractéres
immunohistochimiques des PNETSs et des tumeurs neuro-endocrines tels que : I'expression
fréquente de la synaptophysine, I’expression dans la moitié des cas de neuropeptides
comme la somatostatine, la substance P et la vasoactive intestinal peptide (VIP). Les autres
anticorps les plus souvent exprimés étaient la vimentine, la GFAp (Glial Filament Antigen
protein), le neurofilament (NF) (Gould et al., 1990).
L’étude de Zelter en 1990 a montré que les médulloblastomes et les tumeurs
embryonnaires supra-tentorielles avaient des profils immunohistochimiques similaires
(NF+, GFAp+t) mais étaient trés hétérogénes vis-a-vis de 16 anticorps différents. Ils
proposérent de qualifier les tumeurs embryonnaires selon les résultats
immunohistochimiques (comme les lymphomes) et d’étudier 1’évolution dans les différents
groupes (Zelter et al., 1990).
Dans I’étude de Harris, toujours en 1990, plus de 50 % des tumeurs embryonnaires
exprimaient la NSE (Neuronal Specific Enolase), la protéine S 100 et la synaptophysine.
25 a 50 % exprimaient la vimentine et la GFAp (Harris et al., 1990).
Trojémowski, en 1992, a mis en évidence que les cellules tumorales des PNETs
récapitulaient partiellement les stades de maturation des neurones (Trojanowski et al.,
1992).

5.5. Médulloblastome
5.5.1. Histogenése
Katsetos et Burger en 1994 ont réalisé une approche de TI’histogenése du
médulloblastome, en utilisant deux marqueurs immunohistochimiques dont I'un est
exprimé par les cellules de la zone ventriculaire et I'autre par la couche granulaire externe.
Les résultats observés aboutissent & Ihypothése selon laquelle le médulloblastome
desmoplasique (hémisphéres cérébelleux, adulte) proviendrait d’une transformation
néoplasique des neuroblastes de la couche granulaire externe donc a un stade de

différenciation ultérieur tandis que le médulloblastome classique se développerait & partir
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de cellules de la zone germinative ventriculaire, & un stade plus précoce de I’organisation
cérébelleuse (Katsetos et Burger, 1994).

Compte tenu du plus grand nombre de médulloblastomes que de tumeurs
embryonnaires supra-tentorielles, de ’expérience a présent importante en ce qui concerne
son traitement, et de sa probable origine a partir de populations cellulaires locales, le
médulloblastome constitue une entité anatomo-clinique particuliére.

5.5.2. Clinique

Le médulloblastome se développe le plus souvent en position médiane et aux
dépens du vermis, parfois des hémisphéres cérébelleux.

L’4ge moyen au moment du diagnostic est de 6 ans. Cette tumeur a un fort potentiel
métastatique dans le SNC (dans le liquide céphalorachidien : LCR et le tissu cérébral) et
parfois en dehors du SNC. Cette tumeur croit rapidement et la symptomatologie est
dominée par I’hypertension intra-cranienne (HITC) et le syndrome cérébelleux (Farwell ez
al., 1984). Les signes d’hypertension intra-cranienne c’est-a-dire des céphalées (60 % des
cas), des vomissements dits "en jet", des troubles visuels peuvent étre isolés ou associés et
leur installation peut étre insidieuse sur une longue période. Les signes déficitaires focaux
sont les troubles de I'équilibre et/ou de la marche, la maladresse gestuelle, la surdité et la
paralysie.

Radiologiquement, il s’agit d’une masse prenant le contraste, localisée le plus souvent au
vermis chez ’enfant avec extension fréquente dans la lumiére du IVe ventricule. Une
extension sous-arachnoidienne est possible sous forme d’une prise de contraste dans
P’espace sous-arachnoidien (Burger et Scheithauer, 1994) (Figure 9). Le bilan préopératoire
comprend un fond d’ceil et une IRM (Imagerie par Résonance Magnétique) cérébrale sans,
puis avec injection de gadolinium. La réalisation de I'IRM de I’axe spinal en préopératoire
est recommandée. Dans ce cas, elle peut étre effectuée directement avec injection de
gadolinium. Aprés traitement de ’HITC, I'exérése chirurgicale (32 visée thérapeutique,
diagnostique et décompressive) doit obtenir des prélévements tumoraux en quantité
suffisante pour le diagnostic et tendre a enlever la tumeur dans sa totalité en étant la moins
traumatisante possible. Une éventuelle infiltration du plancher du I'Ve ventricule doit étre
décrite. Le bilan post-opératoire sous forme d’une IRM cranio-spinale doit &tre réalisé
immédiatement en période post-opératoire, au mieux dans les 24 heures et au plus tard
dans les 48 heures suivant I’intervention chirurgicale. Une ponction lombaire doit étre

réalisée entre le 7° et le 15° jour aprés Iintervention chirurgicale car une dissémination
J p: g
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dans le LCR est parfois observée (méningite carcinomateuse). La figure 10 récapitule les

différentes étapes de la prise en charge du patient.

B : Coupe Coronale.

C : Coupe Sagittale.

Figure 9 : IRM d'un médulloblastome. Images prises dans les trois plans, horizontale,
coronale et sagittale (T1 avec injection de produit de contraste, le gadolinium) fournies par

le Dr G. Soto-Ares.

5.5.3. Histologie

Au niveau histologique, c’est une tumeur a forte cellularité constituée d’une purée
de petites cellules. Ces petites cellules ont un noyau dense, des cytoplasmes pauvres dont
les prolongements s’enchevétrent par endroits pour former de petites rosettes. Ils peuvent
étre dépourvus de stroma apparent, nodulaire ou desmoplasique. Il existe une grande
hétérogénéité entre des tumeurs différentes et au sein d’une méme tumeur, quant a
I’abondance du stroma, les caractéres cytologiques, I’activité mitotique. La nécrose est
d’abondance variable, I’apoptose est fréquente. Des pseudo-palissades péri-nécrotiques

peuvent étre observées. Une différenciation neuronale peut étre observée sous forme de
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rosettes de Homer Wright, de cellules ganglionnaires. Une composante gliale est présente
dans certains médulloblastomes, bien mise en évidence par I’immunomarquage anti-GFAp.
Néanmoins son interprétation est délicate car il est difficile de dire si les éléments marqués
sont tumoraux ou représentent des astrocytes réactionnels. Cette différence d’interprétation
explique que certains auteurs décrivent une différenciation gliale dans la plupart des
médulloblastomes, alors que d’autres I’observent rarement. Une prolifération vasculaire,
des calcifications et des remaniements sont observés dans une minorité de cas.

Le médulloblastome desmoplasique est une variante histologique caractérisée par la
présence d’un réseau abondant de réticuline qui isole des ilots plus clairs dépourvus de
réticuline et de collagéne. Les plages foncées sont riches en fibres collagénes et en petites
cellules tumorales. La production de collagéne est généralement considérée comme étant
réactionnelle 3 partir de la leptoméninge fréquemment envahie par le médulloblastome.
Cependant, cette entité fut longtemps considérée comme un "sarcome circonscrit de
I’arachnoide du cervelet". Des caractéres de différenciation neuronale ou gliale peuvent
étre observés dans ces flots clairs.

Une variante rare du médulloblastome appelée médulloblastome a larges cellules (ou a
différenciation neuronale) est composée entiérement ou partiellement de cellules avec un
noyau large et rond, et un nucléole proéminent. De larges plages de nécrose sont
observées.

Cette variante ressemble aux tumeurs tératoides/rhabdoides atypiques des régions
cérébelleuses mais leurs cytoplasmes ne présentent pas d’inclusions globulaires hyalines,
ils présentent une réactivité diffuse avec la synaptophysine, la protéine neurofilamentaire et
la vimentine, et une négativité vis-a-vis de P’antigéne épithélial membranaire (EMA), la
cytokératine et ’actine. Habituellement, ce sont les enfants en dessous de 2 ans qui sont
affectés par des médulloblastomes de type tératoides/rhabdoides (Bhattacharjee et al.,
1997 ; Hauser et al., 2000).

Le médulloblastome neuroblastique ou neuroblastome cérébelleux se compose d’ilots de
cellules tumorales formant non seulement des rosettes typiques, mais aussi de longs

faisceaux fibrillaires, qui traduisent la différenciation neuroblastique.
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5.5.4. Critéres de pronostic

De nombreuses études ont tenté de mettre en évidence des critéres pronostiques,
afin d’adapter le traitement vis-a-vis de I’agressivité de la tumeur. Ainsi différents facteurs
ont été étudiés et proposés comme étant de meilleur pronostic :

- le sexe féminin (Farwell et al., 1984),

- la localisation hémisphérique (Farwell et al., 1984),

- Page inférieur 4 36 mois (Maire ef al., 1992),

- le caractére complet de la résection chirurgicale (Schofield et al., 1992),

- le bon état clinique post-opératoire (Maire et al., 1992),

- ’absence de dissémination tumorale (Schofield et al., 1992),

- le type desmoplasique (Farwell ez al., 1984),

- la présence d’une différenciation (Caputy et al., 1987), comme la positivité par la

GFAp des cellules tumorales (Goldberg-Stern et al., 1991),

- I’absence de nécrose (Caputy et al., 1987 ; Maire et al., 1992),

- un index mitotique bas (Gilbertson et al., 1992 ; Maire ef al., 1992 ; Schofield et

al., 1992),

- 'absence d’hyperplasie endothéliale (Maire ef al., 1992),

- 'aneuploidie (Schofield et al., 1992).

5.5.5. Evolution

Le traitement comprend une exérése chirurgicale aussi compléte que possible.
Différents protocoles thérapeutiques sont mis en place en fonction de ’dge du patient mais
également de son histoire clinique. Il est recommandé de ne pas débuter I’irradiation au-
dela de 3 mois aprés ’opération. La chimiothérapie peut étre administrée avant, pendant
et/ou aprés Dirradiation. Le protocole de la SFOP (Société Frangaise d’Oncologie
Pédiatrique) comporte dans un premier temps une chimiothérapie suivie d’une irradiation
de I’axe cérébro-spinal (35 Gray (Gy) sur I’encéphale et sur I’axe spinal, 55 Gy sur la fosse
postérieure), la premiére cure de chimiothérapie associe 8 drogues en 1 jour ("8 en 1") avec
Poncovin, le bicnu, le solumedrol, le natulan, I’hydrea, le cisplatinum, I’aracytine et
I’endoxan. Pour les enfants de moins de 3 ans, le protocole BBSFOP privilégie la part de la
chimiothérapie durant 1 & 2 ans afin de retarder ou d’éviter lirradiation du SNC et ne
réserve une place a Pirradiation qu’en cas de récidive sous chimiothérapie. Pour les
adultes, le traitement comprend une chimiothérapie et/ou une radiothérapie, différents

protocoles sont réalisés. Une radiothérapie a la fois locale et sur I’ensemble du névraxe



Introduction. 79

induit des séquelles a long terme, surtout endocriniennes et cognitives, en particulier pour
les enfants traités & un jeune 4ge.

Aprés le traitement, une surveillance multidisciplinaire concernant le développement
intellectuel, la croissance rachidienne, le fonctionnement hypothalamo-hypophysaire ainsi
que les fonctions auditives et rénales est indispensable afin de permettre une prise en
charge précoce des séquelles de la maladie. Les bilans neuropsychologiques permettent
d’évaluer les séquelles et de définir les orientations scolaires, la rééducation et les mesures
nécessaires pour une réinsertion.

Avec les protocoles actuels, la survie du patient est a présent d’environ 60 % a 5
ans (Caputy et al., 1987 ; Kadota et al., 1989 ; Stevens et al., 1991). La fréquence des
séquelles (liées & la tumeur et/ou au traitement) est importante, notamment chez ’enfant
jeune (stratégies thérapeutiques adaptées limitant et/ou différant I’irradiation). De ce fait,
on distingue le médulloblastome a "risque standard" (exérése compléte, absence de
métastases, LCR négatif) et les médulloblastomes & "haut risque" (résidu tumoral et/ou
existence de métastases dans le SNC, et/ou LCR positif). Des récidives locales peuvent
survenir, souvent dans les deux premiéres années. L’évolution terminale se fait vers des
métastases cérébrales, une dissémination au névraxe. Dans quelques cas, sont observées
des métastases osseuses, ganglionnaires, pulmonaires (Burger et Scheithauer, 1994).

5.5.6. Génétique
5.5.6.1. L’isochromosome 17q

L’analyse cytogénétique des tumeurs primitives neuroectodermales du systéme
nerveux central (PNETs et médulloblastomes), révéle des altérations du chromosome 17,
en particulier I'isochromosome 17q [iso(17q)]. Cette altération chromosomique représente
I’anomalie la plus fréquente impliquant la présence probable d’un geéne suppresseur de
tumeur, elle est retrouvée dans approximativement 50 % des cas (Bigner et al, 1988 ;
Griffin et al., 1988) et dans 35 4 45 % dans les médulloblastomes (Kleihues et Cavenee,
2000). Cette anomalie entrainerait une inactivation des génes suppresseurs de tumeurs
localisés a cet endroit (Biegel et al., 1997 ; Cogen et McDonald, 1996) et serait corrélée a
une évolution défavorable par croissance rapide de la tumeur, un pouvoir métastatique
accru et une réponse faible aux traitements, y compris dans les médulloblastomes de bas
risque (Cogen et McDonald, 1996). Dans la majorité des cas, le point de cassure est dans la
portion proximale du bras p, ainsi la structure résultante est dicentrique. L’isochromosome
17q a été démontré dans des noyaux en interphase en utilisant la fluorescence en

hybridation in situ (FISH) (Biegel et al., 1995 ; Vagner-Capodano ef al., 1994). Quoique
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I'i(17q) est le mécanisme le plus commun par la perte de 17p dans les médulloblastomes,
dans un petit nombre de cas, la perte de 17p partielle ou compléte arrive par délétion
interstitielle, non équilibrée par une translocation ou une monosomie 17 (Biegel et al.,
1992). Le fait qu'on ne le retrouve pas n’implique pas que la tumeur ne soit pas un
médulloblastome.

5.5.6.2. Chromosome 1

Ce chromosome est aussi impliqué dans les médulloblastomes, mais les types
d’anomalies sont variables, incluant des translocations non équilibrées, des délétions et des
duplications (Bigner et al., 1988 ; Griffin et al., 1988). En contraste avec la défection du
chromosome 17, les réarrangements du chromosome 1 résultent souvent d’une trisomie 1q
sans perte du bras p.

5.5.6.3. Les autres chromosomes

Les changements chromosomiques les moins communs regroupent les délétions 6q,
9q, 10q, 11q, 16q et la monosomie 22 (Bigner et al, 1997). L’étude de 18
médulloblastomes, utilisant I’hybridation génomique comparative (CGH) confirme la perte
de 17p avec un gain de 17q comme la plus fréquemment retrouvée (Schutz et al., 1996).
Quoique des exemples isolés de 6q, 9q, 11q et 16q délétions sont observées, les gains de
régions chromosomiques sont, surtout, plus prévalents que ne le sont les pertes (Michiels et
al., 2002). Approximativement, 2/3 des médulloblastomes de lignées cellulaires et de
xénogreffes contiennent des doubles minutes. En comparaison, ces structures sont vues
seulement occasionnellement dans du matériel biopsique (inférieure a 5 % des
échantillons) (Bigner et al., 1988 et 1990).

Le chromosome 22 est plus particuliérement retrouvé dans les médulloblastomes de
type tératoide/rhabdoide. La plupart d’entre eux ont une monosomie 22, des délétions ou
des mutations en 22ql11.23 avec des altérations du géne suppresseur de tumeur
hSNF5/INI1 (Biegel et al., 2002 ; Packer et al., 2002). Des réarrangements affectant les
chromosomes 6 et 11 ont également été trouvés (Lopez-Gines et al., 2000).

5.5.7. Divers mécanismes d’oncogenése proposés

Les progrés récents de la biologie tumorale moléculaire et cellulaire ont permis
d’éclairer un peu les mécanismes de I’oncogenése du médulloblastome (Provias et Becker,
1996 ; Reddy et Packer, 1999) :

- le degré d’apoptose des cellules au moment du diagnostic : un index élevé

d’apoptose a été corrélé avec un pronostic favorable (Haslam et al., 1998),
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- D’expression par la tumeur des récepteurs & la neurotrophine 3 (Trk C):
I’expression des Trk C dans le médulloblastome, qui entrainerait une apoptose spontanée et
empécherait la prolifération des cellules tumorales, a été corrélée avec un pronostic
favorable (Goumnerova, 1996 ; Reddy et Packer, 1999 ; Grotzer et al., 2000),

- ’expression des récepteurs a la tyrosine kinase (RTK) régulerait I’embryogenése
des tissus neuronal et épithélial (Reddy et Packer, 1999),

- Dexpression des neuropeptides : I’expression de la somastostatine et de ses
récepteurs a été impliquée dans la prolifération et la différenciation des médulloblastomes,
tandis que la VIP inhiberait la prolifération tumorale (Reddy et Packer, 1999),

- ’expression de certaines molécules sont associées a I'agressivité de la tumeur
telles que I'immunoréactivité de ErbB2/HER 2 avec un taux inférieur a 30 % (Gilbertson et
al., 2001) ; la surexpression (inférieure & 50 %) de MYC (Herms et al., 2000),

- la mutation de PTCH dans moins de 20 % des médulloblastomes est associée a la
variante desmoplastique (Pietsch et al., 1997 ; Raffel et al., 1997),

- la dérégulation de I’expression de Pax-5 (70 %) dans les médulloblastomes est

associ€e 4 la prolifération et au manque de différenciation neuronale (Kozmik et al., 1995).

5.6. Le rétinoblastome

Le rétinoblastome est une tumeur neuroectodermique décrite autrefois sous le nom
de gliome de la rétine (Virchow, 1864). Le rétinoblastome est la tumeur maligne la plus
fréquente chez ’enfant et est responsable d’approximativement 1 % des décés par cancer
dans la tranche d’4ge de 0 4 15 ans. Sa fréquence est d’environ 1 pour 17 000 naissances
sans prédominance raciale. C’est une tumeur de la petite enfance (pouvant débuter in
utero) et de 'enfance, en général avant I’dge de 5 ans (et fréquemment avant 2 ans), les cas
congénitaux ne sont pas exceptionnels. L’4dge moyen au moment du diagnostic est de 5
mois. Le risque de rétinoblastome diminue avec I’dge, 90 % des cas sont diagnostiqués
chez les enfants de moins 7 ans. Il se rencontre dans les deux sexes avec la méme
fréquence (Kivela ef al., 1999).

5.6.1. Clinique

La tumeur peut affecter seulement un ceil ou les deux. En l'absence de traitement, la
tumeur provoque un décollement de la rétine et détruit progressivement la vision. Elle est
bilatérale dans 25 % des cas, et elle revét un caractére familial. On reléve en effet dans 4 %
des cas, l'existence d'un ou plusieurs rétinoblastomes dans la famille (Connolly er al.,

1983). Les études génétiques ont montré qu'il s'agit d'une affection a transmission
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autosomique dominante avec une pénétrance de 80 %. On note que 20 % des porteurs
hétérozygotes ne manifestent pas I'affection pour une raison inconnue. Une partie des cas
sporadiques et la quasi-totalité des cas bilatéraux sont dus & une mutation nouvelle
héréditaire. Des cas de régression spontanée ont pu étre observés (Gallie ef al., 1982).
Diverses caractéristiques faciales ont été notées telles que des sourcils proéminents, une
extrémité nasale volumineuse, une grande bouche avec une mince l&vre supérieure (Motegi
et al., 1983 ; Fukushima et al., 1987 ; Laquis ef al., 2002).
5.6.2. Histologie

Le rétinoblastome répond aux critéres d’une tumeur de blastéme par sa
morphologie et ses zones de différenciation. On pense que le rétinoblastome dérive d’une
cellule d’origine neuroépithéliale rétinienne. La tumeur forme une masse nodulaire souvent
avec des nodules satellites. En microscopie optique, les zones indifférenciées de la tumeur
sont constituées de petites cellules rondes & noyaux hyperchromatiques et a cytoplasme peu
abondant. Dans de nombreux foyers, on peut trouver des structures différenciées, les plus
caractéristiques sont les rosettes décrites par Flexner et Wintergreen. Ces structures
correspondent & des amas de cellules cuboides ou cylindriques disposées autour d’une
lumiere centrale. Les noyaux sont situés loin de la lumicre. La lumiére, en microscopie
optique, semble étre bordée par une membrane. Des ¢€léments ressemblant aux
photorécepteurs traversent la membrane, certains ressemblent & de fins filaments. Plus
rarement, on retrouve des rosettes décrites par Wright, elles sont caractérisées par un
arrangement radiaire des cellules autour d’un enchevétrement de fibrilles (rosettes
d’Homer Wright). D’autres structures sont plus différenciées : les fleurettes sont présentes
dans quelques cas. Elles représentent une tentative de différenciation photoréceptrice par
les cellules tumorales. Selon des critéres morphologiques, Bogenmann ef al. (1988)
considérent également le rétinoblastome comme une tumeur provenant de la lignée des
cellules photoréceptrices. En effet, les cellules du rétinoblastome ressemblant aux cellules
photoréceptrices primitives expriment parfois les protéines qui leurs sont associées telles
que la rhodopsine et ’antigéne S (Zucker et al., 1998).

5.6.3. Génétique moléculaire

Etiologiquement, le rétinoblastome est particulier car il semble étre la conséquence
d’un seul géne défectueux, le géne du rétinoblastome, situé sur le chromosome 13 (Gey,
1970 ; Taylor, 1970 ; Lemieux ef al., 1989). Si un alléle mutant apparait dans une lignée, il
peut se transmettre selon le mode dominant et les porteurs ont un risque élevé (supérieur a

90% de risque pour de nombreuses mutations) de développer un rétinoblastome dans
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I’enfance et d’autres cancers (par exemple un ostéosarcome) plus tardivement. La plupart
de ces cas de rétinoblastome héréditaire affectent les deux yeux (rétinoblastome bilatéral).
Dans les rétinoblastomes sporadiques ou non héréditaires (environ 60 a 70 % des patients)
la mutation initiale affectant une copie du géne Rb, concerne une cellule rétinienne
différenciée ou une cellule souche de la rétine. Presque tous les patients ayant un
rétinoblastome sporadique ont une tumeur unilatérale et n’ont pas d’augmentation du
risque de développer un autre cancer. L’expression du géne dépend de 1’état des alléles
hérités de chacun des parents.
Dans les deux types de rétinoblastomes, héréditaire et sporadique, il s’agit de la
prolifération clonale de cellules sensorielles de la rétine qui, sur un alléle Rb, ont la
mutation germinale ou somatique et qui, sur I’alléle Rb restant, ont aussi perdu la fonction
de type sauvage. La perte du deuxi¢me allele Rb peut correspondre a la survenue d’une
mutation somatique indépendante (Sakai et al., 1991 ; Otterson et al., 1997) soit en raison
d’une non-disjonction ou d’une recombinaison chromosomique durant la mitose (Dryja et
al., 1984), soit en raison d’une modification épi-génétique (comme une méthylation dans la
région du promoteur).
Le géne Rb est un prototype de géne suppresseur de tumeur. La perte de deux copies
sauvages alléliques du géne suppresseur de tumeur apparait étre la clé de la transformation
maligne (Murphree et Benedict, 1984).
5.6.4. Evolution

Les cellules tumorales peuvent se disséminer par les vaisseaux choroidiens ou
peuvent se propager au-deld de P’ceil par le nerf optique ou I’espace sous-arachnoidien. Le
myélogramme (étude cytologique d’un frottis sanguin) et ’examen du LCR permettent
I’évaluation de la propagation tumorale lors de rétinoblastome métastatique. Dans les cas
trés évolués, la tumeur peut perforer la sclére et envahir ’orbite. Les métastases dans les
ganglions lymphatiques pré-auriculaires et cervicaux sont habituelles aprés extension
extra-oculaire. Les plus fréquentes métastases a distance sont le systéme nerveux central,
’os, notamment du créne, les viscéres et les ganglions lymphatiques, ce qui en font des
tumeurs hautement malignes.
Les méthodes thérapeutiques varient selon le nombre, la taille et lemplacement des
tumeurs (radiothérapie, chimiothérapie, chirurgie). Dans les pays développés, la majorité
des cas est diagnostiquée avant I’extension extra-oculaire. S’il. persiste une acuité visuelle,
le rétinoblastome peut étre traité par radiothérapie, photocoagulation au laser et

éryothérapie, si la tumeur est volumineuse I’énucléation reste le traitement de choix.
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Lorsque la tumeur est bilatérale, ils associent I'énucléation d'un c6té et la radiothérapie de
l'autre, associée a des injections intra-artérielles. Traité suffisamment tot, le pronostic est

en général favorable.

Le travail effectué au cours de ma thése a tenté d'apporter de nouveaux outils pour
appréhender les PNETs et leur pronostic. Ainsi, I'étude des facteurs de transcription tels
que Pax-6 et En-2, qui jouent un rdle essentiel au cours du développement embryonnaire
comme nous venons de le décrire, pourraient étre exprimés dans les tumeurs de blastéme
du SNC. Nous avons par conséquent corrélé les résultats de leurs expressions en
immunohistochimie avec les données cliniques et en particulier la survie et avec les
expressions de nombreux anticorps permettant actuellement de révéler les diverses
différenciations que I'on peut observer dans ce type de tumeur. Nous avons également testé
ces deux facteurs de transcription au sein d’un autre type de tumeurs embryonnaires, a

savoir le rétinoblastome.
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I PATIENTS

1.1. Dossiers analysés
Notre étude est rétrospective et introspective. Les dossiers de toutes les tumeurs
neuroectodermiques primitives recensées au sein du laboratoire allant d’octobre 1992
jusqu’en décembre 1998 ont été étudiés, soit 80 tumeurs. Les tumeurs ont été opérées soit
au CHRU de Lille par le professeur Dhellemmes, les docteurs Hladky et Sleiman pour les
enfants et les professeurs Christians, Lejeune, Assaker, Fawaz et le docteur Louis pour les
adultes. Parmi toutes les tumeurs, 7 proviennent d'autres centres hospitaliers tels que
Yopougon en Cote d’Ivoire (n® 93-35, 93-286, 94-28, 94-235, 94-345 et 96-222) et Bastia
en Corse (n° 94-247). Selon la localisation de la tumeur au sein du SNC et son degré de
différenciation, le terme de médulloblastome ou de PNET sera attribué a ces tumeurs dites
de blastéme selon la classification histopronostique internationale.
Nous avons étudié 67 médulloblastomes et 13 PNETs qui se répartissent en 42
médulloblastomes et 11 PNETs de l'enfant ou de l'adulte jeune (inférieur & 15 ans), 25
médulloblastomes et 2 PNETs de I'adulte.
Parmi ces tumeurs, certaines sont a distinguer soit par leur caractére récidivant soit parce
qu’elles correspondent déja a une récidive :
- quatre tumeurs ont récidivé une ou plusieurs fois et leurs récidives ont été
analysées :
le n°® 13908 a récidivé en 94-399,
le n° 94-28 en 94-235,
le n° 95-196 en 96-140,
le n° 96-17 en 96-614 et en 97-59.
Il s’ensuit que ces 80 tumeurs étudiées n’appartiennent qu’a 75 patients.
- trois tumeurs nous sont parvenues et étaient des récidives de médulloblastomes.
Pour diverses raisons (le matériel étant trop ancien, non homogene ou bien la tumeur
initiale n’avait pas été opérée a Lille) nous avons alors travaillé sur les prélévements
~ correspondant a la récidive tumorale :
le 95-19 (médulloblastome en 1989),
le 95-130 (médulloblastome en 1990),
le 97-496 (médulloblastome en 1985).
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- trois patients avaient déja présenté une tumeur cérébrale différente :
le n° 94-247 (méningiome),
le 94-601 (oligo-astrocytome en 1986 et 1992),
le 94-420 (glioblastome en 1994).

1.2. Dossiers cliniques
Les dossiers cliniques des patients sont détaillés et répertoriés dans le tableau
récapitulatif 8 a la fin de ce chapitre, il indique :
- I’age et le sexe du patient au moment de ’opération,
- la localisation de la tumeur (Figure 4, Schéma B),
- les antécédents cliniques éventuels du patient voire de la fratrie,
- les premiers signes cliniques de la maladie et leur durée,
- Pexérése (compléte ou incompléte),
- le diagnostic anatomo-pathologique précisant la nature de la tumeur (si elle est
diffuse, desmoplasique, de haut ou de bas risque),
- le protocole thérapeutique suivi comprenant soit une radiothérapie soit une
chimiothérapie voire les deux,
- le délai (en mois) entre I’intervention chirurgicale et la rechute ou une récidive,
- la survie représente (en mois) le délai entre I’exérése et soit la date du déces,

soit jusqu’au 1% septembre 2001.

1.3. Rétinoblastomes
Nous avons pu tester 20 rétinoblastomes fournis pér les Docteur Olivier Coué et
Frangois Doz de I’Institut Curie. Toutes les lamés comportent en plus de la tumeur, une
partie ou la totalité de la rétine. Parmi eux, 3 rétinoblastomes (n° 382718, 382942 et
385409) sont bilatéraux. En plus de ’'Ag S qui servait de témoin au niveau de la rétine,

nous avons testé les anticorps PAX-6, EN-2 et MITF.

IL. PRELEVEMENT, FIXATION

2.1. Prélévement
Lors de la mise en place de I’étude sur les génes Pax-6 et Engrailed-2, un protocole

a été élaboré conjointement avec les neurochirurgiens et les généticiens. Dans la mesure du
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possible et selon la taille de la tumeur, une partie du prélévement arrive frais au laboratoire
ou:

- un fragment est congelé afin de disposer d’une réserve en vue d'études ultérieures
comme le Western Blot,

- un fragment est mis dans du fixateur : PAFA (Acide acétique Formol Alcool
(éthanol)) pour I’étude immunohistochimique réalisée au sein du laboratoire,

- un fragment est mis dans un "liquide nutritif" pour I’étude du caryotype et lorsque
la taille du prélévement le permet, un fragment est mis dans un tube sec pour I’étude de la
ploidie effectuée au Centre Oscar Lambret par Mme le Docteur Adenis. Dix tumeurs ont

pu en bénéficier.

2.2, Fixation
Les prélévements sont placés dans ’AFA (400 ml de formol, 1 1 d’acide acétique, 4
1 d’alcool absolue complété q.s.p. 10 1). Le temps de pénétration de ce fixateur dépend de
la taille de la piéce opératoire. Lorsque le prélévement contient de I'os ou des
calcifications, il est préalablement placé dans un bain d’acide nitrique & 5 ou 10 %, le

temps d’incubation variant selon la dureté de la piéce.

1. DIFFERENTS TRAITEMENTS DES BLOCS

3.1. Inclusion, coupe, étalement
3.1.1. Inclusion

Les prélévements suivent les procédures d’inclusion et de coupes habituelles du
laboratoire. Ces techniques de préparation des tissus fixés se font de nuit & I'aide d’un
automate, I'Histokinette (Reichert-Jung) comportant différents bains : fixation par 'AFA
(1 bain de 3 heures), ringage dans I’eau du robinet (1 bain d’1 heure), déshydratation par
’éthanol (2 bains d’1 heure a 95 %, 3 bains d’1 heure a4 100 %), clarification par le xyléne
(3 bains d’1 heure), imbibition par la paraffine Tissue-Tek® (Bayer Diagnostics) a 56 °C
(2 bains d’1 heure).
Les piéces sont ensuite placées 4 I’aide d’une pince chauffée entre des barres de Leuckart
ou de la paraffine chaude y est préalablement versée. Les blocs ainsi obtenus, refroidis
sous ’eau du robinet sont démoulés puis placés sur de la glace quelques minutes afin
d’obtenir de meilleures coupes. La pénétration des picces par la paraffine permet

l'obtention d'une imprégnation aussi compléte que possible des piéces, le refroidissement
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au moment du coulage du bloc transforme le tissu, hétérogéne du point de vue de la
consistance et de l‘élasticité, en une masse homogéne dont les différentes parties se
comportent de fagon sensiblement égale lors de la confection des coupes.
3.1.2. Coupe et étalement

Ces blocs sont coupés 2 5 pm au microtome manuel (Leika). Les coupes sont
étalées sur des lames dégraissées avec de la glycérine albuminée (0,5 % pour les
colorations et 2 % pour I'immunohistochimie). Les coupes devant passer a la cocotte
minute sont étalées sur des lames silanées : un bain de métacryloxypropyl-
triméthoxysilane (Merck, dilution 1 % dans I’acétone), deux ringages en acétone, deux
ringages en eau distillée (ED). Toutes les lames sont séchées au micro-ondes 3 min 4 200

watts.

3.2. Déparaffinage et réhydratation
Les lames sont déparaffinées : xyléne (2 bains de 5 min), éthanol & 100 % (2 bains
de 5 min), éthanol 4 95 % (2 bains de 5 min), ED (1 bain de 10 min) avant tout
immunomarquage. Pour les colorations, un passage dans chaque alcool et un ringage a

Peau courante sont suffisants.

3.3. Coloration
L’Hématoxyline-Eosine (HE) est la coloration de base permettant I’observation de
la chromatine en bleu violet trés foncé et les cytoplasmes en rose, elle s’effectue comme
suit. Les coupes réhydratées sont colorées par ’hématoxyline de Carazzi ( Fluka, 0,5 g
dissous dans 100 ml de glycérol + alun de potassium 25 g dissous dans 400 ml d’ED +
iodate de potassium 0,1 g dissous & chaud dans un peu d’ED) 10 min sans différenciation.
Elles sont rincées a I’eau courante puis colorées 10 min par I’Eosine 1,25 %, rincées a

I’eau courante, déshydratées et montées en résine Eukitt.

Iv. IMMUNOHISTOCHIMIE

Le passage a la cocotte minute permet la détection des marquages nucléaires mais
également une meilleure présentation de certains épitopes. Les lames sont placées dans un
bac thermorésistant et mises dans la cocotte minute préalablement chauffée contenant du
tampon (Tp) citrate 10 mM (10 min & ébullition) puis la cocotte minute est refroidie sous

I’eau froide pendant 15 min. Les lames sont cerclées au crayon (Dako pen) afin d’obtenir
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une répartition homogéne sur toute la surface du tissu de Panticorps considéré puis elles
sont rincées dans le Tp PBS (pH 7.2, 150 mmol/l).

Pendant 5 min, un sérum bloquant est déposé sur les coupes afin de saturer les sites de
fixation aspécifiques des immunoglobulines et pour permettre une fixation par compétition
de T’anticorps primaire (1 % de sérum albumine bovine dans du Tp PBS avec 15 mM de
sodium azide). Aprés avoir retiré l'excés de sérum bloquant, P’anticorps primaire est

déposé a raison de 50 ul par lame.

4.1. Anticorps primaires de routine
Les spécificités et les conditions d’utilisation des anticorps primaires utilisés sont
indiquées dans les tableaux 6 et 7. Chaque anticorps est a sa dilution de concentration
optimale de marquage, I’incubation (1 heure) se fait & température ambiante en chambre

humide.

4.2. Anticorps primaires de recherche

Différents sérums faits chez le lapin nous ont été fournis par le Docteur Simon
Saule. Quatre sérums : 11, 12, 13 et 14 reconnaissant différentes protéines se fixant au
gene Pax-6 :

- le sérum 11 reconnait les protéines p 48, p 46, p 43,

- le sérum 12 reconnait les protéines p 48, p 46, p 43, p 33/32, ce sérum n’a pas été
retenu puisqu’il présentait systématiquement un marquage aspécifique au niveau des
vaisseaux probablement dii & une réaction du lapin immunisé.

- le sérum 13 reconnait les protéines p 48, p 46, p 43, p 33/32,

- le sérum 14 reconnait les protéines p 48, p 46, p 43, p 33/32.

Ces anticorps sont utilisés au 100° et incubent pendant 2 h 30.

Deux sérums, A et B reconnaissant la protéine Engrailed-2 (EN-2), seul le sérum A a été
retenu puisque l'autre présentait toujours un marquage beaucoup plus faible ainsi que du
bruit de fond qui n'a pu étre diminué. Cet anticorps est utilisé au 100° et incube pendant 2 h
30.

4.3. Révélation et montage
Apres l'incubation en présence de P'anticorps primaire, ringage 10 min en Tp PBS.
La révélation se fait avec le coffret Vectastain® universal (ABC Kit n° PK 6200) et se

réalise comme suit :
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- incubation avec I’anticorps secondaire anti-souris et anti-lapin biotinylé 30 min et
- ringage 10 min en Tp PBS,

- incubation de 30 min avec I’avidine-biotine-peroxydase (préparé 30 min avant), et
ringage 10 min en Tp PBS,

- révélation, 10 min par le 3-amino-9-éthylcarbazole (AEC) prét a I’emploi (Dako,
n° K3464), donnant une coloration rouge et ringage a 'ED,

- contre-coloration de 2 min par ’hémalun de Mayer (Merck), ringage a ’ED,
différenciation avec de I’eau ammoniaquée a 0,25 %, ringage & 'ED puis montage a
I’ Aquamount (Gurr®).

Les systémes utilisant la phosphatase alcaline ont un moins bon ratio signal/bruit de fond,
dans les mémes conditions de manipulation puisque le cerveau posséde beaucoup de

phosphatase endogeéne.

4.4. Témoins

Certains anticorps sont utilisés systématiquement dans la pratique quotidienne du
laboratoire. Les témoins positifs ne sont, par conséquent, pas répétés a chaque technique,
excepté lors de la mise au point de I’anticorps et lors du passage a la cocotte minute ou un
marquage par le Ki-67 est systématiquement réalisé. Dans pratiquement toutes les tumeurs
cérébrales, la périphérie des prélévements concerne du parenchyme cérébral qui sert de
témoin positif ou négatif pour les sites antigéniques normaux présents dans le cerveau.
Pour l'anticorps Ag S, une lame d’ceil humain est systématiquement utilisée comme
témoin. Pour I’anticorps anti-Pax 6, des témoins négatifs utilisant I'immunosérum déplété

de Panticorps anti-Pax 6 se sont bien avérés négatifs pour chaque nouvelle tumeur testée.
V. COTATION DES RESULTATS

5.1. Anticorps de routine
Les témoins internes permettent de nous indiquer si la révélation donc la technique
a fonctionné. Par exemple pour l'anticorps GFAp, on le retrouve au niveau des cellules
gliales réactives dans le cerveau sain et au niveau des pieds astrocytaires autour des
vaisseaux, l'exérése intéresse fréquemment un lambeau de tissu cérébral périphérique qui
sert de témoin interne. Toutes les études immunohistochimiques de routine sont faites en

méme temps que les techniques de recherche, ce qui permet d'avoir des témoins externes.
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Seules les positivités tumorales ou pour certaines cellules une réaction anormale sont

signalées dans le tableau 13 de résultats immunohistochimiques.

5.2. Ki-67

L'index de prolifération est calculé de la méme maniere pour toutes les tumeurs
étudiées. Toutes les lames sont comptées de deux facons différentes afin de mieux se
rendre compte de I’hétérogénéité ou de I’homogénéité de la prolifération tumorale.
Premiérement, toutes les cellules, sur 10 champs, si possible dans des localisations
homogeénes ou représentatives du prélévement, sont comptées ainsi que les noyaux
présentant un signal au sein de ces cellules. Une moyenne est effectuée donnant le
pourcentage de prolifération, Deuxiémement, le "Hot Spot" est également calculé & partir

de la zone présentant le plus grand nombre de noyaux marqués.

5.3. PAX-6 et EN-2

Pour ces deux anticorps, plusieurs évaluations sont effectuées afin de mieux se
rendre compte des différents types de marquage observés.
Pour PAX-6, en plus d'une évaluation du pourcentage de positivité observée au sein de la
tumeur, la répartition des noyaux positifs est indiquée comme suit :

- pas de signal : (-),

- marquage intéressant de petits nodules cellulaires : SN (pour Small Nodule),

- marquage intéressant de larges nodules ou de plages cellulaires : LN (pour Large

Nodule), |

- marquage diffus : D.
Pour EN-2, le type de cellules marquées ainsi que l'intensité de celui-ci sont indiqués
comme suit :

- strong nucleus signal in granular cells : S-NS (fort signal nucléaire dans les

cellules granulaires),

- weak nucleus signal in tumor cells : W-NS (faible signal nucléaire dans les

cellules tumorales),

- strong cytoplasmic signal : S-CS (fort signal cytoplasmique),

- noyaux oligo-like ou noyaux neuron-like : (*).
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5.4. Etude statistique

Tous les résultats immunohistochimiques incluant les données sur la survie ont
bénéficié d’une étude statistique réalisée par Valérie Deken du CERIM. Malheureusement,
aucun résultat statistiquement significatif attendu n’a pu étre observé et ce malgré les
différents types de tests, univariable ou multivariable, utilisés. En fonction du nombre
d’échantillon, des divers regroupements effectués, ’analyse de la survie selon la méthode
de Kaplan-Meier, le test du Log-Rank, le test du Chi’, le test de Wilcoxon (la comparaison
de 2 groupes selon une variable numérique), le test de Student (lorsque n est supérieur ou
égal a 30), le coefficient de corrélation de Pearson lorsque 1’on utilise deux variables ont

été effectués.
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Tableau 6 : Origine des anticorps primaires de routine.
Spécificité Dénomination Origine Immunogéne
GFAp Dako Z 334 |chorde spinal bovine
NF 2F 11 Dako M 762 | cerveau humain
NSE Dako A 589 |[cerveau humain
S 100 Dako Z 311 |cerveau de boeuf
Antigéne S S2D2 U 186 Paris | Arrestine
Synaptophysine SY 38 Dako M 776 | vésicules présynaptiques de cerveau bovin
Chromogranine Dako A 430 |urine de patient ayant un syndrome
carcinoide
Cytokératine Gp 56 Kd | Immunotech 128 | kératinocytes d’épiderme
Ki-67 Mib-1 Immunotech | peptide recombinant humain d'un
0505 fragment cDNA Ki-67 de 1002 pb
a-actine 1A4 Immunotech | décapeptide NH2 terminal synthétique de
1144 cell. musc. lisse
Myosine WB-MHCf Novocastra | myosine native du muscle psoas de lapin
Desmine D 33 Dako M 0760 | muscle humain
Vimentine V9 Dako M 0725 |lens d’ceil porcin
Rhodopsine U 186 Paris

Tableau 7 : Conditions d’usage des anticorps primaires de routine.

Anticorps Dilution Type Anticorps Dilution Type

GFAp 500° |polyclonal, Cytokératine 200° | monoclonal,
lapin souris

NF 100° | monoclonal, Ki-67 200° | monoclonal,
souris souris

NSE 200° |polyclonal, a-Actine Préta |monoclonal,
lapin I’emploi | souris

S 100 300° |polyclonal, Myosine 40° | monoclonal,
lapin souris

Antigéne S 1000° | monoclonal, Desmine 100° | monoclonal,
souris souris

Synaptophysine 20° |monoclonal, Vimentine 50° | monoclonal,
souris souris

Chromogranine | 500° |polyclonal, Rhodopsine 100° | monoclonal,
lapin souris




Tableau & : Dossiers cliniques des patients.

N° |Age|Sexe|Localisation| Tumeur| Antécédents |Tableau clinique | Durée| Chirurgie I'Jrotocqle Reéciawe Survie| Sumi | Remarques
thérapeutique | Rechute
vomissements . . 20 M
13908 } 5 | M V4 MB aucun céphalées 3M | parhelle chimio 94399 31 M | DCD
13043 | 11 | 7 | PEEal | pypr| Cplepsie | monoplégle |\ | tete | chimio radio | 3sem | 8 M |DCp | STSe Sonvulsive
droit leucémie gauche chronique
13981 | 9 | F va | ENET | gchilive t6gere | HITC ay | SUbtotale | o radio | aucune [105M| VB
desmo adhérence
14022 [ 18 | M VELINIS MB aucut HITC’ S.C 2M .suh-tot.ale chitnio radio ND 12M [DCD| IRM, LCR -
desmo vestibulaire infiltration
sous- MB ~ HITC, sC "8enl" MM LCR -, pas de
3281 71 M tentoriel hr ducun torticolis ZM | sub-totale cérébro-spinal| dorsale 38 M | DCD reliquat
93-35 | 7 | M vermis MB ND HITC, 8C 2M ND ND ND ND |DCD | envoi exténieur
93-92 110 M V4 MB aucun c;?plizzzs 3 sem. | incomplete "Benl" 18 M 30M | DCD| LCR postop -
. MB . HITC céphal. sub-totale 14 M
- . . . " " +
93-207| 7 | F Vermis hr appendicec. vomissements iM infiltration denl métastases 15M | DCD | LCR postop
93.286| 6 | F |cérébelleux| MB np |Foublesmarchel |y ipsie ND ND | ND |DCD| enwvoi extérieur
équilibre, SC
MB hr doul HITC céphal. ; M
93308 6 | M | V4 ouleurs ITC céphal |, | compléte | . M 1i17M |DCD| LCR postop +
desmo | abdominales | vomissements adhérence méningite
MB . vomissements compléte " . 9M greffes
93-3574 12 | F v4 br appendicec. douleurs abdo. M adhérence Senl méningite I5M | DCD tumorales
93.609| 6 | M | vermis | TP ND HITC | g | Sobtotde | ISM | oM |pep | 2 dansle
hr vomissements infiltration métastases coma
93-706 | 8 | M FP MB aucun HITC 15 | complete | 2M M |pep
jours | adhérence métastases
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N° |Age|Sexe|Localisation| Tumeur| Antécédents |Tableau clinique | Durée| Chirurgie Prutocqle Récidive Survie| Suivi| Remarques
thérapeutique | Rechute
94-28 | 40 F FP MB aucun HITC, SC 2 ans ND ND 92_2’; 5 ND |DCD | envoi extérieur
) troubles céph., nausées sub-totale | radio cranio-
94-165) 22 | M verms MB compottement| trouble marche 2M infiltration spinal 4 M §M | DCD IRM -

‘ MB HITC 15 |. . " " 10 M métastases
94-194( 5 | M V4 br aucun latérocolis jours mcompléte 8enl métastases 11 M {DCD LCR +
94-1981 22 | F cérébelleux | MB aucun Sq s:cafuque . 8 compléte "en 1" aucune |[89M | VB

gauche br cinétique jours
94-235140 | F FP MB 9??8 HITC, SC ND ND ND 5M ND |DCD | envoi exténeur
94-247| 14 | F FP MB | méningiome HITC, SC lan ND ND ND ND | DCD | envoiextérieur
. MB HITC, céphal 22M
94-2621 5 | F vermis aucun » CEP 3 sem.| compléte "Cenl" . 74 M | DCD
br vomissements métastases
94-3451 6 | M FP MB ND HI'}I'{(%;C, IiM ND ND ND ND [DCD| envoi extérieur
94-3991 7 | M V3 MB cI:IEZ IRM contréle | ND biopsie aucune aucune |31 M | DCD
front i t 6l .. i
94-420( 53 | M ontal | oy py | glioblastome | contrfle {12} | chimio aucune | ND |DCD| Iobectomie
gauche en 94 neuroradio | jours
o4-601 [ 31 | M | TOMRID | pypy |clEc-asioen | o convulsive| ND |PCORPEtE) piopcv | oM |14 M |DoD
panétal 86 et 92 reliquat
. MB icell
94-669| 6 | M | vermis VNSRS | HITC,SC | 1M | complete | SFOP aucune |81 M | VB
br phimosis
: MB céphalées qq | compléte _ .
94-6701 11 | M vermis br ND nausées SC | jours | infitration chimio radio { aucune |81 M | VB | IRM postop -
94-671| 4 | M | vermis | MB ND HITC troubles | aq | ste | chimio radio | aucune |17 M |DCD| LCR + postop
équilibre jours

"SPOYIPIA 13 [SHBIEIN

96



Protocole

Récidve

N® |Age|Sexe|Localisation| Tumeur| Antécédents | Tableau clinique | Durée| Chirurgie thérapeutique | Rechute Survie | Suivi | Remarques
MB hr| méningite en | HITC vom. qy | compléte " .
24-674| 8 | M FP diffus mars 94 ataxie céphal. | sem. |métastases 8enl aucune | 81 M| VB | IRM postop -
cérébelleux | MB HITC, SC . " "
94721113 | F hémisph. | diffus aucun cindtique G. ND | compléte 8enl &M 12M | DCD | LCR postop -
94-735| 28 | F | vermis, v4 | MP | spasmophiie | diplopie, céph 1 o | substotale | o 60| aucune |80M | VB | IRM,LCR-
hr ecxéma vomissements mnfiltration
métastase | MB MB céphalées . " " 14 M .
3-19 115 | M frontale hr en 89 vomissements 3M | complete Senl métastases S0M | VB grabataire
FP MB . HITC . . 6 M LCR -, IRM
95-64 | 9 | F 74 diffus varicelle nystagmus 2 M |incomplete SFOP métastases 13M | DCD postap +
9575 | 54 | F |vermis, va| P aucun HITG,sC | ND | S0Pl | aucune |59 M | VB | envoi extérieur
diffus infiltration
MB hr | MB opéré le RMN de . . " 3M
95-1300 21 | F FP desmo 10.12.90 contréle 2M | compléete genl méta spinal &M |DCD| IRM,LCR-
cérébelleux | MB céphalées compléte - . 1M
95-196| 13 | F hémisph. D. | diffus aucun nausées 1 M infiltration chirnio radio 96-140 15M | DCD | IRM postop -
. MB br HITC, 15 . . 6 M
95-284( 12 | F vermis diffus ND céphalées jours complete genl méningite 8M |DCD| LCR postop -
95.310| 1 | M |frontal droit| pNET | SOSSeSse |absence,retard | | dte | chimio M 1 om | pep
39 sem. psychomoteur 95-642
95343 2 | M |vermis va| MB qucun | e froubles || subdtotale ),y ISMO o oD | septicemie
desmo de la marche reliquat tnétastases
95-380| 33| F vermis MhrB aucun HIT.C céphal 1M | compléte | chimioradio | aucune |74 M | VB encemte. de 22
vomissements semaines
95.388 | 24 | m |CEFERCleR| aucun | OfPRal Fromto- | 1 lege | fOdintion | e |7am | ve | LCRpostor-
hémisph. D. occipitales sem. cérébro-spinal métastase -
95678 13 | M V4 MB aucun vomissements | 4 M SLTb-tutale chimio radio { aucune |69 M | VB
meétastases
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Protocole

Récidive

N Age [Sexe|Localisation| Tumeur | Antécédents |Tableau clinique | Durée| Chirurgie thérapeutique | Rechute Survie | Suwi Remarques
pariéto- céphalées chimio radio )
95-714 | 7 F frontal droit PNET ND épisodiques 1 an | complete cérébro-spinal aucune |68 M | VB | LCR postop
95720 | 2 | M |vermis haut| MB ND HITC chutes |3 sem. | comgplete |, o0} SM | oM |pep | métastases
rradi. compl. [métastases spinales diffuses
95721 | 35 | F |CErEOSlewE| aucun céph, vom. | i | complete | chimioradio | 2™ |46M |DCD| IRM, LCR -
gauche vertige métastases
9617 | 5 | F |frontal droit| PNET | aucun | PEOySiScéph | 10 | ate | CHEmoradio | IM 1 ool nep
oedéme papill. | jours cérébro-spinal] 96-614
96-94 | 32 | M cerebe!leux MB aucun céph, o 1 M | compléte 'm"adlaho'n aucune |67 M | VB
drott desmo vertige cérébro-spinal
96-140 | 14 | F FP. mp | recidwedu | céphalées | 15 ) e | chimio aucune |15 M |DCD
vermis 95-196 nausées jours
- HITC, 5C . ) .
96-222| 5 | F |cérébelleux| MB ND . | ND | nécropsie ND ND ND | DCD | envoi extérieur
troubles consci.
para-ventri. céph., vom. incompléte . 10 M
96-233; 19 | F bi-focale MB aucun diglopie 2M infiltration radio métastases 11 M {DCD LCR -
96-287| 4 | M | vermis, V4 Pl:fT aucun HITC ataxie joﬁs sub-totale “8en 1" 6 M 9M |DCD LCR +
. d do. | 4 - . - d
96-314( 10 | F vermis MB aucun c3uleurs E.lb | _compli?te chimio radio | aucune |63 M [ VB LCR » pas 62
céph. torticolis | jours | infiltration reliquat
96-344 1 9 F V4 Bﬁf appendicec. HITC jollz-s sub-totale | chitio radio | aucune | 10M |DCD
. MB | frére DCD céphalées totale " " 55 M IRM postop -,
96-375123 | M vermis br lymphome d'effort §M nfiltration Senl métastases 62M | VB LCR -
tmis + MB C 5 1.
96.379| 9 | F [ ooe” aucun (HITC 15 complete| "8 en 10 9M |35M |DCD
méta céréb.| hr décompensation | jours
96-538 | 22 | F |cérébelleux MB kyste ovanen HITC’ REUSEES | 7 M compléte cérébro-spinal aucune [S9M | VB
br céph., vision surdosage FP
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N° |Age|Sexe|Localisation| Tumeur| Antécédents |Tableau clinique|Durée| Chirurgie Prutocqle Récidive Survie| Suvi | Remarques
thérapeutique | Rechute
temporo- | PNET | récidive du . " " 3iM
96-614| 5 | F sylvienne D|  hr 96-17 ND ND | compléte 8enl §7.50 17M | DCD
cérébelleux | MB . | vormssements . "8enl" IRM postop -,
96-640 [ 33 | M gauche br pheumopathie par jet, céphal 3 sem.| compléte surdosage G, aucune (58 M | VB LCR envahi
96-666| 5 | M frontal PNET aucun cep halées 1 M | compléte "Sen 1" aucune |57M | VB | LCR postop +
gauche vomissements
: MB éphal,, diplopi éningit
96-7141 25 | M vermis aucun céphal, diplopie 3M | compléte “Senl" aucune |56 M | VB enngle
hr bourdonnement blastique
temporo- | PNET | récidive du . "
97531 6 | F sylvienne D|  hr 96-614 ND ND | partelle chimip aucune | 17M | DCD
cérébelleux | MB exogénose céphalées biopsie " . 1ésions
9766 | 38 | M droit hr pancréatite violentes SM cérébrale genl aucune | 35M | VB encéphaliques
. MB macrocéphalie . résidu local
97-174 | 1 F VErtnis br aucun vetard marche ND | complete | BBSFOP aucune [53M | VB LCR envahi
97.213| 9 | F | vermis |MBhr| asthme céphalées | 15 | lete | "Sen 1" M oM ve
destno | appendicec. | vomissements | jours métastases
. M cohal ' m
97399 | 16 | M | wvermis B aucun | VTG, oephal | omglete| 'sentr | MM |jam|pop| mMétastases
hr vomissements métastases spinales
frére DCD | HITC, troubles sub-totale T. molle
974100 2 | M V4 MB mort subite équilibre M infiltration BBSFOP ND M DCD hémorragique
MB | poliomyélite |, . . . cérébro-spinall 37 M
974491 42 | M V4 br Bouveret diplopie, vertiges| 1 an | sub-totale surdosage FP|métastases 43 M| VB | IRM postop -
) MB allergies HITC, troubles ., |cérébro-spinal
97472119 | M vermis br 3 fractures squilibre 6 M | compléte surdosage FP aucune (48 M | VB | IRM postop -
97.434 | 4 | M V4 MB vanE:eﬂe vomissements 2 M to'tale BBSFOP g M 20 M | pCD promoteur PO
eczéma par jet adhérence du géne pax-6
MB hémiparésie D. | 15 chimio IRM postop -,
97496 18 | F FP MB en 85 pb déglutition | jours compléte autogre ffe aucune |31 M |DCD LCR -
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N° |Age|Sexe|Localisation| Tumeur| Antécédents |Tableau clinique | Durée| Chirurgie ?rntocqle Récudwve Survie| Suivi [ Remarques
thérapeutique [ Rechute
MB | lithi énal i rradiati .
97-505| 37| M V4 ase renac vonnssgments 4M | subtotale | Tooonen aucune | 3M [DCD/| coma aérachf
hr |hernie discale vertiges cranio-spinal
cérébelleux | MB HITC, nausées | 10 . . "
975271 8 | M hémisph. D| br aucun torticolis jours compléte 8enl aucune [(47M | VB
o7.567| 25 | F |cerebellevk| MB auoun | Toolesmarche| | plete | "Ben1® | aucune |46M | VB | IRM, LCR-
gauche br et équilbre
. . 24 : :
97-580| 7 | M |cérébelleux dMB aucun HITC .15 partielle chimio , M 37 M [ DCD | image résiduelle
esmo jours métastases
. céphalées . - L.
97-606] 14 | M vermis MB aucun diplopie 1M | partielle chimio aucune (46 M | VB rémission
) . b-t - liquat
97-652| 6 | M FP MB |macrocéphalie| vomissements | 3 ans 9 'otale chimio aucune |(45M | VB e qt%a'
adhérence T. calcifiée
98-65 | 22 | M |cérébelleux MB hr aucun ceph.., u’m_;bles 6 M | sub-totale aucune aucune |6 jours| DCD | embolie gazeuse
destmo digestif
d o] .
98-149| 1 | M | T % | pNET|  aucun paraplége |\ | cubetotele | chimio 1M | 6M |DCD
cheval flasque
98-208 [4 M| F vermis MB aucun HITC 3 sem.| compléte |chimio greffe g8 M 11 M |DCD | T. qut a saignée
o3.541 | 13 | F |00l pupr | aucun | TOUBISSORlR ) p | BiopSie (o e chimio| M |sam| vB
gauche lecture large métastases
) . . compléte . .
98-707| 8 | F vermis MB aucun céphalées qq M chimio radio | aucune {33M | VB
adhérence

Légende : F : Féminin, M : Masculin, FP : Fosse Postérieur, MB : médulloblastome, PNET : primitive neuro-ectodermal tumor, desmo :
desmoplasique, br : bas nisque, hr : haut risque, HITC : hypertension intracréinienne, céph. : céphalés, vom. : vomissements, SC : syndrome cérébelleux,

ND : non déterminé, chinio : chuniothérapie, radio : radiothérapie, VB : va bien, DCD : décédé, LCR : liquide céphalorachidien, T : tumeur.
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I RESULTATS HISTOLOGIQUES

1.1. Les dossiers cliniques
Il existe une prédominance masculine, 42 patients masculins pour 33 patients
féminins. Les enfants représentent environ les deux tiers de Ieffectif, soit 52 enfants (65
%) et 28 adultes (35 %). La répartition du nombre des tumeurs, selon le sexe et I'dge, est

résumée dans la pyramide des ages ci-dessous.

Age
Homme Femme
51-55
\ [
46-50 \ Médulloblastome
N
41-45 [
92 PNET
%5
36-40
31-35
26-30
21-25
16-20
LA,
11-15 19959
6-10
:Wwé 995 0-5
- ! T & LB T 1 ] ] >
12 10 8 6 4 2 2 4 6 8 10
Nombre de tumeurs Nombre de tumeurs

Figure 11 : Répartition des tumeurs en fonction de I’dge et du sexe.

1.2. Premiéres constatations

L’intervalle entre les signes cliniques et I’intervention reste relativement long (trois
mois en moyenne). Le tableau clinique est essenticllement dominé par des signes
d’hypertension intra-cranienne, des céphalées et des vomissements. Trois enfants ont été
opérés de I’appendicite.

La survie reste trés faible, 45 patients sur les 75 étudiés sont décédés (soit 60 %)
avant la fin de I’étude (fin aoiit 2001). Parmi eux 14 sont décédés avant un an (9 enfants et
5 adultes) et 2 adultes sont décédés avant six mois. La survie & un an est de 80,5 %, elle

passe 4 58 % a deux ans et 4 44 % a cinq ans, 7 cas sont non déterminés.
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La répartition et la survie des patients en fonction du type de tumeur sont résumées

dans le tableau 9 ci-dessous.

Type de tumeur Médulloblastomes PNETs

Age Enfants <15 ans | Adultes |Enfants<15ans| Adultes
Nombre de tumeurs (75) 39 25 9 2
Nombre de décés 28 10 5 2
Pourcentage 72 40 55 100

Tableau 9 : Survie des patients en fonction de I’dge et de la tumeur.

Notre étude a débuté en octobre 1992 et se termine fin aott 2001. La survie la plus
longue est de 105 mois (= 9 ans), le recul varie de 33 mois (= 3 ans) 4 106 mois.
Parmi les 8 enfants de moins de trois ans comportant 2 filles (2 médulloblastomes) et 6
garcons (3 médulloblastomes et 3 PNETs), 5 sont décédés avant un an (parmi eux les 3
PNETs). La survie n’excéde pas 48 mois (4 ans), elle est observée chez un seul enfant.
En ce qui concerne la rechute ou la récidive, elle n’a pas entrainé de décés dans 5 cas (6,7
%). La survie sans aucune rechute ou récidive est constatée chez 27 patients (36 %).

II. RESULTATS IMMUNOHISTOCHIMIQUES

Une partie des résultats présentée ci-dessous fait partie de I’ Article 1. Huit anticorps
"de routine" ont été testés de facon systématique. A la fin de ce chapitre, se trouve le

tableau 13 récapitulant de tous les résultats immunohistochimiques ainsi que le suivi des

patients. Certaines tumeurs, dont la morphologie est particuliére, ont bénéficié d’une étude

plus approfondie et seront détaillées ultérieurement.

2.1. Marqueurs de différenciation

Le tableau 10 ci-dessous résume les résultats obtenus, selon les anticorps utilisés,

sur ’ensemble des tumeurs étudiées en fonction de 1’4ge.

Anticorps GFAp | NF | NSE | S100 | AgS | Synapto | Chromo [ Total
Adultes et enfants 21 4 62 30 9 28 27 80
Adultes 6 0 24 7 0 8 9 28
Enfants 15 4 38 23 9 20 18 52

Tableau 10 : Marqueurs de différenciation en fonction de I’4ge.
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Le médulloblastome, comme son nom Pindique, est une tumeur de blastéme et le
plus souvent peu différenciée. Mais comme toute tumeur de blastéme, le médulloblastome
peut également présenter les différenciations observées habituellement dans le tissu que
ces cellules doivent normalement former.

L'expression de NSE est retrouvée dans 62 tumeurs (77,5 %) dont 15 montrent un
fort pourcentage de cellules marquées suggérant une différenciation neuronale plus nette
de ces tumeurs. La NSE est statistiquement plus présente avec I’dge. Cependant cet
anticorps montre peu de spécificité.

2.1.1. Marqueurs de différenciation gliale

L'expression de GFAp, marqueur d’une différenciation gliale est détectée dans 21
tumeurs (26 %) dont deux de fagon plus étendue, les astrocytes réactionnels ou les
astrocytes périvasculaires n’ont pas été pris en compte, ils sont indiqués par un A.

La protéine S100 est détectée dans 30 tumeurs (37,5 %) dont une de fagon diffuse
(n° 94-420). Le marquage est retrouvé dans des cellules isolées au sein de lobule avec une
représentation d’environ 30 4 40 %.

2.1.2. Marqueurs de différenciation neuronale

La synaptophysine est observée dans 28 tumeurs (35 %) dont 4 avec une proportion
importante indiquant une différenciation neuronale plus spécialisée. L'expression de la
synaptophysine pose des difficultés puisque certaines cellules de la couche granulaire du
cervelet peuvent persister dans la tumeur et étre marquées.

La chromogranine est observée dans 27 tumeurs (34 %) correspondant & une
différenciation neurosécrétoire. Quatre d’entre elles présentent une positivité plus diffuse.

Des cellules marquées par l'anticorps anti-NF ne sont détectées que chez les
enfants, dans 4 tumeurs (5 %) dont 2 avec un fort pourcentage de cellules marquées. Ces

cellules tumorales présentent une différenciation neuronale trés spécialisée.

L’antigéne S est exprimé dans 9 tumeurs (11 %) soit par quelques cellules isolées
ou par de rares groupes de cellules. Ce marquage est toujours vérifié par un marquage des
photorécepteurs sur une coupe témoin d’ceil. I est & signaler que les marquages avec
Panticorps anti-Ag S, marqueur de différenciation neuronale, ne sont retrouvés que chez
les enfants, et ce, de maniére significative avec un test du Chi’.

La rhodopsine a également été testée avec une coupe témoin d’ceil. Dans ces 9 cas,

elle est exprimée, exceptée pour la tumeur n® 95-284 qui sera détaillée ultérieurement.
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2.1.3. Marqueurs de mémoire épithéliale
La cytokératine n’est retrouvée qu’au sein d’une tumeur, cet anticorps est un
marqueur épithélial qui suggére généralement, dans cette localisation, le diagnostic de
carcinome des plexus choroides, ou bien le diagnostic de tumeur de type tératoide-
rhabdoide.

2.2, Index de prolifération
Vingt six tumeurs ont un index de prolifération inférieur & 10 %. Néanmoins, en
général, il est assez élevé, il est de 20 % en moyenne avec un maximum de 80 %. Dans les
zones de "Hot Spot", 5 tumeurs ont un index de prolifération inférieur 4 10 %. Pour les
autres tumeurs, on a une moyenne de 36 % avec un maximum de 96 %, témoignant de
l'agressivité de ce type de tumeur. Une corrélation entre la valeur de I'index de

prolifération par rapport a la survie n’a pas été retrouvée de maniére statistique.

2.3. PAX-6 et EN-2
2.3.1. PAX-6

PAX-6 est inexprimé dans 31 tumeurs (38,75 %), 23 médulloblastomes et 8
PNETs. Ces 31 tumeurs présentent une différenciation neuroblastique avec des rosettes
dHomer Wright et des plages claires différenciées sans réticuline ou des nodules de
différenciation neuronale entourés de réticuline.

L'expression de PAX-6 est nucléaire et est détectée dans 49 tumeurs (61,25 %), 44
médulloblastomes et 5 PNETs. Sept d’entre elles présentent un marquage n’intéressant que
peu de cellules, avec un taux inférieur & 5 %, les autres présentent un marquage qui peut
étre diffus ou nodulaire (de 5 a4 85 %). PAX-6 est toujours détecté dans les aires
indifférenciées ou dans les tumeurs indifférenciées de fagon diffuse. Dans quelques
tumeurs hétérogénes, seuls quelques nodules montrent un signal nucléaire avec PAX-6.

PAX-6 est systématiquement retrouvé dans les médulloblastomes présentant un
phénotype particulier dit "en files indiennes". Notre étude comporte six tumeurs (Tableau
11) présentant ce phénotype, elles montrent une expression de PAX-6 dans 15 a 85 % des
noyaux avec une moyenne de 60 %. Une seule de ces tumeurs, d’un patient adulte, a
récidivé au bout de 4 mois suivie d’un décés au bout de 8 mois. Quatre autres comprenant
2 enfants et 2 adultes n’ont présenté aucune récidive et vont bien avec un recul allant

d’environ 4 ans & 6 ans. La derniére tumeur concerne un patient décédé six jours apres
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I’opération a la suite d’une embolie gazeuse. Il est & noter que ces tumeurs présentent entre

1 a 4 différenciations avec les anticorps usuels, voire aucune pour un des cas.

N° Age | Sexe | PAX-6 | EN-2 |Rechute | Survie | Suivi Nombre de
(%) (mois) | (mois) différenciation
94-165 | 22 M 85 - 4 8 DCD 2
95-380 | 33 F 75 + aucune 74 VB 1
96-538 | 22 F 70 + aucune 59 VB 0
97-174 | 1 F 15 + aucune 53 VB 4
97-527 | 8 M 85 ++ aucune 47 VB 3
98-65 | 22 M 30 + aucune | 6 jours | DCD 3

Tableau 11 : Les tumeurs en file indienne.

Les tumeurs présentant plus de 50 % de marquage avec PAX-6 sont toutes des
médulloblastomes, excepté pour la PNET n° 96-614 qui est la récidive d’'une PNET (n°
96-17) et qui présente une morphologie particuliére faisant évoquer un médulloépithéliome
(ME) qui sera détaillé ultéricurement. Sur les 49 tumeurs exprimant PAX-6, 14
médulloblastomes (5 enfants et 9 adultes) ont un taux supérieur a 50 %, parmi celles-ci 7
ont conduit au décés. Chez les enfants, parmi les 4 enfants décédés, 3 tumeurs ont récidivé.
Un enfant va bien sans rechute avec un recul de presque 4 ans. Chez les adultes, les 3
adultes qui sont décédés ont tous présenté une rechute. Parmi les 6 adultes qui vont bien,
une tumeur a récidivé avec un recul de plus de 6 ans, pour les autres il n’y a aucune
rechute avec un recul allant de 4 & 7 ans.

Parmi les 7 tumeurs concernant les enfants de moins de 3 ans, dont les résultats

sont dans le tableau 12 ci-dessous, un seul va bien.

Ne° Age (Ans) | Tumeur Localisation PAX-6 (%)
95-310 1 PNET Frontal 40
95-343 2 MB vermis, V4 8
95-720 2 MB vermis 7
97-174 1 MB vermis 15
97-410 2 MB V4 1
98-149 1 PNET | Queue de cheval 0
98-208 4 Mois MB vermis 16

Tableau 12 : Tumeurs de I’enfant ayant moins de 3 ans.

Dans les médulloblastomes, comme dans les PNETS, les plages de différenciation
gliale n’expriment jamais PAX-6. Ceci correspond a I’absence d’expression de PAX-6

déja notée dans les astrocytomes, les astrocytomes anaplasiques, les épendymomes, les
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carcinomes des plexus choroides et les métastases. De méme aucune expression de PAX-6
n'a été observée dans les tissus contrdles ou dans le tissu envahi au niveau sustentoriel
comme au niveau cérébelleux.

De fagon intéressante lorsque le tissu cérébelleux est envahi, les lobules ou
manchons cellulaires entourant les axes vasculaires sont marqués de fagon similaire par le
Ki-67 et par Pax-6 (Article I). Ces zones d’infiltration sont caractérisées par un haut
pourcentage (40 & 60 %) de noyaux positifs avec le Ki-67.

En dernier lieu, les résultats obtenus pour les tumeurs de blastéme ayant récidivé,
résumés dans le tableau 13 ci-dessous, apportent quelques informations quant a la présence
ou non de PAX-6 et de son maintien ou non au sein des récidives (la colonne EN-2 indique

une localisation dans les cellules tumorales).

Ne Tumeur | Localisation | PAX-6 | EN-2 Différenciation observée

13908 MB V4 - - GFA-NSE-S100-Synapto-Chromo
récidive
94-399 MB V3 42 % - GFA-NSE-S100-Synapto-Chromo
94-28 MB FP - + GFA-NSE-S100
récidive
94-235 MB FP - + NSE-S100-Chromo
95-196 MB cérébelleux | 65 % + NSE
récidive
96-140 MB vermis - - NSE-Synapto-Chromo
95-310 | PNET frontal 40 % - NSE
récidive
95-642 ME frontal 60 % - Aucune
96-17 PNET frontal 20 % + Aucune
récidive
96-614 | PNET | temporo-syl. | 60 % + Aucune
récidive
97-59 | PNET | temporo-syl. | 3% + Aucune

Tableau 13 : Tumeurs initiales et leurs récidives.

En particulier, la tumeur n° 96-17 exprimant PAX-6, ’exprime également lors de
ses récidives avec des taux différents, méme si ces derniéres se situent a distance de la
premicre localisation, c¢’est-a-dire au niveau frontal pour les médulloblastomes primitifs de
la fosse postérieure. De plus, cette tumeur présente une morphologie particuliére puisque
I'on peut observer des ébauches de formation de tube laissant évoquer un
médulloblastome. La premiére récidive montre des tubes beaucoup plus nombreux et
mieux formés, le taux d’expression de PAX-6 est plus élevé. Dans la deuxiéme récidive,

on observe essentiellement un marquage cytoplasmique de PAX-6 sous forme de grain au
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niveau de ces formations tubulaires. Dans les trois tumeurs, aucune différenciation avec les
anticorps usuels n’a pu étre observée. Toutes ces tumeurs ont conduit au déces.

Concernant les trois récidives de médulloblastomes (n° 95-19, 95-130 et 97-496) dont
nous n’avons pas pu étudier la premicre tumeur, elles présentent toutes les trois une
positivité avec PAX-6 de 55, 70 et 15 % respectivement. Pour les trois tumeurs, 1
médulloblastome (n° 94-247) et 2 PNETSs (n° 94-420 et 94-601) dont la premiére tumeur
était cérébrale mais non de blastéme, PAX-6 est négatif. '

2.3.2. EN-2

EN-2 est exprimé dans la plupart des tumeurs. Néanmoins des expressions
différentes sont détectées :

- Certaines présentent un fort signal nucléaire (S-NS pour strong nucleus signal)

détecté dans les cellules granulaires du tissu cérébelleux envahi, dans 44 médulloblastomes
et 1 PNET. Ce fort signal nucléaire est également observé trés intensément dans les
infiltrations. Par contre, il n'est pas retrouvé a distance de la tumeur ou dans les tissus
cérébelleux de contréle. Ce signal est également détecté dans la couche granulaire
localisée proche des métastases mais pas a distance.
Dans les médulloblastomes, les noyaux isolés exprimant EN-2 peuvent étre détectés dans
de larges aires exprimant également PAX-6. Grice aux coupes sériées, on peut noter
l'existence d'une correspondance avec les grains, dont les noyaux sont bien reconnaissables
par leur chromatine fine centrée par un petit nucléole entouré par un fin marquage, avec la
synaptophysine. Le méme signal nucléaire intense est retrouvé dans I’album cérébelleux
ou dans la substance blanche cérébrale envahie par les tumeurs du compartiment supra-
tentoriel. Ces noyaux correspondent & des astrocytes réactionnels (4 tumeurs) ou & des
oligodendrocytes (14 tumeurs).

- Un fort signal cytoplasmique (S-CS pour strong cytoplasmic signal) est également
observé dans 23 tumeurs au sein de différentes cellules ou formation cellulaire. On peut
observer ce signal dans les cellules de Purkinje (24 tumeurs) lorsque celles-ci sont situées
a proximité du processus tumoral. Par contre ce signal n’est jamais noté a distance des
tumeurs. On peut également observer ce méme signal dans les astrocytes réactionnels (4
tumeurs), et dans le centre fibrillaire des rosettes d’Homer Wright.

- Le dernier signal EN-2 est un signal nucléaire trés faible (W-NS pour weak
nucleus signal). Ce faible signal est détecté dans les cellules tumorales de 30

médulloblastomes et 8 PNETs, et s'avére d'une analyse difficile en comparaison avec le
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signal nucléaire intense observé dans les noyaux des grains. On peut ’observer dans les
plages claires différenciées, de maniére diffuse.
Comme précédemment pour PAX-6, I'expression d’EN-2 n’est pas retrouvée dans le tissu
sain situé a distance de la tumeur.
2.3.3. Relation entre PAX-6 et EN-2
2.3.3.1. PAX-6 et EN-2 positifs

Vingt sept tumeurs (dont 3 PNETs) présentent un marquage de PAX-6 et de EN-2
(33,75 %). Parmi celles-ci, 13 patients vont bien avec un recul allant de presque 4 ans a
presque 7 ans, 2 ont présenté une rechute. En ce qui concerne les 14 ayant conduit au
décés (51,85 %), 9 ont récidivés, 2 sont non déterminées, pour les 3 derniéres un patient
est décédé au bout de 6 jours, un autre au bout de 3 mois a la suite d’un coma aréactif et le
dernier est la deuxiéme récidive d’un médulloblastome (n° 97-59). Dix sept tumeurs
appartiennent a des enfants dont 11 sont décédés (64,70 %) et 10 appartiennent a des
adultes dont 3 sont décédés (30 %).
Une expression de plus de 50 % de PAX-6 est observée dans 8 tumeurs, 4 enfants et 4
adultes présentent également un marquage avec Engrailed-2 dans la tumeur dont 3 avec un
grand nombre de noyaux marqués (n° 95-19, 97-527 et 97-721). A I'opposé, 7 tumeurs
montrent un marquage de moins de 5 %.
De fagon intéressante, l'expression de EN-2 et de PAX-6 ne semble jamais étre observée
dans les mémes noyaux, seuls quelques noyaux exprimant PAX-6 ont montré une
expression nucléaire tumorale de EN-2 dans les mémes plages. Dans ces 6 tumeurs,
Pexpression de PAX-6 a été observée dans les mémes aires que EN-2, néanmoins une forte
co-expression de PAX-6 et EN-2 (de type S-NS) n'a jamais été trouvée sur des coupes
sériées, seuls des noyaux entremélés avec un faible signal EN-2 (W-NS) ont pu étre
observés. Habituellement PAX-6 est retrouvé a distance de EN-2.
La moitié de ces tumeurs, exprimant PAX-6 et EN-2, ne présentent pas de différenciations
annexes si ’on excepte la NSE qui ne semble pas trés spécifique, 3 montrent un marquage
avec ’antigéne S.

2.3.3.2. PAX-6 et EN-2 négatifs

Vingt et une tumeurs (dont 4 PNETSs) ne présentent aucun marquage ni avec PAX-
6 ni avec EN-2 (26,25 %). Parmi celles-ci, 7 patients vont bien avec un recul de 4 & plus de
6 ans, une seule tumeur a récidivé. Pour les 14 patients qui sont décédés (66,7 %), ces
tumeurs correspondent & 17 enfants dont 12 sont décédés (70,6 %) et 4 adultes dont 2 sont

décédés. Parmi ces tumeurs, on constate que 8 d’entre elles présentent un marquage
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comportant entre autres I’anticorps anti-GFAp et I’anticorps anti-S100, 4 présentent un
marquage avec P’antigéne S (dont 2 sans la GFAp). Les autres présentent peu ou pas de
différenciation décelable avec la batterie d’anticorps employés.

En résumé, PAX-6 a toujours été détecté dans les noyaux de cellules totalement
indifférenciées et n’a jamais été observé dans les noyaux des cellules présentant une
différenciation. EN-2 marque préférentiellement des cellules en voie de différenciation ou
des cellules différenciées activées ou stimulées comme les grains, les astrocytes

réactionnels ou les cellules de Purkinje situées au contact du processus tumoral.
II. WESTERN BLOT

Les différents sérums détectant les protéines PAX-6 ont été étudiés dans 6 tumeurs,
2 négatives (n° 94-669 et 95-284) et 4 positives (n° 94-670, 94-671, 94-674 et 95-196).
Cette expérimentation s'est réalisée en aveugle. Une confrontation des résultats entre les
deux techniques a montré que les tumeurs présentant une positivité avec les différentes
protéines PAX-6 en immunohistochimie ont également montré la présence des différentes
protéines PAX-6 en western blot (Article I). Il en est de méme pour les tumeurs négatives
en immunohistochimie, aucune bande n’a ét€ observée en western blot. En western blot,
les protéines p46 et p48, qui sont les protéines les plus abondantes retrouvées chez la
souris ainsi que la protéine p43 qui est mineure, ont été observées, de méme que la
protéine p33/32 qui a une localisation plus cytoplasmique. Une de nos tumeurs a montré la

présence du promoteur PO de PAX-6 chez ’homme (n° 97-484).
IV. CORRELATIONS ENTRE LES DIFFERENTS RESULTATS

Apres ces premiéres constatations, les données entre tous les anticorps et la survie
peuvent étre analysées. Tous les résultats nous apparaissant apporter des données dans la
compréhension de ces tumeurs seront décrits. Malheureusement peu de résultats
statistiquement significatifs ont pu étre obtenu, et ce malgré les différents recoupements

effectués.
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4.1. PAX-6, EN-2 comparés aux différenciations dans la tumeur

Les histogrammes (Figures 16 et 17) représentent I’expression des anticorps de
routine en fonction de I’expression ou non de PAX-6 et EN-2 pour I’ensemble des
tumeurs, puis les tumeurs des adultes et les tumeurs des enfants.

4.1.1. PAX-6

On note une association entre I’absence de PAX-6 et la présence de GFAp,
signature de cellules gliales. Chez les enfants, 11 tumeurs sur 15 positives avec la GFAp
sont négatives pour PAX-6, soit 26 % seulement de tumeurs positives pour la GFAp et
PAX-6. Par contre, lorsque la tumeur est positive pour I’énolase spécifique des neurones
(NSE), PAX-6 est nettement plus représenté (47 %). Chez les adultes, 50 % des tumeurs
GFAp positives sont PAX-6 positives, mais 66 % des tumeurs positives pour la NSE sont
également positives pour PAX-6. Ces résultats sont en accord avec les observations de
Heins et al. (2002) montrant que PAX-6 est important pour la différenciation neuronale et
que ce geéne est capable de reprogrammer des astrocytes vers la voie neuronale. Il n’a pas
été mis en évidence de différence notable avec les autres anticorps, le nombre de tumeurs
marquées est quasiment identique que PAX-6 soit positif ou négatif.
De fagon intéressante, chez les adultes, il n’a pas été noté de marquage avec les anticorps
NF et Ag S, par contre les associations entre les anticorps de différenciation avec PAX-6
positif ou négatif correspondent a celles observées chez les enfants.

4.1.2. EN-2

Dans l'ensemble de toutes les tumeurs, le marquage nucléaire des cellules
tumorales observé avec EN-2 est légérement plus positif dans les tumeurs négatives avec
la synaptophysine (17 pour 11) et avec la chromogranine (16 pour 11).
Chez les enfants, on ne constate pas de différences notables entre la répartition du nombre
des tumeurs avec EN-2 positif ou négatif dans les noyaux des cellules tumorales.
Pour les adultes, on note un léger écart pour la synaptophysine lorsque EN-2 est négatif (6
pour 2).

4.2. Survie, PAX-6, EN-2
4.2.1. Survie
Les différents tests statistiques effectués en fonction de la survie n’ont pas donné
de résultats significatifs, la raison se situe dans le taux élevé de déceés observés au cours
des deux premiéres années aprés I'intervention. Néanmoins quelques constatations peuvent

étre notées, ansi :
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- plus le patient est jeune et plus le pronostic vital est mauvais, cette tendance

devient significative aprés la deuxiéme année d’intervention comme le montre la figure 12.
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Figure 12 : Survie des patients en fonction de I’age.

- on ne note pas de différence entre les enfants et les adultes au cours de la
premicre année.

- la survie de I’ensemble des tumeurs n’est pas affectée par I’expression de EN-2.

- par contre, il semble que la survie est meilleure lorsque PAX-6 est exprimé

(Figure 13).
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Figure 13 : Survie des patients en fonction de I’expression de PAX-6 (n=54).
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4.2.2. Les enfants
Vingt huit tumeurs (53,84 %) sont négatives avec EN-2. Dans ces tumeurs, un fort
pourcentage (75 %) de décés est observé (soit 21) avec une survie allant de 7 & 77 mois
(moyenne de 24 mois). Vingt quatre tumeurs sont positives avec EN-2. On y note 16 décés
(66,6 %) avec une survie allant de 6 & 74 mois (moyenne de 20 mois).
Concernant le marquage avec PAX-6, 25 tumeurs sont négatives. Parmi elles 18 ont
entrainé un déces (soit 72 %) avec une survie de 6 & 38 mois (moyenne de 20 mois). Vingt
sept tumeurs sont positives. Dix neuf décés sont notés (72 %) avec une survie allant de 6 a
38 mois (moyenne de 20 mois).
4.2.3. Les adultes
Concernant le marquage avec EN-2, 14 tumeurs sont négatives (50 %). Parmi elles,
on observe 7 déces (soit 50 %) avec une survie allant de 8 & 31 mois (moyenne de 14
mois). Quatorze sont positives avec EN-2. Six décés (42,85 %) sont notés avec une survie
moyenne de 24 mois.
Concernant le marquage avec PAX-6, 8 tumeurs sont négatives. Parmi elles, on observe 5
déces (soit 62,5 %) avec une survie moyenne de 12 mois. Vingt tumeurs sont positives,
parmi elles on observe 8 décés (40 %) avec une survie allant de 6 jours a 46 mois

(moyenne de 17 mois).
V. QUELQUES MEDULLOBLASTOMES PARTICULIERS

3.1. Médulloblastome a grandes cellules

Ce cas concerne une jeune fille de 12 ans (n° 95-284) admise & 'hopital pour des
symptomes d’hypertension intracrnienne ainsi que des maux de téte apparus depuis 15
jours, avec des vomissements depuis 48 heures. L’IRM a révélé une lésion de 3,5 cm
occupant le quatriéme ventricule et le vermis. Une résection totale est réalisée, confirmée
par 'IRM. Le LCR comportait des cellules anormales. Au cours de la chimiothérapie,
deux mois aprés l'intervention une radiothérapie du névraxe a été décidée étant donné
Pexistence d’une dissémination dans le LCR. Malgré ce, le décés est survenu 6 mois aprés
intervention chirurgicale.
En histologie, cette tumeur présente un aspect diphasique. La composante majoritaire
consiste en de larges cellules avec des noyaux vésiculaires larges et ronds, les cytoplasmes
sont €osinophiles et peuvent contenir des inclusions hyalines. La deuxi¢éme composante

cellulaire est formée de plages denses de petites cellules trés anaplasiques rondes ou ovales
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a noyaux hyperchromatiques. De larges foyers de nécrose sont observés. La morphologie
des cellules pouvait faire évoquer les diagnostics de tumeur tératoide-rhabdoide ou de
médulloblastome a grandes cellules et ce malgré I’4ge de la patiente.

En immunohistochimie, la synaptophysine et la chromogranine ont €té détectées
dans 98 % des petites cellules comme des grandes cellules possédant un volumineux
cytoplasme. La vimentine n’a été observée que dans les vaisseaux. L’EMA (antigéne
épithélial membranaire) n’a jamais été observée infirmant le diagnostic d’une tumeur de
type tératoide-rhabdoide. EN-2 est trés largement exprimé dans les noyaux des cellules
tumorales. PAX-6 n’a jamais été détecté. De fagon surprenante 25 % des cellules
expriment I’antigéne S correspondant a4 une arrestine. Sur des coupes adjacentes, le
marquage par le neurofilament se retrouve au méme niveau que le marquage avec
I’antigéne S. Contrairement 3 notre attente, la rhodopsine n’a jamais été retrouvée ni en
immunohistochimie ni en western blot, alors que celle-ci est habituellement détectée dans
les cellules Ag S positives au niveau de la rétine. L'arrestine est une protéine clé de
I'interruption de la signalisation par les protéines G. La phosphorylation d'une protéine G
couplée au récepteur (la Rhodopsine dans le cas de la rétine) conduit a son interaction avec
l'arrestine visuelle et empéche ainsi son interaction activatrice avec la transducine
(Molday, 1998). Les vertébrés possédent deux types d'arrestines, l'arrestine visuelle,
exclusivement présente dans les photorécepteurs de la rétine et un certain nombre
d'arrestine-f d'expression ubiquistes. Ces deux types d'arrestines dériveraient d'un ancétre
commun (Nakagawa et al., 2002). Une étude RT-PCR a été réalisée afin d’identifier le
type d’arrestine exprimé par cette tumeur. Pour cela, quatre primers sont utilisés, B-actine,
B1 et B2 et Parrestine visuelle. La RT-PCR confirme la présence du mRNA de la B1-
arrestine et B2-arrestine, et ’absence du mRNA de Parrestine visuelle. La B-arrestine joue
un role dans la désensibilisation du récepteur f2-adrénergique.

Le caryotype a confirmé la présence d’un isochromosome 17q, marqueur retrouvé dans

une grande partie des médulloblastomes (Article II).

En conclusion, cette tumeur est une nouvelle entité de médulloblastome & grandes
cellules exprimant une arrestine non visuelle. Cette tumeur observée chez une enfant de 12
ans, dge trés inhabituel pour ce type de tumeur, partage néanmoins I’agressivité du

médulloblastome a grandes cellules du tout petit.
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5.2. PNET multidifférenciée

Ce cas concerne un jeune garcon de 4 ans (n° 96-287) atteint d’une PNET & haut

risque localisée dans le vermis et le quatriéme ventricule. Il ne présente pas d’antécédent
particulier, il est admis & I’hOpital suite & une hypertension intra-cranienne et une ataxie
évoluant depuis 15 jours. L’exérése est sub-totale puisqu’il persiste un reliquat tumoral,
sans métastase & distance. Une chimiothérapie "8 en 1" et une radiothérapie de I’axe
cérébro-spinal sont réalisées. Au bout de 6 mois, une rechute est constatée avec une
dissémination cellulaire dans le LCR confirmée par 'IRM, le décés surviendra 9 mois
aprés 'intervention.
L’histologie montre une tumeur extrémement polymorphe. Sur certaines aires, elle
présente des plages trés compactes de petites cellules bleues & noyaux extrémement
irréguliers et hyperchromatiques ou I’activité mitotique est marquée (de I’ordre de 30 %).
Ces plages sont dissociées par des zones de nécrose et une trés nette vascularisation
présentant des aspects de prolifération endothéliale relativement marquée et inhabituelle
dans un médulloblastome. Elle montre également des zones formées de nodules entourés
par une vascularisation abondante, ainsi que des plages beaucoup plus matures avec des
noyaux clairs et des cytoplasmes non visibles. En plus, cette tumeur présente des zones
formées de groupes de cellules éosinophiles souvent centrées par une structure vasculaire
et entourées par des plages claires ot ’on peut observer des cellules musculaires allongées
a cytoplasmes éosinophiles pouvant présenter également des images de striation. Ces
zones peuvent étre coalescentes ou au contraire séparées par une prolifération de type
médulloblastome.

En immunohistochimie, certains groupes de cellules présentent une positivité avec
la NSE. Les zones claires sont parfois nettement marquées par la GFAp et la protéine
S100, impliquant une différenciation gliale. Au niveau des cellules claires a noyaux clairs,
il existe une légere synaptophysine positive et la chromogranine est retrouvée dans
certaines plages, indiquant une différenciation neurosécrétoire. L’antigéne S a été noté
dans certaines cellules qui réalisent des bandes entravées au sein de cette prolifération
tumorale. L’actine (marquant les zones de contraction), la myosine et la desmine sont trés
nettement observées dans les zones myoblastiques de type squelettique. Des neurones avec
leurs projections neurofilamentaires et synaptiques se projetant sur les fibres musculaires
ont pu étre observés grace aux neurofilaments. Quelques cellules pouvant former de petits
lobules montrent une positivité avec la coloration de Fontana, signant la présence de

mélanine. D’autres montrent un marquage avec la cytokératine posant le probléme d’une
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tumeur rhabdoide. Les zones totalement indifférenciées présentent une positivité avec
PAX-6.

En conclusion, cette tumeur présente des différenciations variées: gliale,
musculaire, photoréceptrice, neurosécrétoire et mélanique de grade IV et entre dans le

cadre d’une tumeur de type tératoide-rhabdoide décrite par le Professeur Lucy Rorke.

3.3. Médulloépithéliome ayant une longue survie

Ce cas concerne un jeune garcon de trois mois (n° 93-457) admis & I’hopital 4 la
suite de vomissements ayant débutés vingt-quatre heures auparavant. Les fontanelles se
sont distendues rapidement et le bébé est entré dans un état sub-comateux. L’IRM a
montrée une masse lobulée de 6 centimétres au niveau de l'atrium du ventricule latéral
droit. Cette masse était fixée sur les plexus choroides. La chirurgie a révélé une large
tumeur hémorragique sans adhérence épendymaire évoquant un papillome typique en
chou-fleur. Malgré la volumineuse taille de la tumeur, une résection compléte a été
effectuée avec succés. Il est constaté une absence de reliquat tumorale au scanner. Aucune
cellule anormale n’a été retrouvée dans le LCR durant les premiéres quarante huit heures.
Aucun traitement complémentaire n’a pu étre envisagé du fait du jeune dge de I'enfant et
de la nature de la tumeur. L’enfant se porte bien avec un recul de sept ans.

L’histologie montre une tumeur présentant des formations papillaires associées a
un épithélium pseudo-stratifié primitif "arrangé" en tubes. Le revétement des papilles et
des tubes est formé par des cellules cylindriques hautes ou cubiques dont les noyaux sont
allongés occupant la plus grande partie de la hauteur cytoplasmique. Ces noyaux possédent
une chromatine trés fine, légérement nucléolée. L’activité mitotique est trés marquée, les
mitoses sont toujours retrouvées au niveau apical de la cellule, c’est-a-dire pres des
lumieres et jamais au niveau de la basale. Ces aspects sont tout a fait inhabituels pour une
tumeur papillaire des plexus choroides, qu’elle soit bénigne ou maligne, ou d’une tumeur
papillaire épendymaire.

La GFAp est présente en foyers au niveau du revétement de certaines papilles et au niveau
de certains nodules entre les cellules. La chromogranine est exclusivement retrouvée au
niveau des cellules formant les nodules "neurogliaux" toujours situées sous le revétement
épithélial. Ces cellules chromogranine positive sont relativement nombreuses et
témoignent d’une différenciation neuronale. La présence de grains neurosécrétoires n’est

pratiquement retrouvée qu’a I’état primitif (embryonnaire) au niveau du parenchyme
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cérébral ou dans des tumeurs présentant une neurosécrétion. La cytokératine et TEMA
montrent un marquage apical extrémement fin du revétement d’un certain nombre de
papilles et de quelques tubes. Elle est également retrouvée au niveau de tout le contour
cytoplasmique dans des zones nettement micux différenciées déja marquées par la GFAp.

Malgré plusieurs essais, PAX-6 et EN-2 n’ont jamais pu étre montrés (Article III).

En conclusion il s’agit d’un médulloépithéliome, une tumeur maligne trés primitive
avec des différenciations neuronales et gliales et vraisemblablement épendymaires et

plexuelles.

5.4. Médulloblastomes et Calbindin-D,gy

Les protéines fixant le calcium sont impliquées dans la régulation de la
prolifération cellulaire, la mort cellulaire programmée et la mobilité. L’expression de la
calbindin-Dogx, la calretinine, les parvalbumines et différentes protéines S 100 ont été
analysée dans une série de nos médulloblastomes. Un groupe de 39 médulloblastomes
diffus (numéros en gras dans le tableau 13), tous localisés dans la fosse postérieure, a été
testée avec ces diverses protéines. Les médulloblastomes nodulaires, les médulloblastomes
a larges cellules et les tumeurs de type tératoide-thabdoide ont été écartés afin de
conserver une homogénéité dans le groupe des tumeurs sélectionnées. L’expression de ces
protéines a été étudiée dans les cellules tumorales rondes et bleues (caractéristiques du
médulloblastome) afin dévaluer des corrélations éventuelles entre leur niveau d’expression
et la présentation clinique ainsi que des marqueurs biologiques en relation avec
I’expression des génes de prolifération, de différenciation et du développement cérébral. 11
en résulte que seule la calbindin-D,g; a révélée des renseignements intéressants, ce qui fait

de cette protéine un nouveau marqueur pour le médulloblastome (Article IV).

En conclusion, les résultats montrent que la positivité de la calbindin-Dagy,
exclusivement retrouvée chez les patients jeunes (inférieur & 15 ans), est associée avec un
mauvais pronostique et un haut risque de récidive, indépendamment des autres données
cliniques et biologiques. De méme, le pronostic est meilleur pour les cas présentant une
négativité avec la calbindin-D-gx lorsque celle-ci est associée a une résection totale. Dans
les cas de métastases tumorales, I’absence de I’expression de calbindin-Dagx serait corrélée

avec un bon pronostic.
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Si ’on regarde la survie des patients de la méme série que celle étudiée avec la
calbindin-D,si, on s’apergoit que celle-ci est supérieure lorsque PAX-6 est exprimée dans
la tumeur (Figure 14). Dans cette série, 19 tumeurs présentent un marquage positif avec
Pax-6 et négatif avec la calbindin-D,gx, dont 10 ont eu une résection totale. Lorsque la

calbindin-D,gy est positive, 5 tumeurs ont exprimé PAX-6 et 7 se sont révélées négatives.

1,2
2
z 1
=
20,8
= —o— PAX-6 négatif
- (n=15)
§ 0,4 s ° —=— PAX-6 positif
2 b2 (n=25)
&=
0 . 1
0 50 100 150
Temps en mois

Figure 14 : Survie des patients en fonction de I’expression de PAX-6 (n=40).

VI. RETINOBLASTOMES

Les différents immunomarquages obtenus sur les 20 rétinoblastomes sont résumés
dans le tableau 14. Un marquage différent est détecté en fonction de ’anticorps testé. L’Ag
S est toujours observé dans les photorécepteurs de la rétine, il est également retrouvé dans
8 tumeurs (40 %).

Nous avons pu observer dans la rétine résiduelle au contact de certains rétinoblastomes
que PAX-6 est exprimé dans la couche granulaire externe au niveau nucléaire, dans la
couche granulaire interne au niveau nucléaire et dans le cytoplasme des cellules amacrines.
Dans certains rétinoblastomes, ce marquage se situe plutét proche de la CCG. PAX-6 est
également exprimé dans les cellules ganglionnaires au niveau nucléaire et cytoplasmique.
EN-2 a une forte positivité au niveau de la CGEr, il est moindre dans la CGIr et on le
retrouve surtout au niveau des prolongements cellulaires dans la CCG. MITF est détecté a
peu prés de la méme maniére dans la CGEr et la CGlIr. Dans la CCG, le cytoplasme des

cellules ganglionnaires et quelques noyaux sont observés (Figure 15). Il est a signaler que
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parfois I'interprétation du marquage était délicate du fait de I’envahissement de la rétine
par la tumeur mais également de I’altération plus ou moins importante de la rétine.

Au niveau de la tumeur, dans les noyaux, PAX-6, EN-2 sont retrouvés dans 8
rétinoblastomes (40 %) et MITF est présent dans 13 tumeurs (65 %). Les résultats
concernant le marquage cytoplasmique et le centre des rosettes, méme s’il n’est pas

majoritaire, restent difficiles a interpréter.

En conclusion, on observe une expression et une localisation différentes dans la
rétine résiduelle en fonction de I’anticorps testé. On détecte PAX-6 au niveau de la CGEr
et de la CCG, EN-2 surtout au niveau de la CGEr mais aussi de la CGIr et MITF dans la
CGEr et la CGIr dans des proportions & peu prés équivalentes.
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Mitf

GFAp

En-2

Pax-6

Figure 15 : Expression de PAX-6,
EN-2 et MITF dans la rétine des
rétinoblastomes (CCG : couche des

cellules ganglionnaires, . Pli:

- plexiforme interne, CGIr: couche

granulaire interne, Ple : plexiforme
externe, CGEr : couche granulaire
externe, Si: segment interne, Se :

segment externe).
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Figure 16 : Différenciations observées dans les tumeurs et PAX-6.
Le total (colonne noire) correspond au nombre de tumeurs marquées par ’anticorps

indiqué en ordonné. PAX-6 négatif (-) ou positif (+) dans la tumeur.
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Figure 17 : Différenciations observées dans les tumeurs et EN-2.
Le total (colonne noire) correspond au nombre de tumeurs marquées par I’anticorps

indiqué en ordonné. EN-2 négatif (-) ou positif (+) dans la tumeur.
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Tableau 14 : Résultats immunohistochimicues des anticorps testés.

N° |Tumeur |[Age|Sexe| PAX-6 Mib EN-2 GFA| NF |NSE|S 100|Ag 3|Synap|Chromo|Cyto K| Récidive |Survie | Suiwi
% | % | HP |SNS |WNS| CS Rechute
13908 MB 5 M - 0 15 32 | +* - + [+A] - + [+ A - + + - 20 M 31 M |DCD
94-399
13943 | PNET | 11 | F - 0 |12) 25} -* - - J+tA|-N| + HAN| - + - - 3 sem. 8M [DCD
13981 PNET 91 F - 0 3| 6 + + |+tp|-A} - + + + + - - aucune (105M| VB
desmo
MB
14022 181 M D 7 5 16 + - + |{[+A]| - + | -4 - - - - ND 12M |DCD
desmo
03-28 MB 71 M - 0 2 4 + - + {(+A]-N| + |+ AN| + + + - 34 M 33 M |DCD
he dorsale
93-35 MB T M - 0 |20} 30 - - |+A|-N ] + |+ AN| - - - - ND ND |DCD
93-92 MB 10 | M - 0 5136 | -* + - |+A|-N| ++ [+ AN - + - - 18 M 30M |DCD
03-207 MB 7 F - 0 12 1 48 - - |+A{-N - +A | + - + - 14 M 15 M {DCD
hr métastases
03-286| MB 6 F | SN 5 4 3 - - - A - - - - - - - ND ND ([DCD
93-308 MB br 6 M - 0 |30 42 + + + |-A]-N| + |-AN{| - - - - ,9 .M. 17M |DCD
desmo méningite
03-357 MB 12 F ISN| 13 112] 34 + + | -A - - |+ A - - + - ,9 .M. 15M {DCD
br méningite
93-609 MB b M D 45 1 5| 28 + - - A - + -4 - - - - ,15 M 22 M {DCD
hr métastases
2Z2M
93-706 MB 3 M | SN 5 20| 22 - + |-A - + -8 - - - -pc 7iM [DCD
tnétastases

‘syensy

vZl



N° | Tumeur |Age|Sexe| PAX-6 Mib EN-2 GFA| NF |NSE|S 100|Ag S|Synap|Chromo|Cyto K| Récidive |Survie | Suwi
% | % | HP | SNS [WNS| C8 Rechute
94-28 MB 40 F - 1] 2 2 + + |+A|-N| + [+AN]| - - - - > M ND |DCD
94-235
94-165| MBf (22| M | D | 85 |40} 52 - Al - + | +A] - - - - 4 M g§M |DCD
94-194 MB S| MILN] 5 (23} 38 - + - - + - + - - 10M 11 M |DCD
hr tmétastases
04-198 I\grB 22 F |[LN | 65|25 82 - - - - + - + ++ - aucune |89 M | VB
94.235| MB |40 | F - 0 |28 78 | + + + [-A +A| H | - - + - 5M ND |DCD
94-247| MB 14 F - 0 3 1o | -* - - + + - - - - ND ND |DCD
94-262 MB 5 F D 55 |32 36 + + - |-A - -A - - - - 22 M MM |DCD
br métastases
94.345 | MB 6 | M D 18 |15} 22 + - + | -A + | -A - - - - ND ND |DCD
94-393 | MB 71 M D | 42 |40 | 48 - - |+AJ+A]-N|++ |+ AN] - + + - aucune | 31 M |{DCD
94-420 | PNET | 53 | M - 0 |20 48 | -*| + + J+A|-N|++|+A] - - - - aucune | ND |DCD
94-601 | PNET | 31 | M - 0 (27} 29 | -* - + |tA|-N | + | +A] - + + - 10 M 14 M {DCD
. MB
94-669 br 6 | M - 0 |55 72| + - {+p|+A|-N| + [+ AN| - - - - aucune |81 M | VB
MB
94-670 br M LN} 37 |15] 26 + + -A | - + [ -A - - - - pc aucune |81 M | VB
94-6711 MB 4 M | SN | 8 |10 338 + - + | -A + | -A |+t + - - aucune 17M |DCD

‘syeynSey

174!



N° | Tumeur |Age{Sexe|{ PAX-6 Mib EN-2 GFA| NF |NSE(S 100|Ag S|Synap |Chromo|Cyto K| Récidive |Survie | Suiw
% | % | HP |SNS |WNS| CS Rechute
94-674 Bgl?f:: 8| M |SN)| 5 1501 58 + + | +tp1-A]-N| + |+AN|] - - - - aucune | 81 M | VB
94-721 dIi\gﬁB;s 13| F [LN | 65|20 46 | + + | +p |+AL - + {+A ] - - + - 3 M 12M |DCD
MB
94-735 by 281 F D |48 4| 21| + - |+p |+A] - + |+A | - + - - aucune |80 M | VB
95-19 MB 15| M |LN |55 |30 50| -%| ++ - - - + - - - - - .14 M B0M | VB
hr métastases
MB 6 M
5. . - . - . .
05-64 diffus 9 F 0 |15 18 | + + |+p |+ A + | +A métastases 13 M |DCD
D5-78 d:l!'\gﬁBJS 41 F D |60 (10} 16 | + +p|-A|-N| + [+AN| - - - - aucune |79M | VB
95-130 MB br 21 F |[LN| 70| 5] 32 + - +pi-A]l-N| - [-AN| - - - - 3 M. 8§M [DCD
desmo méta spinal
MB 11 M
S- . - - - - - - -
95-196 diffus 131 F |LN | 65 |43 70 + + | +p A N + AN 96-140 15M |DCD
b
0s284| VBl Bl o | o | 7|8 |+ | - |+p|-alten] + | ale] ¢ | o+ . SM ) sm |peD
diffus méningite
95-310 | PNET | 1 | M | SN | 40 | 25| 42 - - - |-A|-N| + | -4A - - - - 9:_222 10 M |DCD
05-343 dMB 21 M [8SN) 8 122 34 | + + + |-A] - ] -A] + + + - pc .15 M 36 M DCD
esmo métastases
MB f
95-380 hr 331 F D | 75 |35} 47 - + + |[-A - + | -A - - - - aucune |74 M|{ VB
95-388| MB 24 | M | SN | 42 [ 23] 39 | + + |+p|-A|-N|[++]|-AN| - - - aucune | M| VB
95-678| MB 13| M D [42 |15 43 | + ++ | +p|-A|-N]| + (+AN| + - - - aucune | 69 M | VB

syejnsey

9Tl



N° | Tumeur |Age|Sexe| PAX-6 Mib EN-2 GFA| NF |NSE|S 100|.Ag 8|Synap|Chromo |Cyto K| Récidive |Survie | Suivi
% | % | HP |8NS |WNS| C8 Rechute
95714 | PNET | 7 | F - 0 5|28 -* - |-A|-N| + |-AN| - - - - aucune |68 M | VB
5M
95-720 MB 2| M |LN| 7 [41] 8 | + - - |-A]-N] - - - - - - . 7M |DCD
metastases
29 M
95721 MB |35 F (LN | 77 |58 62| + | ++ | + [-4&[ - + 1 -A | - - - - , 46 M |[DCD
tnétastases
96-17 | PNET | 5 F D205 |24 )|-*%| + - {-A]-N -AN| - - - - 92_:‘:4 17M |DCD
. MB
06-94 d 32| M - 0 |10 38 | + - - |-Af - + | -A - - - - aucune | 67M | VB
EStTI0 ‘
96-140 [ MB 14 F - 0 |28 48 | + - |+p|-A|-N| + [-AN| - + + - aucune | 15 M |DCD
96-222 | MB 5 F D 2 21103 + + |+p|-A| - - A - - - - ND ND (DCD
. 10 M
96-233| MB 191 F - 0 2|10} + - |+p|-A|-N| + |-AN| - + + - pc , 11 M [DCD
meétastases
PNET
96-287 br 4 | M| D 4 5152 (-%] ++ - | -A |+ N| H+ [HAN| ++ | ++ ++ ++ 6 M SM |DCD
96-314y MB 10| F D 2 181 44 | + - + |-A|+N|++ 3 -A - + + - aucune |63 M | VB
. MB
96-344 br 9 F - 0 91 28] + - - |-A|-N| + [+A] - ++ ++ - pc aucune | 10M |DCD
96-375 MB 23| M |LN | 25110 25| + | ++ - |+A] - + 1 -A | - - - - .55 M 62M | VB
br métastases
MB
96-379 hr 9 F - 0 j12{381]-* - + |-A}-N}| + |-AN| + - - - 9 M 35 M {DCD
MB f
96-538 br 22 F LN |70 |25 30 - + + - - - - - - - - aucune |59 M | VB

‘sieynspy
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N° | Tumeur |Age|Sexe| PAX-6 Mib EN-2 GFA| NF |NSE|S 100]Ag S|Synap |Chromo |Cyto K| Récidive |Survie | Suiwi
% | % | HP |SNS |WNS| CS Rechute
PNET 3M
96-614 br 5 F SN | 60 |75 | 90 - + + | -A - - -A - - - - 9759 17M {DCD
. MB
96-G40 br 33| M D 1 |18 29 - |+peul - [-A] - + |-A| - - - aucune | 58M | VB
96-666 | PNET | 5 M - a 2 14 | - * - + |-A|-N - |-AN| - - - aucune | 5TM | VB
MB ‘
06-714 br 25| M - 0 |14 27| -* - - l-A] - + | -4 - - - - awcune [S6M | VB
97-59 PEET 6 F D 3 65 | 96 - + + |-A]-N - |-AN| - - - - aucune 17M |DCD
. MB
97-6G br 3| M | SN | 65 |36 | 40 + - +p|-A|-N - |-AN} - - + - aucune S55M| VB
MB f
97-174 br 1 F D 15 {20} 22 + + - - A - + + - + + - aucunie 53M| VB
07213 MB hr 9 F - 0 8 16 | +* - + |+A]| - ++ |+ A - + + - ,42 M S2M| VB
desmo métastases
97-309 MB 16 | M Dji6]|15] 32 + - - - - - - - - - - .11 M 12M |DCD
hr métastases
97-410 1 MB 21 M D 1 61201 + + |+pt-A|-N| - [+A] - - + - ND 25 M |DCD
7-3449 MB 42 | M D 8 4 23 + - +p|-A|-N}| + |-AN| - + + - .37 M 4 M| VB
br métastases
B
07472 I\gr 19| M - 0D [13] 26 | + + |+p|[-A|-N|[++[-AN]| - ++ + - pc aucune (48 M | VB
97-484 MB 4 M - 0 2 5 - - - - A - - -A - - - - 8 M 20 M |DCD
97496 | MB 18| F D 15 |24 48 | + - |+p|-A|-N| + [-AN]| - + - aucune | 31 M |DCD
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N° | Tumeur |Age|Sexe| PAX-6 Mib EN-2 GFA| NF |NSE|S 100|Ag S|Synap |Chromo |Cyto K| Récidive |Survie | Suwi
% | % | HP |SNS |WNS| C8 Rechute
B
97505 Mhr 371 M D | 381633 | + |+ |+p|-A|-Nj++|-AN - - aucune 3M |DCD
MB f
97-827 br 8§ | M |[LN| 8 |10] 18 - ++ ++ A + | -A] - + - aucune |47M | VB
MB
97-567 b 251 F D 12 |30 | 47 ++ - |-A]l-N|++]|-A] - - ++ - aucune [46 M | VB
97-580 MB 71 M - 0 3 18| + - SA|-N] + ] -4A) - - - 24 M 37M |DCD
desmo tétastases
97-606 | MB 141 M 0 6 | 10 | + +p|-A|-N| ++ - - aucune |46 M | VB
97-6521 MB 6 | M D[ 4212125 ++ [+ A H+A][-N |+ 1 +A + aucune |[45M | VB
MB hr )
98-65 is 221 M D |30 )|25) 52 ] + + |+p|-A|-N}| + ] -A] - ++ + - aucune |6 jours| DCD
98-149 ( PNET | 1 | M - 0 |80 82 + + [+Al+N| + | +A]| - + + I M 6M |DCD
93-208| MB |4M]| F D 16 |25 70 +Al-A] - + | +A + + &M 1t M |DCD
33 M
98-541 | PNET | 13| F - D 51 12 + |+A(+A[-N -A + - . M| VB
meétastases
98-707 MB 2 F D 4 80 | 83 + +p|-A|-N - - A - - aucune 33M| VB

Légende : Tumeur : MB (médulloblastome), PNET (primitive neuro-ectodermal tumor), de (desmoplasique), f (file indienne), di (diffus), n (nodule), br
(bas risque), hr (haut nsque) ; PAX-6 - - (pas de signal), SN (petits nodules), LN (larges nodules ou aires), D (signal diffus) ; EN-2 : * (noyaux oligo-like
ou noyaux neuron-like), SNS (strong = fort signal nucléaire dans les cellules granulaires), WINS (weak = faible signal nucléaire dans les cellules
tumorales), SCS (strong = fort signal cytoplasmique), p (cellules de Purkinje) ; A (astrocytes réactionnels), N (neurones), VB (va bien), DCD (décédé).
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Tablean 15 : Résultats immunohistochimiques de 20 rétinoblastomes.

No AgS PAX-6 EN-2 MITF

Rétine |Tumeur Rétine Tutneur Rétine Tumeur Rétine Tumeur

PhotoR| cyto JCGEr| CGIr |CCG| nx | cr |cytofCGEr| CGIr | CCG| nx | cr |eytof CGEr| CGIr | CCG| nx | cr
3810944 1 0 2 |lagg,cytoalnk, gl 1 |10 2 | ag ]| p 1 {1104 2 2 g [ 1 1
3811744 1 0 2 aq g |2]1]0¢f 2 1 1 110§ 1 0 0 1 1
382318 1 0 qq lgg,cytoal g | 00| O { 2 1 p 0 1110¢{qgq | 1 0 0 0
382718) 1 0 aq cyto a g |2]/0]0f 2 |ga] p 1/]0]0¢{ 1 q 1 0
3827681 1 1 1 0 g |11]110 1 aqg | O 0|10 1Tlagg] O g 0 0
3827974 1 0 qq 0 0 [0j0}10f 2 1 g | 0j1104 1 1 0 2 0
3829421 1 2 1 1 0 1[0] 0] 2 1 0 0|01} 2 1 0 2 0
3832771 1 2 1 qq g |0]JojoO 1 aq | O ojofo] 1 1 g 1 1
383566 1 1 1 1 0 |0j0)0§ 2 1 0 ojojoy) 1 1 1 1
383689 1 0 aq qq g | 01010 1 0 p olo[of 1 1 g 0 0
3841791 1 0 2 | 2,cytoa|nx, 1100 2 1 p 011104 1 1 | g 0 0
384798) 1 0 qq 1 nx,g| 0|0J O} 2 1 p 1]0]0] 1 1 |nxg| 1 0
385187 1 0 1 qq g {0100 1 0 p 01110} aq | aq g 0 1
3854084 1 0 0 aq nx,g| 0 [0 O[] 2 0 p 1{0f0]) 1 1 g 1 1
385539y 1 1 1 aq k| 1[0} 0 1 aq | p 11110 1 1 |nx,g| 1 1
386189) 1 1 2 {lLeywoa| g [ 0}J0] 0§ 2 1 p 0gJl0j0f] 1 1 g 0 0
386853) 1 0 1 |aggcytoal g [ 0[O O [ 2 1 P ojojof 1 1 g 1 0
387428 1 1 1 1 0 01010 2 tq P 11101 gqq ] qq g 0 0
387467 1 0 1 l,eytoa| g 0J0] 0 2 qq p 0|01 0} ag | qa 1 0
387961 1 2 1 lggcyteal g |1 (0[O0 1 0 p 11010 1 1 | g 1 0

Légende : PhotoR. : photorécepteur, CGEr : couche granulaire externe, CGIr : couche granulaire interne, CCG : couche ganglionnaire, nx :

noyaux, cr : cenfre des rogettes, cyto : cytoplasme, a : cellules amacrines, qq : quelques noyaux, g : marquage granulaire dans le
cytoplasme, p : marquage des prolongements, o : aucun margquage, 1 : marquage entre 5 et 50 % des noyaux, 2 : marquage des noyaux
supérieur & 50 %.
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Abstract. A collection of 28 medulloblastomas was analyzed
for expression of the developmental control genes PAX-6 and
EN by immunohistochemical staining. Sixteen medulloblastomas
expressed both EN and PAX-6 but, when differentiation could
be assessed in the positive areas, PAX-6 is expressed in the less
differentiated cells. Since Drosophila en encodes a negative
regulator, we overexpressed the chicken en-1 in retinal
pigmented epithelium cells. This resulted in Pax-6 down
regulation. These results suggest a regulatory loop between
PAX-6 and EN, two molecular markers of medulloblastoma.

Introduction

Transcriptional regulation by the homeobox proteins is thought
to coordinate the precise spatial and temporal sequence of
growth and differentiation (1). Through homology of the paired-
box, nine paired-box containing genes belonging to the Pax
gene family have been isolated in vertebrates (2,3). The paired-
box encodes two distinct DNA-binding domains each with a
helix-turn-helix motif (4). Mutations in the Pax-6 gene have
been associated with the mouse mutant small eye (5) and the
corresponding human gene (AN) has been found deleted or
mutated in aniridia (6). The quail homologue of Pax-6 termed
Pax-QNR (7), encodes five proteins (8). Three proteins of 48,
46 and 43 kDa contained the paired domain, but two proteins
of 33 and 32 kDa are devoid of this DNA-binding domain.
All these proteins contain another DNA-binding motif, the
homeodomain. The homeobox encodes the homeodomain, a
conserved DNA-binding domain with a helix-turn-helix motif
(9). The p46 encodes a transcription factor able to positively
regulate the Pax-6 promoters (10-12). The Pax-6 gene is
expressed in the developing central nervous system, the optic

Correspondence to: Dr Simon Saule, Laboratoire de Différenciation
Cellulaire et Moléculaire, CNRS EP56, Institut Pasteur de Lille,
{ Rue Calmette, 59019 Lille Cedex, France

Key words: PAX-6, engrailed, medulloblastoma, primitive
neuroectodermal tumor

cup, lens, overlaying epithelium, in the neuronal layers of the
retina and the endocrine pancreas (7,13,14). In the developing
brain, Pax-6 is expressed in the ventricular zone and the external
granular layer of the developing cerebellum (13,15). In the
adult cerebellum Pax-6 is expressed in the granule neurons of
the internal granular layer (15).

Primitive neuro-ectodermal tumors (PNETs) correspond
to small cell tumors exhibiting divergent differentiation
including medulloblastoma and morphologically similar tumors
in the supratentorial compartment (16) designated here as
SCTs. Medulloblastoma is a highly malignant tumor of the
cerebellum representing the most common pediatric brain
tumor. Medulloblastoma is thought to arise by neoplastic
transformation of undifferentiated precursor cells present in
the external granular layer of the embryonic cerebellum (17).
These precursor cells normally migrate inward to give rise to
the differentiated granule neurons of the internal granular
layer (18). In contrast to the results obtained with primary
external granular layer cells, these cells, infected with a
retrovirus expressing the SV40 large T oncogene, did not
retain the granule neuron specification (18), suggesting that a
defect in an endogenous regulatory gene may be involved in
medulloblastoma formation. PAX-6 is an interesting gene to
study, since it codes a transcription factor implicated in the
control of cell fate specification, proliferation and migration of
neuroectodermal precursor cells during development (15,19,20).
Overexpression of Pax-6 appears to elicit transformation of
rat fibroblasts in vitro (19) and PAX-3 and PAX-7 are
activated in alveolar rhabdomyoma by specific chromosomal
translocations (21) identifying the PAX genes as potential
oncogenes.

The restricted expression pattern of Pax-6 suggests a
transcriptional regulation of expression by tissue-specific
factors. Active repression is often used to control gene expression
and several homeobox proteins are known as active repressors
(22). En is a homeodomain-containing protein that can repress
the transcription activated by different activators and this
repression requires a protein sequence outside the homeodomain
(23,24). In vertebrates, two genes, en-1 and en-2, have been
identified (25), both expressed in a band of the early neural
plate around the mid/hindbrain junction, and continue to be
expressed in this region throughout development. Both en-1
(26) and en-2 (27) mouse mutants showed abnormal mid/



902

hindbrain development, and the rescue of the en-1 mutant
phenotype by replacement of en-1 with en-2 suggests similar
biochemical properties for the two proteins (28). When grafted
ectopically into the diencephalon of a chick host embryo,
portions of the quail mid/hindbrain domain are able to induce
the ectopic expression of en-2 in the contacted host tissue
and consequently to the en-2 expression in the diencephalic
host tissue, Pax-6 becomes undetectable (29).

In this study, we set out to analyze the expression of EN
and PAX-6 in a large collection of medulloblastomas and
SCTs by immunohistochemical analysis. PAX-6, EN-1 and
EN-2 RNAs have previously been shown to be expressed at
high frequency in different medulloblastomas (30). We found
a similar number of positive medulloblastomas with en and
Pax-6 antisera, but these proteins are most frequently
expressed in a mutually exclusive way, PAX-6 being expressed
in rather undifferentiated tumor areas. In addition, we showed
that infection of retinal pigmented epithelium cells (expressing
Pax-6) with a virus encoding the chicken en-1, in contrast to
the vector control, strongly reduced the amount of endogenous
Pax-6. These findings confirm the interest of PAX-6 and EN
as medulloblastoma markers and suggest a negative regulatory
loop between these two genes.

Material and methods

Cloning, DNA sequencing, and vectors used. The cDNAs en
were isolated from a chicken embryo cDNA library (kindly
supplied by Dr Y. Sap) using a fragment of the chicken en-2
cDNA as a probe (kindly provided by Dr D. Darnell). The en
cDNAs were ligated into M13 vectors mp18 and Puc19. Partial
nucleotide sequence were determined by the dideoxy sequencing
method using an Applied Biosystem 370A automatic sequencer.

Cell culture, virus and transfection. Quail retinal pigmented
epithelium (RPE) cells, prepared from 7-day-old embryos
were seeded at 10° cells per 6-well plate in DMEM 10% FCS,
24 h prior to transfection. Transfections were performed by
the calcium phosphate method. The SFCV-LE en-1¢ virus
was created by the insertion of the 1.1 kb EcoRI fragment of
the en-1 cDNA into the avian retroviral vector SFCV-LE
(31), (kindly provided by Dr B. Venstrom) digested by
EcoRI. For stable transfection experiments, cells were
" transfected with 20 pg of the molecular clone DNA and the
transfected cells selected in medium containing geneticin
(400 pg/ml) were passaged twice on gelatin-coated dishes
before testing.

Expression of en-2 homeodomain peptides in bacteria and
obtention of rabbit sera. The appropriate fragment was obtained
from en-2 plasmid as a template in PCR experiments using
oligonucleotides corresponding to sequences containing 5'
the BamHI restriction site (ATCGCATTGGATCCAGATA
GCTCCCAGGCCGGCTCCAAC) and 3' the HindIII site
(TGCATCTAAAGCTTACTACTTGCCGTCTTTCGCCGT
GGT). The expected band sub-cloned in the pCRII (invitrogen)
vector was sequenced, subjected to BamHI-HindIII restriction
enzyme digestion and inserted between the BamHI-HindIII
sites of a pLC24 derived vector. The sub-cloning results in
the in-frame fusion of the desired sequence to the first 99
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amino acids of the polymerase of phage MS2. For expression,
plasmids grown in LE392 (A) were transferred into an E. coli
host (§G4044) which has a temperature-sensitive repressor of
the PL promoter. Cultures of exponentially-growing bacteria
carrying the desired vector were induced at 42°C for 3 h.
Bacterial pellets were washed twice, boiled in sample buffer
and electrophoresed in a 15% SDS-PAGE. Proteins were
visualized by staining with Coomassie brilliant blue and cut
from the gel. Rabbit antiserum (cen) was prepared as described

8).

Tissue procurement and processing. Forty-three human tumors
including 32 PNETs (28 medulloblastomas, 4 SCTs), 3
malignant astrocytomas, 2 anaplastic ependymomas, 2
choroid plexus carcinomas and 4 metastases were obtained
from surgical cases. Samples of the tumors were immediately
frozen and stored at -80°C. The other part was fixed for
classical histological study either in formalin-acetic acid-
ethanol or Bouin's fixative, embedded in paraffin, and stained
with hematoxylin-eosin (H&E) and Gomori for reticulin.
Histological type was determined on paraffin sections
according to the international classification (32). During the
course of the study, 1 patient suffered from a local recurrent
lesion. Tumor tissues from both surgical procedures were
available and were analyzed. Two medullo-blastomas were
diagnosed with a desmoplastic component synthesizing
abundant reticulin.

Antibodies. A polyclonal rabbit anti-bovine glial fibrillary
acidic protein (GFAP) antibody, a rabbit anti-human neuron
specific enolase (NSE) antibody, a rabbit anti-human
synaptophysin antibody (Dako) and a monoclonal antibody
MIB-1 detecting the Ki-67 antigen (Immunotech) were used.

To study PAX-6 and EN expression at the protein level in
medulloblastoma, we used rabbit antibodies prepared from
the paired (serum 11) the homeodomain (serum 13) and the
carboxyl terminus (serum 14) of the quail Pax-6 protein (8).
The homologies among the vertebrate species are extremely
high, allowing the use of antibodies against the avian products
to detect the human proteins. We isolated en cDNAs from a
chick embryo cDNA library (Fig. 1). Nucleotide sequencing
of part of these cDNAs revealed that they corresponded to
the chicken en-1 and en-2 respectively (33). These cDNAs
were able to direct the synthesis of the 44,000 and 39,000-
dalton proteins previously described (25). From bacterially
expressed en-2 carboxyl-terminus peptide (amino acids 154
to 285), we prepared rabbit antiserum able to specifically
recognize both the en-1 and en-2 proteins (Fig. 1), but unable
to cross-react with the Pax-6 products (Fig. 1).

Immunohistochemical staining. Serial sections of 5-l thickness
were prepared. Following deparaffinization, endogenous
peroxidase was blocked with 0.3% H,0, in water for 5 min.
The streptavidin-biotin-peroxidase complex technique was
performed according to an established protocol (Dako LSAB
Kit Peroxidase K680) and the sections were lightly counter
stained with Mayer hematoxylin. Normal adult cerebellum
was used as the positive control tissues for neuronal and glial
antibodies. Excellent internal controls for the neuronal markers
were available in brain sections from tumors containing
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Figure 1. The chicken en ¢cDNAs were transcribed in vitro in a sense
orientation and translated in a rabbit reticulocyte lysate (lanes Retic.). Translated
proteins were immunoprecipitated with uen rabbit antiserum prepared against
bacterially expressed peptides (lane aen), the cognate preimune serum (pi)
or wuPax-6 serum 13 recognizing the homeodomain (lane 13). The reverse
experiment was also performed, using translated Pax-6 proteins from
MC29-QNR2 vector in order to confirm the serum specificity by the lack of
cross reaction. Molecular weight markers are indicated on the side of the
figure in kDa.

fragments of brainstem and cerebellum. Pax-6 depleted serum
was substituted for the primary antibody as the negative control
and two different engrailed or three different Pax-6 antibodies
were used in a given run to serve as controls for each other.

Fixation and microwave antigen enhancement. Retrieval of
polypeptide immunoreactivity from formalin-acetic acid-
ethanol fixed specimens and enhancement of antigen reactivity
in Bouin's-fixed specimens was accomplished by a modification
of the method previously described (34). Briefly, after
quenching with H,0,, tissue sections were immersed in 10
mM pH 6.0 citrate buffer and boiled in a microwave three
times for 5 min. Microwave settings were adjusted to insure
gentle boiling, thus maintaining the fluid level. Slides were
cooled for 20 min and rinsed in 50 mM, pH 7.6 TBS (tris
phosphate-buffered saline) for 5 min. Immunohistochemistry
was then performed as described above. The immuno-
reactivities of PAX-6 and EN could be significantly enhanced
using this method while those of the other antibodies were
unaffected.

Calculation of labeling index of MIB-1, PAX-6 and EN. On
adjacent sections, MIB-1 and PAX-6 nuclear positivity was
calculated dividing the number of nucleus positivity by the
total number of cells. Ten areas measuring 1,000x715 microns
in each section were observed. The areas showing the highest
concentration of positive nuclei by visual analysis were chosen
for counting but were not chosen in the case of diffuse staining.
The labeling index of each staining for each specimen was
given by averaging the percentage of each staining-positive
nuclei in the ten areas. Given the heterogeneity of most of the
tumors, no reasonable statistical study could be done. Instead
of performing statistics we summarized the results according
to three types of tumor staining: diffuse staining (D), few and
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small stained nodules (SN), frequent nodules or large stained
areas (LN) with PAX-6.

Western blotting and cell labeling. Transfected RPE cells
were incubated for 45 min in the presence of 100 puCi ml! of
L-3S-methionine (Amersham, specific activity of 1,000 Ci
mmol!), lysed in RIPA-buffer and immunoprecipitated with
rabbit anti-En-2 HD serum («En) or rabbit anti-Pax-6 serum
13. Immunoprecipitated proteins were analyzed by SDS-PAGE
followed by fluorography.

Western blots were performed with 106 cells boiled in
loading buffer, subjected to SDS-PAGE and electrophoreticaily
transferred to Immobilon membranes (Millipore). Filters
were treated for 60 min in blocking buffer (5% non-fat dry
milk in PBS). Filters were then treated overnight in blocking
buffer containing rabbit serum diluted 1:200, followed by
30 min washing in blocking buffer, 0.1% Tween 20. Bound
antibodies were revealed with an ECL detection kit (Amersham).

In vitro transcription. To characterize the chicken en products,
a fragment of either cDNA en-1 (1.1 Kbp EcoRI) or en-2
(1.0 Kb EcoRI) were cloned into the EcoRI site of the pSGS
vector. The sense RNA probe was transcribed in vitro from
the plasmid using T7 polymerase according to the manufacturer's
specifications (Promega). Pax-6 encoding vector MC29-QNR2
(8) was used similarly.

Results

Immunohistochemical analysis revealed expression of NSE
in 26 PNETs suggesting a neuronal differentiation in these
tumors. In addition to NSE, synaptophysin was observed in §
PNET: indicating a more pronounced neuronal differentiation.
‘We undoubtedly over-counted the synaptophysin expression
given the difficulty in recognizing the remaining isolated
granular cells or islets of granular cells. Expression of GFAP,
a marker of astrocytes differentiation was detectable in 11
PNETs. We did not take reactive astrocytes or astrocytes
surrounding the vessels into account. Four of them also
showed evidence of neuronal differentiation (Table I).

PAX-6 nucleus signal expression was detected in 19 tumors
(59.3%). All of them were medulloblastomas. PAX-6 was
even detected in undifferentiated areas or diffuse
undifferentiated tumors (Fig. 2) in 5 to 85% of the nuclei. In
some heterogeneous tumors, only few nodules displayed a
PAX-6 nuclei signal (Fig. 2 panel c). PAX-6 was not
expressed in 13 tumors. Most of them displayed a diffuse
neuroblastic pattern with coalescent Homer-Wright rosettes
and differentiated clear areas without reticulin or differentiated
nodules with reticulin. In SCTs no PAX-6 expression was
detected and neuronal and glial differentiation were often
revealed by immunohistochemistry. In medulloblastomas,
areas of glial differentiation were found and they never
expressed PAX-6 neither did astocytomas, anaplastic
astrocytomas, ependymomas, choroid plexus carcinomas nor
metastases. No expression of PAX-6 was detected either in
the control tissues or in the invaded cerebellar tissues (Fig. 3
panel a). Invasion of the normal cerebellum tissue occurred
either by diffuse infiltration of tumor cells or with formation
of circumscribed areas of very high cell density. Both
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Table I. Summary of patients and immunchistochemistry.

Bank Type  Age Sex  PAX-6 PAX MIB EN Location GFA NSE Synap
%o % S-NS§ W-NS S-CS

13908 MB 5 M - 0 15 + - + V4 + +

13943 SCT 11 F - 0 5 3 - - Frontal + + +
14022 MB 18 M D 7 - + Vermis + + -
93-28 MB 7 M - 0 0 + - + PF + + +
93-207 MB 7 F - 0 12 - - - PF + - -
93-286 MB 6 F SN 5 0 - - - PF - - -
93-308 MB 6 M - 0 10 + + + V4 - + -
93357 MB 12 F SN 13 12 + - + PF + - -
93-706 MB 8 M SN 5 20 - - + PF - + -
94-28 MB 40 F - 0 0 - - + PF + + -
94-165 MB 22 M D 85 40 - - - Vermis - + -
94-194 MB 5 M LN 5 20-25 - + - V4 - + +
94-235 MB 40 F - 0 0 + + + PF - + -
94-262 MB 5 F . D 55 32 + + - PF - - -
94-420 SCT 53 M - 0 20 a + + Frontal + + -
94-601 SCT 31 M - 27 a + + Fr-Pariet. + + +
94-669 MB 6 M - 0 55 + - + PF - + -
94-670 MB 11 M LN 37 15 + + - Vermis - + -
94-671 MB 4 M SN 80 10 + - + PF - + +
94-674 MB 8 M SN 5 50 + + PF - + -
94-721 MB 13 F LN 65 20 + + PF + + -
95-64 MB 9 F - 0 15 - - - PF + + -
95-130 MB 21 F LN 70 5 + - + PF - - -
95-196 MB 13 F LN 65 43 + + + PF - + -
95-284 MB 12 F - 0 7 + - + PF - + +
95-310 SCT M - 0 25 3 + - Frontal D - + -
95-343 MB 2 M SN 8 22 + + + Vermis, V4 - + +
95-380 MB 33 F D 75 - 35 - + + PF - + -
95-388 MB 24 M SN 42 23 + + + PF - + -
95-678 MB 13 M D 42 15 + + + V4 - + -
95-720 MB 2 M LN 7 4] + - - Vermis - - -
95-721 MB 35 F LN 77 58 + + + PF - + -

Age of each patient at the time of operation is indicated (in years). All tumors arose in the cercbellum except for tumor 13943, 94-420, 94-
601 and 95-310 originating in the forebrain. Recurrent tumor is shown in bold. MB, medulloblastoma; SCT, primitive neuroectodermal
tumor from the supratentorial compartment; V4, fourth ventricule; PF, posterior fossa. Histochemical staining were performed with
antibodies against NSE, synaptophysin (Synap), and glial fibrillary acidic protein (GFAP), MIB-1 recognizing the proliferation marker Ki-
67, Pax-6 and MIB% indicates the labelling index of the tumors for PAX-6 and MIB, as indicated in the Material and methods. To better
analyze the different staining with Pax-6 and en sera depending on tumor architecture we summarized our results as follows:

PAX-6 EN
- No signal S-NS Strong nucleus signal in granular cells
SN Small nodules W-NS Weak nucleus signal in tumor cells
LN Large nodules or areas S-CS Strong cytoplasmic signal

D Diffuse signal 3 Oligo-like nucleus or neuron-like nucleus




INTERNATIONAL JOURNAL OF ONCOLOGY 8: 901-910, 1996

905

Figure 2. Expression of PAX-6 in different types of medulloblastomas. a,b,c, Diffuse type (94-262) with marked mesenchymal component. a, H&E (X250);
b, Staining with the monoclonal antibody MIB-1 recognizing the proliferation marker Ki-67 (X250); ¢, PAX-6 expression only found in small cell nuclei and
not in the mesenchyma with the anti-paired serum 11 (X250); d, Diffuse medulloblastoma (94-165). 85% of the nuclei showed a PAX-6 signal (X250);
¢, Heterogeneous tumor (94-671). The only large area expressing PAX-6 in a voluminous tumor which showed several differentiation (X100); f, Diffuse
tumor (95-678). Heterogeneous Pax-6 antiserum staining, most likely corresponding to different tumor components surrounding a vessel. The

mesenchyma was not stained (X250).

invasion types were characterized by a high number (15-
35%) of MIB-1 positive nuclei (Fig. 3 panel b). PAX-6
positive nuclei (20-70%) were observed in the same high
density areas with a stronger staining than in the adjacent
massive tumors. Follicles and pale islands were mostly negative
with PAX-6 and showed positive nuclei only in peripheral
borders as did MIB-1 (Fig. 4 panel d). Tumor tissues {rom
both surgical procedures of the patient suffering from a local
recurrent lesion showed similar lack of PAX-6 staining.

EN was expressed in most of the tumors. Three different
expressions were detected: i) One as strong nucleus signal
(S-NS, Table I) detected in the granular cells localized in the
invaded cerebellum tissue (Figs. 3-5). This strong nucleus
signal was also observed very close to the infiltration (Fig. 3
panel e and f). On the other hand, this strong signal was not
detectable further away from the tumor or in control
cerebellar tissues (Fig. 3 panel d). This strong nucleus signal
was also detected in the granular layer localized close to
metastases but not further away. In medulloblastomas,

isolated nuclei expressing EN could be detected in the large
arcas expressing mostly PAX-6. They could be rare and/or in
islets (Fig. 4 panel a). In adjacent slides we noted that they
corresponded to remaining granular cell nuclei with their
typical nuclei with a small nucleolus and a remaining extra
cellular synaptophysin staining (Fig. 4 panel b). The same
strong nucleus signal was found in the white matter
cerebellar tissue or in the cerebral white matter invaded by
SCT. These nuclei corresponded either to neurocytes or
oligodendrocytes (data not shown). ii) A strong cytoplasmic
signal (S-CS, Table I) was also observed in the Purkinje cells
and their modified and enlarged processes close to the tumor
localized in the external layer (Figs. 3 and 4). iii) The last
EN signal was a very weak nucleus signal (W-NS, Table I).
This weak signal was detected in 15 tumor cells and difficult
to analyze when compared to the strong nucleus signal
observed in granular cell nuclei. In 10 tumors, we observed
intermingled expression of PAX-6 nucleus signal and a weak
EN nucleus signal. Follicles and pale islands were weakly



906

XTI iy

= ﬁ}‘;;t. - a

- )'g 5 — - »
LS -

e

?!'3 *:%4 e |
o S
N TR TR L

VINCENT et al: PAX-6 AND EN IN MEDULLOBLASTOMA

Figure 3. Left column: a, Control cerebellum staining with Pax-6 serum 11 (X250); b, MIB-1 staining following a vessel in a invaded cerebellar lamella (95-
196); (X250); ¢, Wider PAX-6 signal following the same vessel in adjacent slide (95-196); (X250). Right column: d, Control cerebellar lamina stained with
aen serum; arrows, Purkinje cells (X250); e, Cerebellar lamina localized not close to a tumor (95-720). Left side (large arrowhead) showed molecular
spongiosis and Purkinje cell changes. Their cytoplasms and processes were stained with aen serum (arrow). A granular cell nucleus strongly stained (double
arrowheads) was also observed on this side and gradually disappeared on the other side localized further from the tumor (X100); f, Cerebellar lamella invaded
by a sub-pial tumor (star) (95-720). The aen serum staining was strikingly expressed in the granular cell nuclei but not in the tumor cell nuclei. Staining was
observed in the modified Purkinje cell cytoplasms and processes (arrowhead) (X 100).

positive with EN so were the adjacent areas (Fig. 5 panel a).
Only rare and isolated PAX-6 nuclei could be found in these
areas (Fig. 5 panel d). The expression of PAX-6 and EN were
never detected in connective tissue and endothelia (Figs. 1-4).
We never found a strong co-expression of PAX-6 and EN on
adjacent tumor sections, only intermingled nuclei with a
weak EN signal.

To confirm that the detected signal with sera 11, 13 and
14 is indeed the result of PAX-6 expression, we performed a
Western blot experiment in order to characterize the proteins
expressed. As shown in Fig. 6, tumors positive in the immuno-
histochemical analysis exhibited set of proteins characterized for
the quail Pax-6 (8). The p46 and p48 are the more abundant
proteins, as found in mice (14). We also observed the minor
p43 (Fig. 6, arrowhead) and the paired-less p33/32 products
previously described in quails (8). Using the en-2 antiserum,
it was not possible to define the nature of the EN protein
expressed, because of very high background of this serum in

the Western blot experiment with the tumor extracts (data not
shown). However, as shown (30) using RNAse protection
experiments both EN-1 and EN-2 were expressed in medullo-
blastomas.

En-1 expression resulted in the Pax-6 down regulation in
vivo. Since EN and PAX-6 seemed to be not expressed in the
same tumor cells or with only a very weak EN signal, we
studied the possibility that en was able to down regulate Pax-6
expression. For that purpose, we introduced the chicken en-1
coding sequence into a retroviral vector, pSFCV-LE (31).
Transfection of RPE expressing Pax-6, followed by a G418
treatment in order to select cells expressing the virus resulted
in cells expressing Pax-6 only when the control SEFCV-LE virus
was used. As shown in Fig. 7, immunoprecipitation experiments
performed on these RPE cell lysates showed that the p44e™!
was detected in cells expressing the SFCV-LE en-1° but not
SFCV-LE control viruses and the cells expressing en-1 showed
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Figure 4. a, Diffuse tumor (95-678) including a granular cell layer well distinguished with uen serum staining; as well as Purkinje cell cytoplasm and their
modified processes (large arrowhead) (X250); b, Synaptophysine staining confirmed the granular cell nucleus identity already well observed with aen serum
staining (X400); ¢, Same area in adjacent slide stained with Pax-6 serum 11. The tumor nuclei were weakly stained and no signals were found in the

remaining granular cell nuclei (X250); d, Same area in adjacent slide stained with MIB-1. This staining was stronger than the PAX-6 staining but was observed
in similar but fewer nuclei (X250).

Figure 5. Desmoplastic variant of medulloblastomas (94-670). a, EN weak nuclei staining. The signal was diffusely observed in the nodule and its surround
(X400); b, MIB-1 staining observed surrounding the nodule in an adjacent slide (X400); ¢, Reticulin staining lining the nodule in an adjacent slide (X400); d,
Strong PAX-6 staining surrounding a pale nodule close to a vessel (X250).
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Figure 6. Characterization of PAX-6 proteins in medulloblastomas. Western
blot was performed on medulloblastoma extracts (as indicated on the top of
the figure) with Pax-6 serum 13. Bound antibodies were detected with an
ECL detection kit. The faint p43 protein is indicated with an arrowhead.
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Figure 7. Characterization of Pax-6 and en-1 proteins in transfected RPE
cells after G418 selection, L-*3S-methionine labeled. Immunoprecipitation

were performed on RPE-cell extracts with Pax-6 serum 13 and wen serum.
The Pax-6 and en-1 proteins are indicated by an arrow.

a strongly reduced amount of Pax-6 proteins when compared
to the control cells (Fig. 7). These results indicate that an over-
expression of the p44°™! negatively regulates Pax-6 expression
in vivo.

Discussion

In this report we have investigated the expression of
developmental control genes PAX-6 and EN at the protein
level. They were expressed respectively in 59.4% and 75% of
the PNETs analyzed. Fifty percent of them expressed EN in
the tumor cells. Thirty-four percent of these tumors expressed

VINCENT et al: PAX-6 AND EN IN MEDULLOBLASTOMA

both PAX-6 and EN proteins, but on serial tumor sections we
observed a regionalized localization of these proteins, PAX-6
being expressed in the less differentiated tumor areas and
sometimes intermingled with nuclei displaying a peculiarly
low EN signal. No SCTs showed PAX-6 expression. However,
three of them expressed EN as weak nuclear staining of the
tumor cells. Interestingly, MIB-I expression and PAX-6
signals coincided. This was mostly observed in the invaded
tissues. Previously, Schiffer er al, (35) noted a higher number
of MIB-I positive nuclei in the sleeves of cells penetrating
the normal cerebellar parenchyma than in the subpial
proliferation itself suggesting these infiltrating cells could
represent a selected tumor cell population. In the present work,
this higher index proliferation was correlated with a higher
percentage level of PAX-6 expression than in the subpial
proliferation. These new data pointed out the purpose of

"Schiffer suggesting these infiltrating cells could represent a

selected tumor cell population and could correlate with an
oncogenic role for PAX-6.

In this work we observed different levels and sub-cellular
localization of EN signals. A weak nuclear signal corresponded
to tumor cells, often intermingled with PAX-6 signal. A strong
nuclear signal was seen in the granular cells invaded by
tumors or localized close to a tumor. Purkinje cell
cytoplasmic signal was found in the same place but was
difficult to interpret given that En is a nuclear protein.
However, these signals could be interpreted as the re-
expression of EN, since the normal cells far from the tumor
were not labeled. Thus, it is possible that diffusible signals,
secreted by the tumors induced the cells which expressed EN
during the embryonic life, to re-express EN. The fact that the
Purkinje cell showed a cytoplasmic signal may be due to a
lack of the concomitant expression in these cells of the
proteins required for the proper nuclear localization of EN, the
sub-cellular localization observed in these cells during
embryonic development (36,37).

The expression patterns of en and Pax-6 in the central
nervous system have been studied in detail in the mouse. En-1
is first detected at the 1 somite stage (38) whereas Pax-6 is
detected few hours later, at 4 somite stages, like en-2 (13,38).
Later in embryogenesis, transcription of en-1 is gradually
reduced in the developing cerebellum in contrast to en-2, but
the two genes share similar functions as shown by mutant
rescue experiments (28). The Pax-6 gene, like en-2, is expressed
in the ventricular zone and external granular layer of the
developing cerebellum (13,15,39), a layer of cells cxpected
to give rise to medulloblastoma (17,30) and PAX-6 and EN
are still expressed in the adult cerebellum in the cells of the
internal granular layer as is en-2 (15,30,36). However, we
were unable to detect any PAX-6 or EN by immunohisto-
chemical staining of cerebellum.

The transcriptional regulation of Pax-6 is complex and a
fine tuning of its expression seems to be required for a correct
embryo development, since Pax-6 dosage is critical for normal
eye and central nervous system development (40). Since we
never observed strong EN and PAX-6 signal simultaneously
in the same tumor areas, we tested the possibility that quail
Pax-6 was down regulated by the chicken en-1 product. Indeed,
Pax-6 is repressed in the diencephalon of host chick embryos
grafted with quail mesencephalic vesicle and en-2 is cxpressed
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in the host diencephalon surrounding the graft (29). The
pigmented retina expresses Pax-6 (12), and infection of these
cells with a retroviral vector encoding the p44<™' resulted in a
marked down regulation of Pax-6. Thus, these results may
provide a molecular explanation for the separate expression
of PAX-6 and EN in the medulloblastomas. The mechanisms
that promote repression are multiple. If some factors repress
transcription of specific genes by sequestering site-specific
DNA-binding activators. other repressors affect transcription
by directly recognizing the general transcription machinery.
The chicken en-1 contains a glycine, proline and alanine rich
amino-terminal region, which resembles repressor domains
of the Drosophila en (24). In addition, the amphipathic « helix
located at the C-terminus of Drl, a TBP-associated protein
and inhibitor of class II gene transcription, is rich in glutamine
and alanine residues and share some homology with en
repressor domains (41). This suggests that these regions may
provide several unique surfaces for multiple protein-protein
contact with the basal transcription machinery and may then
negatively modulate the transcription of target genes.

PAX genes can be considered proto-oncogenes, as their
overexpression results in transformation of rat fibroblasts
(19) and PAX-3 and PAX-7 are involved in chromosomal
translocations consistently found in alveolar rhabdomyosarcoma
(21,42). Recent data show that homeodomain proteins of the
paired class have the ability to recruit serum responsive
factor (SRF) to DNA sequences, and may then increase the
cellular response to peptide growth factors (43). An over-
expression due to a failure in PAX gene regulation may be
instrumental in the occurrence of medulloblastomas. These
new data, associating differential PAX-6 and EN expressions
in a same tumor confirmed the histological heterogeneity of
medulloblastomas, and it seems not only possible, but likely,
that more than one tumor is included in the term
medulloblastoma. PAX genes and especially PAX-6 are
expected to be useful markers to characterize these poorly
defined tumors.
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Abstract. We report a case of a cerebellar
large-cell medulloblastoma in a 12-year-old
patient. Despite a gross-total resection fol-
lowed by a radiation therapy and then a
chemotherapy, the death occurred 6 months
later. The cyogenetic analysis showed an iso-
chromosome 17q. Immunoreactivity for syn-
aptophysin, neurofilaments, chromogranin
and arrestin-like proteins was detected,
whereas rhodopsin, vimentin, EMA and
PAX-6 were negative. In this study, we dem-
onstrate that large-cell medulloblastoma with
translocation in chromosome 17q is a neuro-
nal differentiated medulloblastoma with
non-photoreceptor characterization. By re-
verse transcription and polymerase chain re-
action (RT-PCR) method, using primers for
B, B; and visual arrestin, we demonstrate cor-
responding mRNA for B, B, arrestin but not
for visual arrestin. These results suggest that
arrestin immunoreactivity in this tumor cor-
responds to non-visual arrestin. This case cor-
responds to a new entity of large-cell medul-
loblastoma. The potential role of a new mar-

ker linked to a B, adrenergic receptor needs -

further molecular characterization to be use-
ful.

Introduction

Medulloblastoma (MB) is a malignant
embryonal childhood tumor located in the
cerebellum and composed of densely packed
cells with either round to oval or car-
rot-shaped nuclei and scanty cytoplasm. In
1992, Giangaspero and colleagues described
a distinct variant of medulloblastomas with
highly aggressive behavior [Giangaspero et
al. 1992]. They reported 4 cases of infantile

cerebellar neoplasms that were composed
of cells with large wvesicular nuclei and
prominent nucleoli showing evidence of
neuronal differentiation. The cytogenetic
study of 1 tumor revealed an isochromosome
17q[i(17q)], which is the most frequent chro-
mosomal abnormality in MB. The proteins of
arrestin (Arr) family contribute to the regula-
tion of G-protein-mediated signal trans-
duction in a number of tissues, possibly by a
desensitization of the appropriate receptor(s).
The role of Arrs in mediating receptor desen-

~sitization has been most extensively studied

in the visual Arr or retinal S-antigen. At one
time, it was believed to be restricted to the
photoreceptor cells in the vertebrate and in-
vertebrate eye [Mirshahi et al. 1985, Van
Veen et al. 1986] and cells of the pineal gland
[Mirshahi et al. 1984]. However, a protein-
exhibiting immunoreactivity and molecular
mass identical to that of retinal Arr was subse-
quently demonstrated in cytosolic extracts of
trout and turkey erythrocytes [Mirshahi et al.
1989], human platelets [Mirshahi et al. 1991]
as well as bovine and rat kidney [Mirshahi et
al. 1992]. The presence of Arr-like proteins in
non-photosensitive cells has been confirmed
by several independent observations. Thus,
the gene coding for B Arr was cloned from a
bovine brain cDNA library. The recombinant
protein exhibited 59% amino acid sequence
identity with retinal Arr and regulated
adrenergic transduction [Lohse et al. 1990].
Since then, several members of the Arr gene
family have been cloned from vertebrate and
invertebrate cells [Jahns et al. 1996, Smith et
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Figure 1.

al. 1995]. Furthermore, immunoreactive pro-
teins analogous to the retinal Arr have also
been identified in the plant kingdom
[Mirshahi et al. 1991]. The presence of S-
antigen in neoplastic tissues was first reported
inretinoblastoma [Donoso and Felberg 1985,
Mirshahi et al. 1986] and then in 27 ~ 50% of
MBs [Czerwionka et al. 1989, Jahns et al.
1996, Korfetal. 1992, Maraziotis et al. 1992].
Immunoreactivity was found in morphologi-
cally undifferentiated cells as well as in
neuroblastic rosettes [Bonnin and Perentes
1988]. In this study, we show a case of
large-cell medulloblastoma (LCMB) with an
i(17q) and a neuronal and Arr-like differenti-
ation.

Case report

A 12-year-old girl was admitted to hospi-
tal owing to symptoms of raised intracranial
pressure such as headache that had been go-
ing on for 15 days, then vomiting for the last
48 hours and a cerebellar syndrome associ-
ated with nystagmus and exhaustion. MRI ex-
amination revealed a 3.5 cm space-occupying
lesion localized within the fourth ventricle

and the vermis (Figure 1). A gross-total resec-

tion was realized and confirmed with MRI ex-
amination 10 days later. CSF contained ab-
normal cells. She was treated with alternative
chemotherapy (carboplatin VP16) and radio-
therapy. Despite a spinal surveillance during
the chemotherapy and a neuroaxis radiother-
apy, an early CSF dissemination was ob-

T,-weighed image shows a voluminous mass that originates from the vermis and bulges anteri-
orly into the fourth ventricle. The mass is homogeneously isointense to gray matter (a) and strongly en-
hanced after gadolinium (b).

served. Death occurred 6 months after sur-
gery.

Material and methods

Histology and
immunohistochemistry

Samples of tumor were fixed in AFA (al-
cohol-formaldehyde-acetic acid), embedded
in paraffin. For histological study, 5 um thick
sections were stained routinely with hema-
toxylin and eosin (HE). For immunohisto-
chemistry. the slides were treated with a panel
of antisera as summarized in Table 1. and
stained with the streptavidin-biotin-peroxy-
dase complex technique according to an es-
tablished protocol (Dako LSAB Kit
Peroxidase K680). The immunoreactivity
study of PAX-6 and MIB-1 was done using
microwave antigen enhancement [Shi et al.
1991]. As positive controls we used for Arr
and rhodopsin: a normal retina; for the other
antisera: the adjacent cerebellar and menin-
geal areas surrounding the tumor, and for
PAX-6: a positive MB.

Chromosome analysis

Sterile tumor tissue was obtained and me-
chanically disaggregated to yield a single cell
suspension. After the short-term culture.
(48 h) the cells were subjected to 0.4 g/ml
colchicine (Sigma) treatment for the last 2 h
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Table 1. Type, dilution and source of the antibodies used for immunohistochemistry.

Antibody (type) Dilution Source Tumor localization .
Smallcells Largecells Vessels

GFAP (p) 1/500 Dako - - -
Protein $S100 (p) 1/400 Dako - -

EMA (m) 1/100 Dako - - +
Cytokeratin (m) 1/50 Immunotech - - -
Vimentin (m) 1/100 Dako - - ++
Desmin (m) 1/20 Sigma - - +
a-Actin (m) 1 Immunotech - - ++
Myosin (p) 1/20 Sigma - -
NSE {p) 1/200 Dako + + -
Neurofilament human (m) 1/100 Dako + ++ -
Neurofilament 68 (m) 1/40 Sigma - - -
Neurofilament 160 (m) 1/40 Sigma - - -
Neurofilament 200 (m) 1/40 Sigma - - -
Synaptophysin (m) 1/100 Dako +++ +++ -
Synaptophysin (p) 1/100 Dako +++ +++ -
Chromogranin (p) 1/500 Dako + ++ -
Ag S (m) 1/1000 186 Paris + ++ -
Rhodopsin (m) 1/10 U86 Paris

Pax-6 (p) 1/100 Pasteur Lille - - -

m = monaoclonal, p = polycional; the degrees of immunodetection in the tumor localization are indicated
by: + scattered positive tumor cells, ++ groups of positive tumor cells, +++ strong staining of many tumor

cells, — no detection.

of culture. A hypotonic solution (0.075 M
KCl) was followed by fixation in methanol
and glacial acetic acid 3 : 1 {v/v). Giemsa
trypsin G (GTG) and quinacrine fluorescein
Q (QFQ banding was used to evaluate the
centromeric heterochromatin. Karyotype was
determined by arranging all chromosomes
photographed in metaphase that were techni-
cally satisfactory according to the interna-
tional system for cytogenetic nomenclature
(ISCN) (ISCN 1985).

RNA preparation

Tissue RNA was prepared according to
the protocol of trizol reagent (BRL) which is
an improvement over the single-step RNA
isolation method [Chomczinsky and Sacchi
1987]. Briefly, tissues were lysed directly
with 1 ml of trizol and the cell lysates were
passed several times through a pipette. After
addition of 200 ul of chloroform the mixture
was shaken and centrifuged at 12,000 g for 15
min at 4 °C. The aqueous phase was trans-
ferred into a fresh tube with 500 pl of iso-

propylalcohol and the mixture was centri-
fugedat 12,000 g for 10 min at4°C. The RNA

- precipitate in the pellet was washed with 1 ml

of 75% ethanol, mixed and centrifuged at
7,500 g for 5 min at 4 °C. Total RNA was dis-
solved in 30 ul RNAse-free water and quanti-
fied by UV absorption where the ratio
ODsgoam : ODaggam Was 1.6 — 2.0 in all cases.
The amount of RNA varied between 4 and

8 ug.

Reverse transcription

One pg of total RNA was used for reverse
transcription  into complementary DNA
(cDNA). RNA was denatured for 3 min at
65 °C and incubated for 60 minat43 °C in a
final volume of 20 pl in the presence of
0.5 mM dNTP (Pharmacia), 0.0 M di-
thiothreitol, 0.5 oligo (d) 15 (Promega), 200
units superscript RNAse H-reverse transcrip-
tase (BRL) and 1 unit RNAs in (Promega) in
50 mM Tris-HCl, pH 8.3, 74 mM KCI and 3
mM MgCl,. Finally, the mixture was heated
to 95 °C for 5 min.



Vincent, Mirshari, Nicolas et al. 4

Lo SRTwT
o~ B

o -

Te v

Figure 2. A: An area of small cells adjacent to large and globular cells with vesicular nuclei bearing prominent
nucleolus; HE original magnification x 250. B: Large-cell areas surrounding a nodule of small cells; HE original
magnification x 250. C: Higher magnificaiton of large-cells and multinucleated giant cell with a prominent nucleo-
lus; HE, original magnification x 1,000. D: All the cells exhibit a strong paranuclear immunoreactivity for synapto-
physin; original magnification x 250. E: Large multinucieated cell with a diffuse intracytoplasmic immunoreactivity
for synaptophysin; original magnification x 1,000. F: Strong immunoreactivity for neurofilament within numerous
large cells; original magnification x 250, inset: higher magnification of this strong reactivity filling the cytoplasms
and the processes; original magnification x 400. G: A weak chromogranin immunoreactivity is found in nearly all
the cells; original magnification x 250. H: No immunoreactivity for Pax-6 in the small cells as well as in the large
cells; original magnification x 250. I: Immunoreactivity for vimentin strictly observed at the level vessel, original
magnification x 250. J: Immunohistochemical studies show that the large cells and few smali cells are strongly re-
active with arrestin; original magnification x 250. K: Lack of immunoreactivity for rhodopsin in both components.
L: In adjacent slides, a strong immunoreactivity for neurofilament is observed in large-cell cytoplasms and in their
processes while same cells are immunoreactive for arrestin (Figure 2j); original magnification x 400.
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Figure 3. The karyotype analysis of tumor cells (8 cells) shows an isochromosome 17q.

Polymerase chain reaction (PCR)

Sense and anti-sense oligonucleotide pri-
mer pairs were synthesized to match the se-
quences of Arrand B-actin as listed in Table 2.
PCR was performed with 6 pl of cDNA. The
assay mixture contained 2.5 units Tag DNA
polymerase (BRL), 200 uM respective
oligonucleotide primers, 10 mM Tris-HCl,
pH 8.3, 50 mM KCl and 1.5 mM MgCl, in a
volume of 50 pl. The mixture was overlaid
with mineral oil (Sigma) and amplified in a
thermal cycler (Crocodile III-Appligene).
Denaturation was carried out at 93 °C for |
min (3 min in the first cycle) followed by an
annealing step at 55 °C or 61 °C (depending
on primers) for 1 min and an extension step at

72 °C for 1 min (10 min in the last cycle) to a
total of 25 cycles for B-actin and 35 for Arr;
101 of PCR products were electrophoresed on
1.2% agarose (BRL) gels containing ethi-
dium bromide in 45 mM Tris borate and 1
mM EDTA (TBE buffer) [Sambrook et al.
1989]. A negative H,O control was amplified
to check the PCR [Ungerer et al. 1994].

Results

Histology

The tumor exhibited a biphasic pattern
(Figure 2). The main component consisted of
large cells with large and round vesicular nu-
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Table 2. Amino acid sequence of epitope from monocional antibody S2D2 to retinal arrestin in arrestin

and arrestin-like proteins.

S2D2

Arr 40 50
Bovine retina P ) D G \ Vv L \ D P E
Human retina P \ D G A" \Y L \Y D P E
Mouse retina P A D G \% \ L \ D P E
Rat pineal and retina P \% D G \' Vv L \% D P E
B Arr1

Bovine p-arrestin 1 P \ D G A L \ D P E
Rat p-arrestin 1 P Y G Y L Y D P E
BArmr2

Bovine arrestin 3 P \Y% D G \% \ L \% D P D
Human arrestin 3 P \Y bD. G \Y \% L A D P D
Rat B-arrestin 2 P \ D G A Vv L A D P D

X-Arr
Human X-arrestin P | D G

Figure 4. Agarose gel analysis of PCR products of medulloblastoma tumor cells by visual arrestin, B4, B,
arrestins and B actin-specific primers. The size of PCR products corresponded to the predicted length of 460
bp for B-actin, 480 and 346 for B,, B, arrestins, respectively, neither was observed for visual arrestin.

clei with bright red nucleoli mimicking an
intranuclear inclusion. Their cytoplasm was
eosinophilic but lacking hyalin inclusion
(Figure 2B,C). Extensive lack of necrosis and
was common in the large-cell fields. Inter-
mingled with the first component, often with
abrupt transitions, sheets of dense small cells
displayed round regular nuclei (Figure 2A).
Few scattered Homer-Wright rosettes were
present. Some transitional cells might be seen
between the 2 components. Mitoses were fre-
quent in both cell types. :

Immunohistochemistry

The results of immunohistochemical
study are summarized in Table 1. Synapto-

physin and NSE expression was found in 90%
of the cells either as a rim close to the nucleus
in the small cell component or as a large inclu-
sion occupying the cytoplasm of the large-
cell component (Figure 2D,E).

A weaker expression for chromogranin
was found (Figure 2G). Cells corresponded
to reactive cells. The large and smali cells re-
mained consistently negative o smooth mus-
cle actin (a-actin), desmin, epithelial mem-
brane antigen (EMA), myosin, protein S100
(PS100) and keratin. A strong perinuclear and
cytoplasmic expression of neurofilament pro-
tein (NFP) and Arr was observed in 55% of the
large cells (Figure 2F,J,L). On consecutive
sections, neurofilament and Arr positivities
were found in the same cells. On the other
hand, a lack of rhodopsin immunoreactivity
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was always observed despite several trials
with positive retina controls (Figure 2K).
Neither immunoreactivity with developmen-
tal neurofilaments nor PAX-6 nuclear reac-
tivity was found in the 2 components (Figure
2H). They both displayed the same rate of
Mib-1 reactivity (27%).

Cytogenetic analysis

Cytogenetic analysis was obtained from
karyotype directly after a 3-hour collagenase
treatment. Chromosomal analysis was per-
formed by routine cytogenetic technique; R
banding technique was used for chromosomal
identification. It showed the following
karyotype: 38 — 45, x, —x, inv(1)(p21; g23),
-10, -14, i(17)(gl0) or dup(l7)(gl2;
g25)cp[8] (Figure 3).

PCR analysis

To determine the levels of for visual Arr,
B; Arr, B, Arr and B-actin, PCR was carried
out with RNA prepared from tumor cells. Fig-
ure 4 shows the PCR products analyzed on
agarose gels. 3 Arr, $, Arr and B-actin prim-
ers were used. The size of the PCR products
corresponded to the predicted lengths as pre-
sented in Table 2. PCR analysis confirmed the
presence of mRNA for B Arr and B, Arr but
not visual Arr in MB tumor cells.

Discussion

The present case fulfills the histological,
immunophenotypical and cytogenetic criteria
for LCMB. Moreover, the very aggressive
behavior despite radio- and chemotherapy
supports the original concept of the poor pro-
gnosis associated with this variant. Immuno-
phenotypes observed in this neoplasm were
similar to those observed in some classic MB
for synaptophysin [Burger et al. 1987],
neurofilament [Gould et al. 1990, Tremblay
etal. 19857 and Arr [Korfet al. 1987]. Thus,
the presence of such differentiation in the
posterior fossa confirmed the multipotenti-
ality arnd the memory of germinative cells.
Nevertheless, numerous cells (~ 55%) were
clearly immunoreactive with Arr, which actu-

ally is unusual. Furthermore, these cells lack
rhodopsin immunoreactivity in opposition to
other MBs tested in our laboratory and in pre-
vious reports [Czerwionka et al. 1989, Korfet
al. 1987]. Interestingly, this immunoreactive
profile was never found in 4 kindly commit-
ted LCMBs and 2 committed anaplastic MBs
(personal data). On the other hand, the ex-
pression of vimentin was never noticed in our
case but observed as well in LCMBs as in
anaplastic MBs.

The monoclonal antibodies used for this
study recognized all Arr-like proteins (Figure
4). Recent studies suggest a significant diver-
sity in the Arr gene family with 4 mammalian
Arrs having been identified to date [Craft et
al. 1994, Lohse et al. 1990, Shinohara et al.
1987]. The mammalian Arrs included visual
Arr, which is predominantly localized in rods
and appears to play a primary role in quench-
ing phototransduction [Kuhn and Wilden
1987, Kuhn et al. 1984]; B-Arr which may
play arole in desensitization of B,-adrenergic
receptor [Lohse etal. 1990, 1992]; Arr3 (also
termed B-Arr 2) may interact with the (3,-
adrenergic receptor and may be with odorant
receptor [Dawson et al. 1993, Rapoport et al.
1992, Sterne-Marx et al. 1993] and a reti-
nal-specific Arr termed X-Arr [Murakami et
al. 1993] or C-Arr [Craft et al. 1994]. By RT
and RT-PCR method using primers for B, B,
and visual Arr, we demonstrate a correspond-
ing mRNA for ;, B, Arrs but not for the vi-
sual Arr. These results are in agreement with
absence of rhodopsin (photopigment) and
PAX-6 (neuroretina-specific enhancer) [Plaza
et al. 1995] immunoreactivity in these tumor
cells although PAX-6 immunoreactivity has
never been observed in differentiated cell nu-
clei in our personal experience [Vincent et al.
1996]. Finally, our data suggest that this
LCMB has no photoreceptor characteriza-
tion.

In MBs cells, several G-protein-coupled
receptors have been described in particular
somatostatin and substance P [Gould et al.
1990]. Here, the amplification of a stimu-
lus-mediated signal is achieved by the ago-
nist-mediated receptor activation of several
G-proteins as well as by the enzymatic con-
version of the effector molecules modulated
by G-proteins. Deactivation of these recep-
tors involves G-protein-coupled receptor kin-
ases [Freedman et al. 1995] and Arr [Fergu-
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son et al. 1996]. Similarly, B-Arr but not
visual Arr acts as clathrin adaptor in the
endocytosis of B,-adrenergic receptor [Good-
man et al. 1996]. Thus, tumor cell Arr could
be implicated in receptor desensitization and
receptor internalization.

Cytogenetic determination of the karyo-
typic profile of this tumor showed an i(17q).
Approximately 50% of MB show this change
{Griffin et al. 1988]. The recent characteriza-
tion of p53 as an important tumor suppressor
gene and its localization to chromosome 17p
has made it a possible candidate as a tumor
suppressor gene in MBs.

In summary, this case report corresponds
to a new LCMB subtype which presents a
new immunophenotype (B-arrestin). It em-
phasizes the interest of systematic immuno-
histochemical studies of synaptophysin,
arrestin and rhodopsin. The lack of rhodopsin
in cells dramatically reactive with arrestin
could be a significant finding about the pres-
ence of another type of arrestin, unfortunately
associated with a poor prognosis despite the
patient’s age. The study of B,-adrenergic re-
ceptor machinery deserves further study of its
pathogenetic role and possible therapeutic
implications.
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Abstract. This report concerns a 3-
month-old boy where neuroimaging exami-
nation showed a large, well-circumscribed,
mildly heterogeneous tumor arising in the left
ventricle. Pathological findings were compat-
ible with a medulloepithelioma. A survey
of published cases of medulloepitheliomas
showed this tumor to be highly malignant,
possibly displaying the entire range of differ-
entiation from embryonal primitive neuro-
epithelium to mature cells and usually involv-
ing the cerebral hemispheres with a very poor
prognosis in this location. On the other hand,
medulloepitheliomas occurring in the eye or
the orbit generally benefit from a gross-total
resection and may present a good prognosis.
Curiously, the patient reported here is doing
well 7 years after the resection without any
postoperative treatment. The exclusive intra-
ventricular location of the tumor and its
gross-total resection clearly seems to have
contributed to this unusual recovery.

Introduction

Medulloepitheliomas are generally con-
sidered to be the most malignant cerebral tu-
mors. The overall published survival time was
dismal with a median duration of 5 months
[Molloy et al. 1996]. Medulleepitheliomas are
rare tumors of the primitive medullary epithe-
lium. The histopathological characteristics
mainly consist of a net-like pattern of pseudo-
stratified primitive-like epithelium, associated
with focal areas displaying multiple lines of
differentiation including neuronal, glial and
mesenchymal elements [Auer and Becker
1983, Bonninet al. 1984, Caccamo et al. 1989,
Cruz-Sanchez et al. 1988, Jellinger 1972,
Karch and Urich 1972, Molloy et al. 1996,
Scheithauer and Rubinstein 1979]. The fine
structure of the medulloepithelioma is similar

to that of a fetal neural tube with the associa-
tion of cells with different developmental
features. In the present paper, the immuno-
chemical and ultrastructural characteristics of
medulloepithelioma are reviewed and a new
case is added, which is of interest for its un-
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usual location and the remarkable prognosis. -

Case report

A 3-month-old boy was admitted to the
hospital with vomiting that had started 24
hours before. Rapidly the fontanels were dis-
tended and the baby became subcomatous. A
derivation improved the baby’s state and MRI
examinations showed a 6 cm lobulated mass
in the body and atrium of the right lateral ven-
tricle. This mass was fixed on the choroid
plexus (Figure la,b,c).

Surgery revealed a large hemorrhagic tu-
mor presenting a cauliflower aspect.

Despite the voluminous size of the tumor,
a complete resection was attempted with suc-
cess. The subsequent course was uneventful.
Secondly, a hydrocephaly appeared, con-
firmed through computerized tomography
which revealed no evidence of any tumor.
Retroperitoneal derivation was placed fol-
lowed by the baby’s improvement. No abnor-
mal cells were ever found through CSF exam-
inations during the following 48 months.

Methods

Some surgical fragments were fixed in
acetic acid formaldehyde-ethanol and em-
bedded in paraffin for light microscopy. The
paraffin sections were stained by hematoxy-
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Figure 1a,c. Coronal post-contrast T,-weighted MR scan shows lobulated mass in the body and atrium of
the right lateral ventricle. Lateral ventricle are enlarged. Note the intense enhancement of the mass when
compared with Figure b; b: sagittal post-contrast T,-weighted image shows an homogeneously enhancing
mass in the atrium of the right lateral ventricle. Some slight surface lobulation is apparent. Ventricular wall is
well-defined and hypointensity of adjacent brain parenchyma suggests edema.

Table 1. Summary of results obtained with immunohistochemistry.

Antibody (Type) Dilution Source ~ Tumor localization
NTL Patterniess areas Differentiated Vessels
papitlary lining

GFAP (p) 1/500 Dako - + ++ -
Protein S100 (p) 1/400 Dako - + ++

EMA (m) 1/100 Dako a+ + + +
Cytokeratin (m) 1/50 Immunotech a+++ - + -
Vimentin (m) 1/50 Dako b+++ + b+ ++
Actin (m) 1 Amersham - - - +
Desmin (m) 1/20 Sigma - - - +
a-actin {(m) 1 immunotech - - - ++
Myosin {(p) 1/20 Sigma - - - -
B-tubuiin (m) 1/100 Amersham d++ d+ - -
NSE (p) 1/200 Dako d++ d++ d++ -
NFP (m) 1/100 Dako - - - -
NFP 68 (m) 1/40 Sigma - - - -
NFP 120 (m) 1/40 Sigma - - - -
NFP 200 (m) 1/40 Sigma - - - -
SYN (p) 1/100 Dako - ++ - -
Chromogranin (p) 1/500 Dako - ++ - -
AgS (p) 1/1000 U86 Paris - - - -
Pax-6 (p) (30) 1/100 Pasteur - - - -
Engrailed (30) (EN) 1/100 Pasteur - - - -
Gastrin 1100 Dako - - - -
VIP 1/100 Menarini - - - -

a=apical surface, b = basal surface, d = diffuse in the cytoplasm, m = monoclonal, p = polyclonal, + = scattered positive cells, ++ = groups
of positive cells, +++ = strong staining of many tumor cells.

lin-eosin (HE), periodic acid-Schiff (PAS),
Alcian blue and Wilder for reticulin. Other
fragments of 1 mm thickness were fixed in 2.5
glutaraldehyde and cacodylate buffer, post-
fixed in 1% osmic acid solution in 0.4 mol/l
cacodylate buffer and embedded in epoxy
resin. Ultrathin sections were cut and con-

trasted with uranyl acetate and lead citrate.
For immunohistochemical study of cellular
antigens, 5 pm thick paraffin slides of surgi-
cal material were treated with corresponding
antisera summarized in Table 1 and stained
with the avidin-biotin complex (ABC) meth-
od from Dakopatts.
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The immunoreactivities of Pax-6, En-
grailed-2 (EN) and MIB-1 detecting the
Ki-67 antigen were enhanced using fixation
and microwave enhancement. Percent MIB-1
labeling was quantified by counting stained
and unstained nuclei in 10 high-power fields
(approximately 1,600 cells).

Results

Gross examination revealed a cauli-
flower-shaped tumor showing the character-
istic pattern of a papilloma. However, some
unusual gray-tan solid portions were noticed.

The histological examination again showed
the papillary pattern associated with a net-like
pattern of pseudostratified primitive-like epi-
thelium arranged in well-defined gland-like
structures and tubes called neural tube-like
(NTL) by Molloy et al. [1996] (Figure 2a,b).
These tall pseudostratified columnar cells cov-
ering papillary, tube or trabecular structures
presented hyperchromatic long cigar-shaped
nuclei. Mitotic figures were frequent and some-
what more frequent in the luminal cell of the tu-
bular and papillary spaces (Figure 2b). This
pseudostratified epithelium was outlined by ap-
parent internal and external PAS limitant mem-
branes. Merging with the dominant cell pattern,

several other arrangements were scattered -

throughout the tumor. At a few points, ran-
domly dense cellular, patternless areas contain-
ing undifferentiated cells with irregular hyper-
chromatic nuclei could be seen to lie in direct
continuity with the columnar pseudostratified
epithelium (Figure 2a).

The NTL and undifferentiated areas
rested upon a stroma which was predomi-
nantly vascular consisting of scant fibrous
material and numerous capillaries never
showing the endothelial capillary prolifera-
tion, characteristic of malignant gliomas.

The differentiation markers used in this
study are summarized in Table 1. Only vi-
mentin was found overlining the internal
membrane or in scattered cytoplasms of the
NTL cells (Figure 2d). EMA and cytokeratin
were randomly observed as regular dotted
lines localized either at the luminal surface of
the NTL or at the luminal surface of the dense
cellular, patternless areas (Figure 2h). In the
small clumps or clusters of round cells and in
the patternless areas, scattered delicate im-

munoreactivities for GFAP, synaptophysin
(SYN) or chromogranin were observed (Fig-
ure 2e,f,g). Neither immunoreactivities with
different neurofilaments were found nor for
o-actin, actin, myosin, S antigen (arrestin),
VIP and gastrin components. Numerous cells
in the NTL and patternless areas were immuno-
reactive for the p-tubulin as well as for NSE.

Several attempts did not show positive
findings neither with Pax-6 nor with EN. Pro-
liferative activity studied with MIB-1 showed
a higher number of positive nuclei in the NTL
than in the patternless areas (respectively
32% and 23%) (Figure 2c).

Electron microscopic examination dis-
closed a very primitive undifferentiated epi-
thelium. The major component displayed
poorly differentiated cells containing a large
long-shaped nucleus with a high nucleo-cyto-
plasmic ratio. The cytoplasm contained a few
organelles including mitochondria, Golgi ap-
paratus, ribosomes and scattered endoplas-
mic reticulum (Figure 3a,b). No filamentous
material or microtubules could be identified.
The nuclei were large with an irregular distri-
bution of a fine chromatin with a small nucle-
olus. The luminal surface of the epithelium
surface was mostly smooth without any sur-
face differentiations such as microvilli, cilia

...or centrosomes (Figures 3a, 4a). Extensive

cell junction complexes consisting of long
segments of thickened plasma membranes
without filamentous material were found at
the lateral surface of the cells near the surface
of the epithelium (gap junction) (Figures 3b,
4a,b). The basal surface of the epithelial layer
rested on a distinct, continuous, often folded
basal membrane. In the patternless areas, the
cells were quite isomorphic and polygonal
with a nucleus displaying a coarsely-granular
chromatin forming small aggregates at the
nuclear membrane. A few scattered celis
showed a denser cytoplasm with more or less
irregularly-shaped nuclei. Their cytoplasms
were more abundant and contained many
organelles including Golgi apparatus, large
mitochondria, developed rough endoplasmic
reticulum and polysomes (Figure 4b). Some
secretory vesicles with a central dense core
were identified in some processes. These pro-
cesses were observed close to the dense dif-
ferentiated cells. In some papillary areas or
tubes, desmosome complexes and a few basal
complexes associated with rare cilia project-

Coarisintaieiaflestidbanm
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Figure 2a,b. Tubular and papillary structures forming the major component of the tumor merged into dense
patternless areas. Papillary, tubular or ribbon-like formations are formed of pseudostratified cells of variable
height. Mitotic figures were frequent near the luminal surface (arrows). HE original magnification x 400; c:
MIB-1 expression in papillary formations with a high MIB-1 index, original magnification x 400; d, e: vimentin
(d) and GFA protein (e) immunostainings on consecutive slides. GFA protein immunostaining is observed in
the patternless areas and notin the papillary or tubular formations. Vimentin immunostaining is shown in the
same areas as well as in the papillary, tubular formations and vascular basal membrane, original magnifica-
tion x 250; f,g,h: consecutive slides of the patterniess area observed in a and respectively immunostained
with chromogranin, synaptophysin and cytokeratin, original magnification x 250; f: only the patternless area
cells show a cytoplasmic chromogranin immunostaining while no immunostaining was observed within the
columnar cells; g: synaptophysin immunostaining is more delicate and found around the cells in the same lo-
cation as chromogranin immunostaining; h: dotted line: cytokeratin immunostaining only observed at the
luminal surface of the patternless area.

ing into the lumina or microvilli at the lu- More frequently, the cells were densely
minal surface were also found. These find- arranged and only separated by small gaps
ings were rare and probably were reminiscent  (Figure 4a,b). Mitoses were frequent and
of occasional ependymal (cilia) or choroidal  tended to abound near the luminal surface of
(desmosomes, microvilli) differentiation.  the columnar epithelium. '
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Figure 3a,b. Tube formation. The luminal surface shows amorphous material. Rare lobulated microviili are
better seen with a higher magnification (b) as well as the long-shaped junction complexes near the lumen (ar-
row). Apical cell surface lacks cilia; a x 2,600, b x 10,550.

Discussion histological feature is the presence ot primi-
tive pseudostratified epithelium. Molloy etal.

The medulloepithelioma is a rare primi- = [1996] in a report of § cases with a review of
tive  neuroectodermal tumor whose main literature gave the histological and immuno-
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Figureda,b. Papillary structure displaying uniformity of nuclei and scarcity of cytoplasm which contains few
organelles. Gap junctions are observed between the celis except those located near the luminal part which
are joined with junction complexes. One cell exhibits a denser cytoplasm with numerous mitochondria, poly-
somes and clear vesicles (arrow) better seen with the Figure b magnification; a x 2,600, b x 13,800.

histological characteristics. The present case
appeared to fulfill most of their criteria as
well as the histological criteria originally laid
down by Bailey and Cushing [1926]. The re-

ported case displayed extensive papillary and
tubular formations and some highly-cellular
patternless areas of cells, the latter presenting
divergent differentiation into glial and neuro-
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nal cell lines. Altogether, these features corre-
spond to the previous descriptions of medul-
loepithelioma reported by Molloy et al.
[1996]. However, in the present tumor, there
are some features of ependymal and choroidal
differentiations, but the luminal cell surfaces
were smooth without microvilli or cilia ru-
ling out the possible diagnoses of carcinoma
of choroid plexus, malignant papillary
ependymoma or even diagnosis of a benign
tubular adenoma of the choroid plexus [Varga
et al. 1996]. Moreover, the previous diag-
noses did not fit in with the presence of
neuronal cells identified with synaptophysin
and chromogranin mixed with GFAP cells in
an intraventricular tumor without infiltration
of the adjacent parenchyma. Interestingly, the

presence of these components, immunohisto- .

logically well identified in these patternless
areas, confirmed the statement of Jellinger
[1972] who ascertained that these cells were
adequate to primitive cells of the germinal
matrix next to the lumen of the original neural
tube and that the presence of glial cell differ-
entiation is adequate to the third stage of
cytogenesis. Even though ependymal differ-
entiation was rarely found, this differentia-
tion is suggested by the presence of a dotted
line cytokeratin reactivity at the luminal sur-
face and could represent the maturation of re-
sidual germinative cells that have remained
situated next to the lumen of the original neu-
ral tube, also occurring in the third stage of
cytogenesis [Jellinger 1972]. In our case,
immunchistochemical studies showed reac-
tivity for vimentin and f-tubulin as in some
previous reports [Caccamo et al. 1989,
Figarella-Branger et al. 1992, Molloy et al.
1996]. Vimentin is the first intermediate fila-
ment protein demonstrated in the early stage
of the developing mammalian neural tube
[Sasaki et al. 1988]. The B-tubulin appears to
be expressed selectively in neurons of the
central and peripheral nervous systems and in
Sertoli cells of the testis [Frankfurter et al.
1986] and according to Caccamo et al.
[1989], it appears to be one of the earliest and
most specific markers indicative of differenti-
ation along a neuronal lineage. On the other
hand, the dotted line luminal reactivity for
cytokeratin and, to a lesser degree, for EMA
seems difficult to elucidate and were previ-
ously reported in an ectopic .intrapelvic
medulloepithelioma [Figarella-Branger et al.

1992]. This peculiar dotted line reactivity was
found in 2 different laboratories using differ-
ent methods. Thus, this reactivity seems to be
significant. It might correspond to foci of
ependymal or choroid differentiation since
some tumor areas showed ependymal and
choroid features and since immunoreactivity
for cytokeratin was demonstrated in some
ependymomas and choroid plexus papillo-
mas [Mannoji and Becker 1988]. However,
the cytokeratin reactivity is exclusively ob-
served at the luminal side of the columnar
epithelial cells even though columnar cells
overlined the patternless areas where synap-
tophysin and GFAP reactivities were always
found. These areas definitely correspond to
germinative matrix and not to an infiltration
of achoroid plexus carcinoma since the tumor
was exclusively intraventricular. It was dem-
onstrated that the cytokeratin antibodies did
not stain some epithelia, including the neural
plate and the neural tube [Erickson et al.
1978]. During formation of germ cell layers,
cytokeratin expression is associated with the
appearance of an integral epithelium (ecto-
derm), whereas vimentin expression is asso-
ciated with cells that detatch and migrate
from this epithelium [Pollak and Friede
1977]. The central nervous system (CNS)
arises from the neural plate, a cytologically-

- homogeneous sheet of epithelial cells that

form the dorsal surface of the gastrula-stage
embryo. The neural plate subsequently rolls
up on its anteroposterior axis to form a tube.
These early morphological features of the
neuraxis are accompanied by position-
specific expression of developmental control
genes. Neural fate is imparted to competent
ectoderm by signals. According to Scheit-
hauer and Rubinstein [1979], medullo-
epitheliomas may express all the stages of
central neurogenic maturation from the most
embryonal to the most differentiated cell
types in a single tumor. In the normal course
of events, some genes and/or factors antago-
nize the signal mediated by the transforming
growth factor-8 (TGF-B)-like protein and the
bone morphogenic protein 4 (BMP4), which
represses neural and promotes epidermal cell
fate [Troost et al. 1990]. These genes could be
impaired somewhere in the multiple NTL.
The probable production of partial loss-of-
function as well as gain-of-function muta-
tions in medulloepithelioma could explain
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the retaining of some intermediate-filament
types like cytokeratin observed at the luminal
part of some dense cellular patternless areas
in this tumor.

The studies carried out with pax-6 and EN
did not reveal any reactivity in any of medul-
loepitheliomas analyzed (n = 4) (personal
data unpublished) unlike our previous results
obtained with medulloblastomas [Vincent et
al. 1996]. Pax-6 and EN correspond to 2 ho-
meobox proteins involved in the trans-
criptional regulation coordinating the CNS
development [Davis et al. 1991, Hanks et al.
1995, Martin et al. 1992, Turque et al. 1994,
Walther and Gruss 1991]. These results could
be of some interest since both genes became
involved in the embryogenesis later than the
neural induction. They are involved in the
regionalization and patterning stage [Joyner
and Guillemot 1994]. EN-1 is first detected at
the 1 somite stage [McMahon et al. 1992]
whereas pax-6 is detected a few hours later, at
the 4 somite stage, like EN-2 [McMahon et al.
1992, Walther and Gruss 1991]. Moreover,
pax-6 is mostly expressed in the optic cup, in
the ventricular zone and the external granular
layer of the developing cerebellum and we
did not find pax-6 expression in supraten-
torial PNET [Vincent et al. 1996]. EN-1 and
EN-2 have been identified, both expressed in
a band in the early neural plate around the
mid/hindbrain junction [McMahon et al.
1992] and we only found EN in 2 supraten-
torial PNET out of 3 [Vincent et al. 1996].
These results suggest that sometimes the af-
fected supratentorial regions do not corre-
spond with the domain of expression of these
homeobox-containing genes and finally con-
firmed that medulloepitheliomas derived
from the very first stage of the induction of the
neuroepithelium before EN and pax-6 in-
volvement.

The precise relationship of medulloepi-
thelioma to teratoma has been the subject of
debate [Scheithauer and Rubinstein 1979],
since both share the dual features of being
embryonal and multipotential. However, the
major distinction of course lies in the more re-
stricted differentiating potential of the medul-
loepithelioma. On the other hand, ependymo-
blastoma and medulloepithelioma could be a
subject of debate. At the histological level,
ependymoblastoma features were usually
found along with the ependymal differentia-

tion in medulloepitheliomas [Caccamo et al.
1989. Deck 1969. Molloy ct al. 1996,
Scheithauer and Rubinstein 1979]. Immuno-
histological studies showed positive Vim and
S-100 in ependymoblastomas [Cruz-Sanchez
etal. 1988. 1991] and in medulloepitheliomas
with ependymal differentiation [Auer and
Becker 1983] as in the present case. By elec-
tron microscopy, ependymoblastomas share
the same features [Cruz-Sanchez et al. 1988§]
as medulloepitheliomas [Figarella-Branger et
al. 1992, Page 1989, Troost et al. 1990] as we
have seen in this present report. Ependymo-
blastomas and medulloepitheliomas share the
same poor prognosis [Cervoni et al. 1995].
Given these similarities between both tumors.
one could propose that ependymoblastoma
was a predominant histological component
among a medulloepithelioma which usually
displays other neural and glial components.
Moreover, 2 tumors previously diagnosed
ependymoblastomas have presented an obvi-
ous pattern of medulloepithelioma in their re-
spective recurrences (personal data). Alto-
gether, this data about ependymoblastoma
and medulloblastoma suggest that we are ob-
serving different stages of neural cell fate of
the early development events.

As Molloy et al. [1996] have said earlier.
the prognosis of medulloepithelioma is very
poor with a median duration of 5 months. and
only long-term medulloepithelioma survi-
vors were observed after gross-total resec-
tions at diagnosis (respectively alive > 161
and > 44 months). The patients with intra-
orbital medulloepithelioma exhibit a much
less malignant course and are mostly and only
treated with enucleation and they do not show
any recurrence [Monchy et al. 1993, Shields
et al. 1996]. Our present case of medulloepi-
thelioma was intraventricular without infil-
tration of the neighboring cerebral tissue. No
other treatment except surgery could be pro-
posed at 3 months of age. Seven years (89
months) later, the child has a perfect long-
term survival without recurrence. According
to Molloy et al. [1996], the best treatment of
medulloepithelioma seems to be a gross-total
resection which is perfectly feasible and in
fact done in the intraorbital location. The ab-
sence of infiltration and the possible gross
resection could basically explain the good re-
covery of the patients and the present intra-
ventricular case seems to confirm this fact.
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BACKGROUND. The expression of the Ca?*-binding protein calbindin-D,,, was
analyzed in medulloblastomas in relation to clinical features and other biologic
markers related to cell proliferation, differentiation, p53, and cerebellar develop-
mental regulated gene expression.

METHODS. Immunohistochemistry was carried out on histologic slides from a first
retrospective series of 29 nonmetastatic and 10 metastatic medulloblastoma for-
malin-fixed, paraffin-embedded tissues, using specific antibodies against calbi-
ndin-D,g,, calretinin, a-parvalbumin and g-parvalbumin, and $100 proteins. In-
formed consent was obtained from the subjects and/or guardians. Other biologic
markers for differentiation, cell proliferation, the expression of the p53 tumor
suppressor gene protein, and cerebellar developmental regulated genes were sim-
ilarly investigated. A second series of 16 medulloblastomas from young patients
(younger than 15 years) was added in order to validate the results obtained in the
first series.

RESULTS. Of all the markers investigated, only calbindin-D,g was significantly
associated with prognosis. Survival and remission (i.e. recurrence free) time anai-
ysis performed on all the cases (n = 55) confirmed a high risk of death (P = 0.004)
and recurrence (P = 0.003) associated with calbindin-positivity. As calbindin-
positivity was predominantly observed in tumors from young patients, the authors
confirmed its prognostic value in the subgroup of patients younger than 15 years
(n = 37). Cox regression analysis showed a significant and independent prognostic
value for calbindin expression and, to a lesser extent, the type of surgery (total or
subtotal). Three risk groups were thus identified, distinguishing among the cases
characterized by a total resection and calbindin-negativity (good prognosis), by a
subtotal resection and calbindin-negativity (intermediary), and by calbindin-pos-
itivity (bad prognosis).

GCONGLUSIONS. The current study suggests that calbindin-positive medulioblasto-
mas represent a subclass of aggressive tumors more frequently seen in younger
patients. Cancer 2002;95:410-9. © 2002 American Cancer Society.

DOI 10.1002/cner. 10666

KEYWORDS: brain medulloblastoma, calbindin-D,,, €a®*-binding protein, recur-
rence, prognosis.

he brain is the organ most frequently involved in pediatric cancer.

Twenty five percent of all pediatric tumors are located in this
organ. Medulloblastoma, an embryonal tumor of the cerebellum,
accounts for 20% of all brain tumors. This highly aggressive tumor is
prone to metastasize within the central nervous system. At the time of
presentation, 5-30% are typically reported with metastasis.' The sur-
vival of patients with medullioblastomas treated with modern therapy
ranges from 50 to 70% at 5 years, and from 30 to 50% at 10 years.>>
Despite aggressive surgery and chemotherapy combined with whole
brain irradiation and cranio-spinal radiation, the outcome of children
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with medulloblastomas has not significantly improved
over the last 20 years. In contrast to other childhood
tumors, there are no well-recognized pathologic, cy-
togenetic, or genetic markers for medulloblastomas
able to discriminate between good and poor progno-
sis.?

Since Ca®*-binding proteins are involved in the
regulation of cell proliferation, programmed -cell
death, and motility,> we investigated the expression of
calbindin-D,g, calretinin, parvalbumins, and different
$100 proteins in a group of patients suffering from
medulloblastomas. We studied these proteins in the
blue round tumor cell population (characteristic of
medulloblastomas) to evaluate if any correlation exists
between their expression levels and clinical presenta-
tion, outcome, and other biologic markers for cell
proliferation, p53 protein expression, cerebellar devel-
opment, and differentiation.

The current data show that the expression of cal-
bindin-D,g, in tumor cells was highly associated with
a poor prognosis and a high risk of tumor recurrence.

MATERIALS AND METHODS

Clinical Data

Two series of medulloblastomas were taken into ac-
count in the cwrent study. All the diagnoses were
established according to World Health Organization
classification.® For homogeneity, the two series fo-
cused on diffuse medulloblastomas only and did not
include nodular medulloblastomas, large cell medul-
loblastomas, or rhabdeid teratoid tumors. All the tu-
mors were localized in the posterior fossa.

The first series of 39 cases was obtained from the
Roger Salengro University Hospital, Lille, France. A
second series of 16 cases, from the Children’s Univer-
sity Hospital, Brussels, Belgium, was added to confirm
the results observed within the young patient popula-
tion of the first series. The clinical characteristics of
these two series are detailed in Table 1. All patients
underwent initial surgery and craniospinal radiother-
apy with a boost in the posterior fossa. Except for nine
patients without metastasis at the time of diagnosis,
all patients also underwent sandwich chemotherapy.
From 1993 chemotherapy was administered according
to the Société Francaise d'Oncologie Pédiatrique pro-
tocols for medulloblastomas. In these protocols che-
motherapy consists of two courses of eight drugs in
one day,’ followed by two courses of VP-16/carbopla-
tin given before radiation. For high-risk patients (sub-
total resection, metastatic disease), these four courses
of chemotherapy were also given after radiation.

Three patients of this series who were treated
before 1993 received chemotherapy according to the
International Society of Pediatric Oncology protocol.?

TABLE 1
Clinical Data
Characteristic Series 1 Series 2
Number of patients 39 16
Study peried 12/1992—09/1997  08/1987—06/2001
Male/female ratio 23:16 133
Ages (years): range {median)* 2-54 (12) I-14 (8)
Complete/subtotal removal 2118 11/4
Presence of metastases® 10 5
Number of patients who died (mean

survival time) 20 (18 months) 8 (17 months)
Number of patients who survived (mean

survival time} 19 (49 menths) 8 (30 months)
Recurrence (mean time) 20 (12 months) 7 (14 months)

4 At the time of diagnosis (i.e., a few days before surgery).
b Detected by magnetic resonance imaging or cerebrospinal fluid analysis at the time of diagnosis.

Immunophenetypic Analysis
The tissue specimens were fixed in AFA (acetic acid [5
vol}, formaldehyde [20 voll, and alcohol [75 vol]} and
embedded in paraffin. Five pm-thick sections taken
from each specimen were subjected to processing with
the various antibodies under study and kit reagents.
Six antibodies were routinely applied. They in-
volved glial fibrillary acidic protein (DAKO, Glostrup,
DK), neurofilaments (DAKO)}, neuron-specific enolase
{DAKO), chromogranin A (DAKO), synaptophysin
(DAKQ), and cytokeratins (Immunotech, Marseille,
France). Furthermore, Dr. S. Simon, M.D. from the
Pasteur Institute, Lille, provided us with sera directed
against the PAX-6 gene and the Engrailed protein
(EN), two cerebellar developmental regulated genes
which might play a role in cerebellar tumors®*? and
which have been shown to be expressed at a high
frequency in medulloblastomas.®* An antibody
against the retineal S-antigen (S-Ag), a marker for cells
differentiating along the photoreceptor lineage, was
provided by Dr. M. Mirshahi, M.D.** Incubations with
these antibodies were carried out at 25 °C + 1 °C for
2.5 hours (PAX-6 and EN) or 1 hour (S-Ag) at dilutions
of 1/100 for PAX-6 and EN and 1/1000 for S-Ag.

p53, PCNA, and MIB-1 Immunohistochemistry

For p53 immunostaining the immunoglobulin G1 anti-
human p53 monoclonal antibody labeled PAB 1801 (di-
lutdon 1/50; Biogenex, San Ramon, CA) was used as
described previously.'® The methodology to determine
the growth fraction by means of the monoclonal MIB-1
antibedy (code no. 0505, dilution 1/50; Immunotech SA,
Marseille, France) was used as described previously.l”
The proliferating cell nuclear antigen (PCNA) monoclo-
nal antibody {clone PC10, ref. H7116; dilution 1/50;
DAKO) was used to determine the percentage of the
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tumor cells in the S-phase of the cell cycle, as described
by McKeever et al.}®

The percentages of the p53 immunopositive tu-
mor cells and DNA duplicating cells (i.e., PCNA im-
munopositive cells) were assessed in 20 distinct fields
{x400) randomly selected in the tumor sections. Sim-
ilarly to Grotzer et al.,'® proliferation indices were
determined by counting MIB-1 immunopositive tu-
mor cells either in the highest staining region (hot spot
MIB-1, labeled HS-MIB1), or in 20 randomly chosen
fields (random MIB-1, labeled R-MIB1).

Calcium-binding Protein Inmunohistochemistry

As previously detailed,”® incubation with specific an-
tibodies was carried out at 25 °C + 1 °C for 60 minutes
at the dilutions described below for each probe. The
extent of the specifically bound antibodies was shown
by avidin-biotin-peroxidase complex kit reagents
(Vector Labs, Burlingame, CA), with diaminobenzi-
dine/H,0, as the chromogenic substrates. The control
reactions for each of the different markers under study
included the omission of the incubation step for the
primary antibody. Counterstaining with Toluidine
Blue concluded the processing.

The antibodies against calcium-binding proteins
under study concemned calbindin-D,g, calretinin, ¢-,
and g-parvalbumin, and six S100 proteins.

A monoclenal anti-calbindin-D,g, antibody and a
goat antibody to calretinin were purchased from
SWant (Bellinzona, Switzerland). The anti-human re-
combinant parvalbumin sera were raised in rabbit as
detailed previously.*' The antibody dilutions were
1/6000 for calbindin-D,g, 1/2000 for calretinin, and
1/1000 for o- and B-parvalbumin.

The anti-human recombinant S100 sera were
raised in rabbits (S100A3, S100A5, S100B) and goats
(S100A1, S100A4, S100A6) as detailed previously.”**
The dilutions used for the S100 antibodies were
1/2000 for S100A1, 1/2000 for S100A3, 1/2000 for
S100A4, 1/500 for S100A5, 1/10,000 for S100A6, and
1/10,000 for S100B.

Evaluation of Immunchistochemic Staining Relating to
Ca®*-binding Proteins

The analysis was carried out according to the meth-
odology adapted from Gamallo et al.2® This method-
ology was successfully used for evaluating expression
of different S100 proteins in colon tumors®” and vali-
dated for various tumor types, including medulloblas-
tomas.”® For each calcium-binding protein we esti-
mated the abundance of immunoreactive -cells
{labeling index {LI] variable) and the staining intensity
(staining intensity {SI] variable) in the blue round tu-
mor cells, as illustrated in Fig. 1. The LI variable was

graded from 0 to 2 by counting the percentage of
positive cells in at least 20 fields (x400) per specimen.
The LI scores were 0 in the absence of staining (or
staining equivalent to background staining in the neg-
ative control), 1 when 1-30% of cells were reactive, and
2 when more than 30% of cells were reactive. The SI
variable was graded 0 in the absence of staining, 1
where staining was weak to moderate, and 2 where
staining was intense. The final LI/S scores for a tissue
specimen corresponded to the most frequent of the 20
L1/S scores assessed for each specimen. In the current
data, we particularly investigated the distinction be-
tween negative (LI = SI = 0) and positive (LI and SI
> 0} immunostaining.

Statistical Analysis
Associations between categorical variables were tested
by means of chi-square tests. Correlations involving
ordinal variables were tested by means of the non-
parametric Kendal tests. Mann-Whitmey and Student ¢
tests were also used to compare two groups of numer-
ical data (depending on the data characteristics).

Survival and remission time analyses were per-
formed using Kaplan-Meier curves and the log-rank test.
Remission analysis was performed similarly to a conven-
tional survival analysis, where patients with recurrence
were considered to be complete data, and patients with-
out observed recuwrrences to be censored data.

Standard Cox regression analysis was also used to
test the possible simultaneous influence of several
variables on the remission/survival time.

All the statistical analyses were carried out with
Statistica software (StatSoft, Tulsa, OK).

RESULTS

Expression of Ca®*-binding Proteins in the
Medulloblastoma Specimens

Figure 1 illustrates representative staining patterns
observed in the current series of medulloblastomas
for: A} calbindin-D,g,, B) calretinin, C) «- parvalbu-
min, D) B-parvalbumin, E) S100B, and F) S100A6. Fig-
ure 1A illustrates the expression of calbindin in a rel-
atively small percentage of cells (less than 30%). In
contrast, as shown in Figure 1B-D, calretinin, - parv-
albumin, and B-parvalbumin exhibited a higher LI
(more than 50%, and even more than 75% for $-parv-
albumin). Interestingly, neither S100B (Fig. 1E) nor
S100A6 (Fig. 1F) were expressed in the blue round
tumor cells, as was also the case for S100A3 (see Table
2). However, S100B was expressed in cells presenting
astrocytic-like cytoplasmic extensions (Fig. 1E). In the
current study, we focused our analysis on the expres-
sion of the Ca?*-binding proteins in the small blue
round cell population only.
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FIGURE 1. Microphotographs (x400) of
representative staining pattems observed in
the biue round cell populations of medulloblas- © -
tomas for six Ca? *-binding proteins. A-D show
immunopositivity in blue round cells for A)
calbindin-D.g,, B) calretinin, C) a-parvalbumin, _
and D) B-parvalbumin, as well as E) immu- =
nonegativity (in blue round cells) for S100B and
F) lack of staining for S100A6. E) S100B ex-
pression in cells presenting astrocytic-like cy-
toplasmic extensions.

Table 2 reports the number of positive cases for
the 10 Ca**-binding proteins investigated in the 39
cases of the first series. The table shows that five of the
six different S100 proteins investigated were not ex-
pressed in the blue round tumor cells of the 39 me-
dulloblastomas analyzed (S100A3 was expressed in
18% of cases only). In contrast, the other four Ca®*-
binding proteins (calbindin-D,g,, calretinin, a-parval-

bumin, and B-parvalbumin) exhibited different pat-
terns of expression.

Relations between Ca”*-binding Protein Expression and
the Other Biologic Markers

Table 3 shows the results obtained in the 39 cases of
the first series for each of the nine additional markers
and the indices for p53 expression and cell prolifera-
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TABLE 2
Calcium-binding Protein Expression in the Blue Round Cells of
Medulloblastomas from Series 1

No. of Positive cases

Living patients ~ Dead patients  Prognostic value

Protein n=19 n =20 {P value)
Calbindin-D,y, 1 8 0.01

Calretinin 14 17 NS
a-parvalbumin il 9 NS
B-parvalbumin 14 18 NS

SI00Al, A4, A5,A7,B 0 0 -

S100A3 3 4 NS

The statistical significance levels were computed by means of the y-square test (association between
immunopositivity and patient status}.
NS: not significant.

TABLE 3
Other Biologic Markers (Cases of Serles 1)

No. of positive cases

Marker Prognostic value
(no. of cases analyzed) ~ Surviving patients  Dead patients (P value)
Cytokeratins (39) 0 0 -
Nearofilaments (39) 1 out of 19 0 out of 20 NS

GFAP (39) 3outof19 5 out of 20 NS
Chromogranin (39) 6 out of 19 7 out of 20 NS

S antigen (38) 3 out of 18 6 out of 20 NS
Synaptophysin (39) 7outof 19 7 out of 20 NS

Engrailed prot. (39) 11 out of 19 10outof20 NS

PAX-6 (32) 7 out of 14 9 out of 18 NS

NSE (39) 17 out of 18 16outof20 NS

Labeling index Mean (%) + SE

P53 (33) 0+0 7+5 NS
PCNA 37) 174 21+4 NS
R-MIBI (39) 20+3 19+3 NS
HS-MIBI (39) x4 37+4 NS

NS: not significant; GFAP: glial fibrillary acidic protein; NSE: neuron-specific enolase; SE: standard
enor; R: random; HS: hot spot.

The statistical significance levels were computed by means of the y-square test (association between
immunopositivity and patient status) and the Mann-Whitney test (variations in labeling indices).

tion (PCNA, R-MIB1, and HS-MIB1}. Those indices are
expressed in terms of mean + standard error (SE),
while the number (and percentage) of positive cases
are reported for the other markers.

Statistical analyses identified no significant corre-
lations between the expression of Ca?"-binding pro-
teins and the other biologic markers, except between
HS-MIB1 and B-parvalbumin expression. While im-
munonegativity for g-parvalbumin (n = 7) was asso-
ciated with low HS-MIB1 values (median = 26, lower/
upper quartiles: 18 out of 29), pg-parvalbumin

positivity (n = 32) was related to significantly higher
HS-MIB1 values (median = 38, lower/upper quartiles:
28 out of 48; Mann-Whitney test: P = 0.02). In con-
trast, R-MIB1 values remained similar in these two

groups.

Prognostic Values of the Markers Investigated

Tables 2 and 3 detail the results obtained for each
marker with respect to patient status. These data show
that of all the markers investigated, only calbindin-
D,g, was significantly associated with prognosis. In-
deed, 9 of the 39 tumors of the first series presented
calbindin-positive tumor cells (Table 2). The patient
status shows that: 1) of these 9 cases only 1 was still
alive; and 2) of the 30 other patients (with calbindin-
negative tumor cells), 18 (66%) were still alive (P
= 0.01, chi square test).

Kaplan-Meier analyses on the patients’ survival
and recurrence free times were carried out in order to
confirm the prognostic value of calbindin-D,g, expres-
sion in medulloblastomas and to compare it with
those of other clinical factors (i.e., presence of metas-
tasis, resection type, patients’ ages, and treatment).
These analyses were performed on the 54 followups
available after merging the first and second series.
This merging enabled us to also investigate smaller
groups of young patients, i.e., younger than 15 years (n
= 37). In addition, we investigated a possible prognos-
tic value for the HS-MIB1 index as suggested by the
literature. However, we did not identify any prognostic
value for this index, which showed very similar values
between living (mean + SE = 38 + 4 %) and dead
patients (40 + 4%) in the complete series, as well as in
the 37 patients younger than 15 (living: 39 + 6 %,

“dead: 42 + 5 %). Furthermore, correlation analyses did

not exhibit any significant relation between the HS-
MIB index and patient survival time (data not shown).

Table 4 summarizes the results obtained by
means of Kaplan-Meier analyses. This includes the P
values (log-rank tests) characterizing the differences
between the two risk groups determined by each fac-
tor, ie., calbindin-positivity {(calb*) or negativity
(calb™), presence/absence of metastasis {(at the time of
the diagnosis), subtotal/total surgery, submission or
not to chemotherapy, and groups defined by patients’
ages (in the total series of 54 cases). Table 4 shows that
calbindin expression provided the most significant re-
sults in the complete series and in the groups of young
patients. Similar results were obtained between sur-
vival and recurrence-related analyses. As observed
above in the first series alone, calbindin-positivity was
very closely associated with a high risk of death as well
as of tumor recurrence (Fig. 2). Of the other factors
analyzed, only the type of surgery and age appeared to
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TABLE 4
Survival and Remission Analysis
Survival analysis (P value) Remission analysis (P value)

All cases Age < 15 years All cases Age < 15 years
Risk factor (n=54 (n=37 (n=54) (n=37
Calb*/~ 0.004 0.02 0.003 0.02
Metastasis 0.6 0.7 0.2 0.2
Surgery (total/subtotal) 0.05 05 0.03 03
Chemotherapy (non-metastatic cases) 0.2 (n = 38) 2 0.4 (n=38) a
Age < or = 10 years 0.06 - 0.2 -
Age < or = 12 years 0.02 0.05
Age < or = 15 years 0.2 0.10

Calb: calbindin-D28k.
*Too little uncensered (complete) data in one group to be analyzed.

provide a prognostic value for the complete series (but
to a lesser extent than calbindin). Subtotal surgery and
young age were associated with a higher risk of death
and tumor recurrence. This is why we submitted these
two factors together with the presence/absence of cal-
bindin-D,g, expression to a Cox regression analysis to
test their simultaneous influence on the remission and
survival time. The results showed that only the pres-
ence/absence of calbindin-D,g, expression and, to a
lesser extent, the type of surgery predicted recurrence
or death events (data not shown).

In view of the above results, we combined calbi-
ndin expression and the resection type to define three
risk groups in the current data, as illustrated by the
Kaplan-Meier curves shown in Figure 2. The first
group included the cases characterized by a total re-
section and calbindin-negativity, the second by a sub-
total resection and calbindin-negativity, and the third
by calbindin-positivity. While Figures 2A and B, re-
spectively, report survival and remission analyses per-
formed on all the data (54 follow-ups}, Figures 2C and
D show the same analyses performed on the young
patients (< 15 years of age) only (n = 37). Considering
all the cases, the results show that the first group (total
resection and calb™, n = 25) is clearly associated with
a favorable prognosis in comparison to the third group
{calb™ with or without total resection, n = 13), which
is associated with a poor prognosis. The prognosis for
the second group (subtotal resection and calb—, n
= 16) appears to be between those for the other two
groups. The curves are similar for the young patient
subset but their separation is less significant. This
would be due to the smaller number of patients in
each of the three risk groups (first group: n = 16;
second group: n = 9; third group: n = 12).

These data also show an association between cal-
bindin-D,g, expression and age, since calbindin-pos-

itivity was observed for 13 of 37 children younger than
15 years of age and for only 1 of 17 patients older than
14 years (P = 0.02). However, the prognostic value of
calbindin-D,q expression is maintained if considering
the patients younger than 15 years only (see Table 4
and Figures 2C-D). Furthermore, inside the group of
patients younger than 15 years, the patients’ ages did
not significantly differ between the calb™ (n = 13) and
calb™ (1 = 25) cases (imean + standard deviation: 6 +
4 and 9 =+ 4, respectively; t test: P > 0.05).

Finally, we analyzed the prognostic value of cal-
bindin-negativity/positivity in the particular case of
metastatic tumors. Figure 3 shows the Kaplan-Meyer
curves obtained for this particular subgroup of pa-
tients (n = 15) and confirms the better prognostic
value associated with calbindin-negativity. Studies on
larger series would allow definite validation of these
results.

DISCUSSION

Medulloblastomas are derived from undifferentiated
pluripotent precursor cells able to differentiate along
the glial, neuronal, and ependymal pathways. In some
tumors, a marked mesenchymal response is observed
that is responsible for the desmoplastic variant. It has
been proposed that this variant is associated with a
better prognosis, but this observation has not been
confirmed. Thus, in contrast to other pediatric solid
tumors, there are no well-defined pathologic criteria
to subclassify medulloblastomas with respect to prog-
nosis. Consequently, several studies have searched for

‘potential immunochistochemic markers® as well as

genetic markers associated with good or poor progno-
sis.3® Coexpression of HER2 and HER4, two members
of the epidermal growth factor receptor family,
showed independent prognostic significance in a se-
ries of 70 patients with childhood medulloblastoma.®!
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FIGURE 2. A and C) Survival and B and D) remission curves according to Kaplan-Meier analysis comparing three risk groups of patients. These groups are defined
by the type of resection (total or subtotal) and the calbindin-negativity (Calb™) or positivity (Calb™). A and C) The dots represent the patients who died and the crosses
(+) those did not. All cases {n = 54) were analyzed in frames A and B. Patients with recurrence (dots) and those without (+). These frames could include only
patients younger than 15 years of age (n = 37). Significant P values hetween pairs of curves are reported.

Low mRNA expression of the oncogene c-MYC3233
and elevated expression of the neurotrophin-3 recep-
tor TrkC3* (which promotes apoptosis in medulloblas-
toma) have recently been reported to be associated
with a favorable clinical outcome. In addition, aber-
rant expression of Erb-2, a tyrosine kinase 1 receptor,
could also be involved in the pathogenesis of human
medulloblastomas through the formation of a neu-
regulin/Erb-2 autocrine loop.*®
Besides the studies investigating potential immuno-
histochemic markers in medulloblastoma, it seemed of
great interest to evaluate another family of molecules
related to Ca®>"-binding proteins. The prognostic signif-
icance of a number of these proteins, such as $100 pro-
teins®®36-38 and calbindin-D,g 3 was recently reported.
Calbindin-D,g and other proteins (such as calretinin
and parvalbumins} with calcium buffering capacities are
. reported to protect cells against calcium overload, and
thereby from apoptosis.““For example, calbindin-D,g,
expression interferes with the apoptotic pathway in lym-

phocytes,*! osteoblastic cells,*? neural cells,*® pheochro-
mocytoma PC-12 cells exposed to neurotoxin,** and C6
rat astrocytoma cells exposed to calcium ionophore*®
(for a review see Christakos et al.*%). Calbindin-D,g ex-
pression was also found in a subset of medulloblastomas
presenting poorly differentiated cells but was absent in
medulloblastomas with desmoplastic characteristics.*®
Measurement of calbindin-D,g and S100 proteins has
also been proposed to be useful for evaluating the prog-
nosis of children suffering from neuroblastoma, a neuro-
ectodermal derived peripheral tumor,*” and recently cal-
bindin-D,g was found to be a prognostic factor in lung
carcinoma.>®

In the current study, four Ca**-binding proteins
(calbindin-D,g,, calretinin, e-parvalbumin, and
B-parvalbumin) exhibited different patterns of expres-
sion in the blue round cells of the 39 medulloblasto-
mas analyzed (see Table 2). In contrast, the six differ-
ent S100 proteins investigated were found to have low
or no expression. This could be related to the broad
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FIGURE 3. A} Survival and B} remission curves for patients with metastatic
tumors {n = 15} distributed among two risk groups (Calb— and Calb™). The
dots represent the patients who died and the crosses (+) those did not.

range of differentiating potential exhibited by medul-
loblastomas, as suggested by previously reported data
about protein expression during developmental
stages. As reported by Yew et al,*® calbindin-D,g, is
observed early in human cerebellar development at 14
weeks of gestation. Positive cells are found in Purkinje,
basket, stellate, and granule cells of the cerebellar
cortex. The number of positive cells and the staining
intensity decrease at more advanced developmental
stages. At 21-31 weeks of gestation, positive staining is
restricted to Purkinje and basket cells. «-parvalbumin
is also observed early in development at 14 weeks of
gestation in Purkinje, basket, and stellate cells of the
cerebellar cortex.*® As with calbindin-D,g,, a decrease
in both the intensity and number of positive cells
occurs with parvalbumin. Calretinin-positive cells are
not seen until 21 weeks of gestation, and the immu-
noreactivity increases as the cerebellum becomes
more mature.*® g-parvalbumin, also known as onco-

modulin, is expressed during early development at the
morula stage in rat, in the fetal placenta, and in a
variety of tumor cells.*>® Anocther point of discussion
concerns the different patterns of expression of calbi-
ndin-D,g and calretinin, two proteins that share 58%
amino acid identity. These two proteins are known to
be expressed mainly in separate subpopulations of
interneurons (i.e. smooth nonpyramidal neurons),
which display different chemical characteristics for a
variety of neurotransmitters, cell surface markers, and
receptors.’’>? In contrast, §-parvalbumin is only ex-
pressed in preterm placenta.®® The latter data at least
partly explain why calbindin-D,g,, calretinin, «- parv-
albumin, and g-parvalbumin may be differently ex-
pressed in medulloblastomas.

Calretinin, a-parvalbumin, and pg-parvalbumin
were not found to be significantly associated with age,
clinical presentation, or patient outcome, except for
an association between B-parvalbumin-positivity and
an increase in the HS-MIB index. In contrast, calbi-
ndin-D,g expression was highly significantly associ-
ated with remission and survival. The current results
suggest that a specific relationship might exist be-
tween calbindin-D,g, expression and the biologic be-
havior of malignant cerebellar cells with respect to the
pathogenesis of medulloblastomas. Thus, the expres-
sion of calbindin-D,g, in these cells might confer anti-
apoptotic properties against both chemotherapeutic
drugs and irradiation, resulting in highly malignant
cells resistant to conventional treatments. In the cur-
rent study, we focused our analysis on the expression
of Ca®"-binding proteins in the blue round cell pop-
ulation only. However, a first analysis similarly per-
formed on cells presenting a first stage of differentia-
tion did not provide supplementary prognostic
information (data not shown).

A significant and independent prognostic value
has been recently reported for the hot spot MIB-1
index evaluated in a series of 78 primitive neuroecto-
dermal tumors (PNET), including medulloblasto-
mas.'® However, we did not reproduce this result in
the current study. This was likely due to the different
series analyzed. While the current series was made up
exclusively of medulloblastomas, the series analyzed
by Grotzer et al.'® was composed of different types of
PNETs, including medulloblastomas. In one study, an
apoptotic index derived from in situ end-labeling was
reported to be an independent prognostic factor as-
sociated with survival.>® We also tried to establish such
an index. However, the use of archive materials did
not yield reproducible results; thus, in the current
series, we were not able to evaluate the significance of
the apoptotic index on prognosis.

In conclusion, the current results show that calbi-
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ndin-positivity, almost exclusively found in young pa-
tients (younger than 15 years), was closely associated
with a poor prognosis and a high risk of tumor recur-
rence, independently of ather clinical and biologic
features. In contrast, the prognostic value is much
better for cases where calbindin-negativity is associ-
ated with total resection. They also suggest that in the
case of metastatic tumors, the absence of calbindin-
D, expression correlates with a good prognosis.
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Comme nous le montre P’ensemble des études consacrées aux médulloblastomes et
aux PNETs, ces tumeurs sont toujours de pronostic trés sévére, méme si le taux de survie a
5 ans des patients a doublé entre les années 70 et les années 90. Ce taux de survie était de 8
% en 1960-1964 (Agerlin et al., 1999), de 30-35 % (Choux et Lena, 1982 ; Dhellemmes et
al., 1986 ; Giordana et al., 1998 ; Agerlin et al., 1999), puis de 50 % (David et al., 1997 ;
Zhang et Zhou, 1999), de 60-70 % (Cervoni et Cantore, 1995 ; Hoppe-Hirsch et al., 1990 ;
Jenkin et al., 1990) et finalement de 85 % (Packer et al., 1994). Pendant ces 30 derniéres
années, les progrés de la neuroimagerie, de la neurochirurgie permettant une meilleure
résection, ajoutés aux méthodes modernes de traitement complémentaire par radiothérapie
cranio-spinale et par chimiothérapie ont, sans aucun doute, contribué a I’amélioration du
pronostic des médulloblastomes. Malgré ces progrés, notre étude fait apparaitre un taux de
survie a 5 ans de 44 % (n = 72). Les différences de résultats sont dues aux critéres de
recrutement des patients, certaines études ne prennent pas en compte les enfants de moins
de trois ans et/ou les patients ayant métastasés. Ainsi lorsque I’on exclue de notre étude les
4 récidives, ce taux de survie a 5 ans passe a 46 (n = 68). De méme si I’on ne tient pas
compte des patients ayant récidivés et ceux qui sont décédés avant 6 mois apres
Pintervention ainsi que les tumeurs ayant une localisation non cérébelleuse (n = 54), ce
taux de survie & 5 ans passe a 51 %.
Ces études soulignent I'urgence d’une meilleure compréhension des mécanismes
oncogéniques impliqués dans les médulloblastomes, ce qui permettrait d’appliquer des
thérapeutiques plus adaptées et moins agressives. Mettre en évidence des marqueurs,
trouver des mutations génétiques permettant d’évaluer le pronostic de ces
médulloblastomes dont le comportement peut étre différent d’une tumeur & I’autre
demeurent des problémes majeurs. Nous avons choisi volontairement une étude de
Pexpression de génes intervenant vraisemblablement dans la genése des cellules
considérées & Dorigine de ces tumeurs et de D’expression des différenciations
communément observées dans les tumeurs de blastémes du SNC. Précédemment de
nombreux auteurs ont tenté de corréler certaines différenciations en fonction de la survie.
Deés 1984, Packer et al. ont montré I'importance d’une distinction entre les formes
indifférenciées et les formes a différenciation unique ou multiple, les formes
indifférenciées avaient une probabilité de survie significativement supérieure aux formes
multi-différenciées. Les formes différenciées paraissaient plus extensives et plus
disséminées au moment du diagnostic. Ces observations demeuraient significatives en

fonction de ’dge des patients, du stade tumoral et de I’exérése chirurgicale. Les auteurs se
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sont interrogés aussi sur les raisons d’une telle différence : "les tumeurs indifférenciées
sont-elles plus radiosensibles ?". En 1987, Caputy et al. concluaient le contraire dans une
étude comparable, le taux de survie 3 5 ans étaient significativement meilleur dans les cas
de médulloblastomes différenciés. Notre étude n’apporte aucun élément supplémentaire
sur ce point, puisque nous n’avons pas observé de différence statistique dans notre série
entre les tumeurs différenciées et indifférenciées par rapport a la survie.

Notre étude avait comme premier objectif d’évaluer I’intérét de la présence ou de
I’absence de I’expression des facteurs de transcription Pax-6 et Engrailed-2, génes de
contrfle intervenant au cours du développement. L’origine vraisemblable de certains
médulloblastomes a partir des grains, eux-méme déterminés par Pax-6 pendant
Pembryogenese renforgait cet intérét (Stoykova et Gruss, 1994).

Finalement, cette étude de I’expression de PAX-6, de EN-2 et de multiples

marqueurs de différenciation a mis en valeur plusieurs points que nous allons souligner.

A- Informations apportées par PAX-6 :

1- L’expression de PAX-6 signe la nature blastémateuse d’une tumeur du SNC.

De fagon évidente, PAX-6 est exprimé dans une proportion importante de
médulloblastomes. L’expression des protéines du géne Pax-6 a été observée dans 44
médulloblastomes et 5 PNETSs soit 61,25 % des cas étudiés. PAX-6 montre un marquage
nucléaire uniquement dans des cellules ne présentant aucune différenciation, c’est-a-dire
des cellules de blastéme avant leur entrée dans un processus de différenciation.
Para]lélement, I’équipe de Kozmik a trouvé par RNase protection et hybridation in sifu
Pexpression de Pax-6 dans 78 % de ces 23 médulloblastomes (Kozmik et al., 1995). La
légére différence observée entre nos résultats peut s’expliquer par les différentes
techniques utilisées. La stabilité des protéines dans les échantillons peut étre différente de
celle des ARNSs et la production de protéines, a partir de ces derniers, n’est pas obligatoire
dans tous les cas (Jaffredo et al., 1989).

Ainsi I’expression de PAX-6 peut étre une aide au diagnostic puisque PAX-6 n’a jamais
été observé dans le parenchyme cérébral normal de P’enfant ou de I’adulte, ni dans des
tumeurs présentant une différenciation. De méme, il n’a jamais été observé dans d’autres
tumeurs cérébrales testées telles que [Pastrocytome (grade I, II, III et IV),
I’oligodendrogliome, I’épendymome (de grade II et III), le carcinome des plexus choroides
et une métastase anaplasique (observations personnelles). Comme 1’expression de PAX-6

dans une tumeur signe sa nature blastémateuse, nous avons pu I’utiliser afin de différencier
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des tumeurs anaplasiques de tumeurs de blastéme. Autant I’absence de PAX-6 ne permet
pas de trancher entre le diagnostic de PNET ou de tumeur anaplasique ; par contre, son
expression est déterminante pour affirmer la présence d’un contingent blastémateux. En
outre, PAX-6 a également ¢€t€é observé dans des neuroblastomes (observations
personnelles) et des rétinoblastomes. Cela pose le probléme d’une surexpression résultant
d’un défaut dans la régulation des génes Pax qui pourrait jouer un rdle dans ’avénement
des médulloblastomes (Kozmik et al., 1995).

Les génes Pax et plus spécialement Pax-6 pourraient étre un marqueur de routine pour

caractériser plus précisément la nature de ces tumeurs.

2- L'expression de PAX-6 est préférenticllement retrouvée dans les tumeurs de la
fosse postérieure.

Deux exceptions : L’une de ces tumeurs (n° 97-59) correspond & la métastase
frontale d’un médulloblastome cérébelleux, opéré 8 ans auparavant, et ’autre correspond a
une PNET (n° 96-17) et a ses récidives (n° 96-614 et n° 97-59) qui, morphologiquement,
montraient la formation de tubes neuraux et correspondaient & un médulloépithéliome.
Cette localisation sous-tentorielle des tumeurs exprimant PAX-6 est-elle le fruit du hasard
ou préférentielle ? Dans le cervelet, les grains expriment Pax-6, ainsi son expression dans
les médulloblastomes est attendue, ce qui expliquerait que cette expression ne soit pas
retrouvée dans les tumeurs a localisation sus-tentorielle. Bien que Pax-6 est précocement
exprimé dans la partie ventrale du tube neural puis disparait, son expression au cours du
développement est restreinte et il est particuliérement difficile de suivre la migration des
différentes cellules exprimant PAX-6 provenant de la partie antéro-ventrale du tube neural
suite & D’enroulement télencéphalique. Le médulloépithéliome qui a présenté une
expression de plus en plus marquée de PAX-6 au cours de ses récidives pourrait provenir
de précurseurs d’une de ces régions ventrales. Par contre un autre médulloépithéliome
intra-ventriculaire supra-tentoriel (cf. Article III) n’exprime pas PAX-6. Mais ce
médulloépithéliome présentait de trés nombreux foyers de différenciation, or comme nous
’avons vu précédemment, Pexpression de PAX-6 n’a jamais été observée dans des zones
différenciées. Les cellules a 'origine de cette tumeur pourraient provenir d’une région
n’exprimant pas Pax-6 au cours du développement ou bien cette tumeur ne présente

momentanément pas d’expression décelable.
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3- Aspects morphologiques particuliers des tumeurs exprimant PAX-6.

Les 6 médulloblastomes dont I’architecture est en file indienne montrent toujours
un fort pourcentage (en moyenne 60 %) de cellules exprimant PAX-6. De plus, ces
médulloblastomes semblent étre de meilleur pronostic puisque ’on ne constate qu’une
seule récidive suivie d’un décés. Ce type de médulloblastome morphologiquement
particulier serait donc d’une nature plus primitive que les autres types de

médulloblastomes tel que le type desmoplasique.

4- Expression de PAX-6 et oncologie.

De maniére intéressante, l'expression de Ki-67 et PAX-6 coincide. Ceci est
principalement observé dans les zones d’invasion, dans les nodules de cellules tumorales
infiltrant les lamelles cérébelleuses. Antérieurement, Schiffer er al. (1994) avaient noté un
nombre élevé de noyaux positifs avec le Ki-67 au niveau des plages de cellules
envahissant le parenchyme cérébelleux. Dans notre étude, ’index de prolifération est
corrélé parallélement au pourcentage de PAX-6. Ces nouveaux résultats appuient
I'hypothése de Schiffer suggérant que ces cellules pouvaient représenter une population
particuliére de cellules tumorales et finalement pourraient étre corrélés avec le rdle
oncogénique de PAX-6. Ces résultats sont a considérer a la lumiére des observations de
Estivill-Torrus ef al. (2002) qui suggérent une implication de Pax-6 dans le déroulement
du cycle cellulaire. Le fait que PAX-6 puisse interagir avec la protéine Rb (Cvekl er al.,
1999) dont le role dans le contrdle du cycle est bien connu, renforce cette possibilité. De
méme, la présence d’un géne Pax-6 fonctionnel semble requise pour que la mitose se
déroule correctement (Crolla et al., 2002). 1l est possible que dans les tumeurs, une

expression accrue de PAX-6 contribue a la transformation cellulaire.

5- Valeur pronostique de PAX-6.

Malheureusement, aucun des différents tests statistiques, réalisés par le CERIM n’a
montré une corrélation significative avec la présence de PAX-6, que ce soit en fonction de
la survie, de I’dge, du sexe, du type de tumeur ou encore des autres différenciations.
Parfois du fait de trop petits échantillons testés ne permettant pas d’utiliser certains tests,
les résultats ne faisaient qu’approcher le seuil statistique. Néanmoins, lorsque I’on regarde
le taux de survie 4 5 ans en fonction de la positivité ou de la négativité de I’expression de
PAX-6, on remarque un écart de plus ou moins 10 % entre les deux résultats (toutes les

tumeurs : 47,5 % de survie pour PAX-6 positif et 37,5 % pour PAX-6 négatif, sans les 5
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récidives : 51 % de survie pour PAX-6 positif et 39 % pour PAX-6 négatif). Cette

tendance suggere un meilleur pronostique des tumeurs exprimant PAX-6.

6- En fonction de la localisation.

Le marquage de PAX-6 est différent selon la localisation de la tumeur, son
expression est beaucoup plus fréquemment observée dans les localisations vermienne,
hémisphérique et cérébelleuse par rapport aux localisations supra-tentorielles. Dans la
fosse postérieure, PAX-6 est plus détecté au niveau hémisphérique (13 tumeurs positives
contre 2 tumeurs négatives, ces derni¢res sont de type desmoplasique), qu’au niveau du
vermis (18 positives contre 10 négatives), du V4 (13 positives contre 10).

Alors qu’au niveau sus-tentoriel, 5 tumeurs sont positives avec PAX-6 contre 8

négatives.

7- L’absence de I’expression de PAX-6 dans certaines tumeurs peut étre interprétée
de trois maniéres :

- soit PAX-6 n’a jamais été exprimé dans cette localisation. On peut
supposer que les tumeurs qui dérivent de la partie dorsale du tube n’exprimant pas PAX-6,
seront négatives.

- soit la transformation cellulaire conduit & I’extinction de 1’expression de
PAX-6. Des expériences réalisées avec des cellules de la neurorétine d’oiseau, exprimant
PAX-6, transformée par des rétrovirus aviaires exprimant des oncogenes définis montrent
que selon la nature de celui-ci, ’expression de Pax-6 peut s’éteindre (ou pas) dans les
cellules transformées. L’oncogéne peut agir directement sur I’expression du geéne (par
exemple myb active I’expression de Pax-6, alors que fos le réprime (Plaza et al., 1995 ¢)
mais également la transformation cellulaire peut agir de fagon indirecte en induisant un
phénoméne de différenciation du tissu tumoral conduisant éventuellement a I’extinction de
I’expression de Pax-6.

- soit la tumeur présente une différenciation terminale, et PAX-6 devient

indétectable. C’est probablement le cas de nombreux médulloblastomes, de PNETs.

8- La vimentine et PAX-6 ne sont normalement pas exprimés ensemble.
En effet, il est intéressant de noter que, dans notre série, la vimentine n’est pas
exprimée au sein de la prolifération tumorale a P'exception des zones de différenciation

gliale ou mésenchymateuse et des parois vasculaires. Or au cours de ’embryogenése, la
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vimentine est exprimée trés précocement et de fagon parfois éphémére dans toutes les
cellules & destinées gliales ou neuronales, & I’exception des grains du cervelet ou la
vimentine n’apparait jamais (Cambray-Deakin, 1991). Puisque PAX-6 n’est exprimé que
dans des cellules indifférenciées, cette co-expression n’a donc pas été retrouvée. Par
contre, 'un de nos médulloblastomes anaplasiques (n° 94-262) n’exprimant ni la
synaptophysine ni les neurofilaments, présente une expression de PAX-6 dans 55 % des
cellules et une expression de vimentine dans 90 % des cellules. Cette co-expression, tout a

fait inhabituelle, pourrait faire évoquer une origine différente de ce médulloblastome.

B- L’expression de EN-2 semble signer une "activation" de certaines
cellules au sein de la tumeur.

A Tétat normal, le parenchyme cérébral ne montre aucun marquage a ’exception

de certaines cellules épendymaires et des cellules plexuelles.
Dans notre étude, expression de EN-2 est retrouvée dans les cellules tumorales de 30
médulloblastomes et 8 PNETSs soit 47,5 % des tumeurs. Différents niveaux et différentes
localisations sub-cellulaires du signal EN-2 ont été détectés. Cette expression de EN-2 est
toujours observée dans les noyaux ou les cytoplasmes de cellules situées au contact ou
incluses dans la tumeur, citons par exemple les grains résiduels de la couche des grains
envahie. Ainsi, lorsque des lamelles cérébelleuses sont envahies, les cellules de Purkinje
incluses ou a proximité de la tumeur présentent un signal cytoplasmique. Cette expression
est d’interprétation délicate mais semble témoigner d’une activité "accrue" puisque lorsque
I’on regarde les lamelles cérébelleuses a distance de la tumeur, on ne retrouve pas ce
marquage cytoplasmique des cellules de Purkinje, comme si les cellules "réagissaient” a la
proximité de la tumeur. On peut se demander quelle est la valeur de ce marquage puisque
EN-2 est une protéine nucléaire. Cependant, de fagon intéressante, cette localisation sub-
cellulaire de EN-2 a été observée dans des cellules au cours du développement
embryonnaire (Millet et al., 1995 ; Wassef et al., 1993). De méme, EN-1 et EN-2 ont été
trouvés dans des compartiments sub-cellulaires non nucléaires comme des vésicules
présentant des propriétés "caveolae-like" (Joliot et al., 1997). Finalement, les différentes
localisations cellulaires de EN-2 suggérent un routage sub-cellulaire différent de EN-2 en
réponse a différents stimuli (soit une réponse de stress secondaire & la présence agressive
d’une prolifération tumorale, soit au cours d’un processus de différenciation de certaines
cellules tumorales, soit au cours d’une activité intense au niveau des échanges

cytoplasmiques (plexus choroides et épendyme)).
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Contrairement & PAX-6, nous n’avons pas observé d’influence de EN-2 sur la survie des

patients. Les pourcentages, que ce soit lorsque EN-2 est positif ou négatif, sont quasiment
semblables.

C- L’expression conjointe de PAX-6 et EN-2.

1- Les différentes expressions des protéines PAX-6 et EN-2 sont souvent
entremélées au sein d’une tumeur. Ces expressions sont retrouvées dans 24
médulloblastomes et 4 PNETs soit 35 % des tumeurs. Néanmoins sur des coupes sériées,
une régionalisation du marquage est observée pour ces protéines. PAX-6 est exprimé dans
les zones tumorales non différenciées. Le fait qu’un signal simultané PAX-6 et EN-2 n'a
jamais €té observé au sein des mémes aires tumorales semble confirmer I’hypothése que
Pax-6 soit régulé négativement par le produit EN-2 (Plaza et al., 1997). Des expériences
ont montré que Pax-6 est réprimé dans le diencéphale d'hdte d'embryon de poulet greffé
avec des vésicules mésencéphaliques de caille et que En-2 est exprimé dans le diencéphale
héte autour du greffon (Bally-Cuif et Wassef, 1994).

2- Les génes Pax-6 comme En-2 sont exprimés dans les zones ventriculaires et
dans la couche granulaire externe au cours du développement cérébelleux (Walther et
Gruss, 1991 ; Stoykova et Gruss, 1994 ; Davis et Joyner, 1988), une couche de cellules qui
est a l'origine du médulloblastome (Kadin et al., 1970 ; Kozmik ez al., 1995). PAX-6 et EN
sont également exprimés dans le cervelet adulte au sein des cellules de la couche
granulaire interne comme l'est EN-2 (Stoykova et Gruss, 1994 ; Kozmik ef al., 1995 ;
Millet et Alvarado-Mallart, 1995). Cependant, PAX-6 n'a jamais été retrouvée par
immunohistochimie au niveau du cervelet, et en ce qui concerne EN-2, il n’est jamais
exprimé a distance de la tumeur, ce qui suggére que la quantité de protéine dans ces
structures est trés inférieure a celle de la tumeur et des cellules "activées" du parenchyme

environnant la tumeur.

D- Synthése des résultats obtenus avec des marqueurs de
différenciation

1- L’antigéne-S ou arrestine, marqueur des cellules photoréceptrices, et les

neurofilaments intra-cytoplasmiques ne sont retrouvés que chez les enfants, de fagon

statistiquement significative.
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2- La présence de multi-différenciations associées ou non & PAX-6 doit faire
rechercher une tumeur de type rhabdoide-tératoide comportant une différenciation
épithéliale (cytokératine et EMA), la présence d’inclusion cytoplasmique (vimentine
positive) et I’expression d’alpha-actine intra-cytoplasmique dans les éléments tumoraux.

3- La GFAp, la protéine S 100, la NSE ne semblent pas apporter d’informations
essentielles sinon la notion de différenciation gliale.

4- L’index de prolifération par le Ki-67 peut aider au diagnostic puisqu’il demeure
trés élevé avec une moyenne de 20 %.

5- La calbindin-D,gy, exclusivement retrouvée chez les patients jeunes, est associée
4 un mauvais pronostic et & un haut risque de récidive. Par contre, le pronostic est meilleur
pour les cas présentant une négativité avec la calbindin-D,g; lorsque celle-ci est associée a
une résection totale. Dans les cas de métastases tumorales, I’absence de I’expression de
calbindin-D»gy serait corrélée avec un bon pronostic.

6- La vimentine
Elle n’est jamais retrouvée dans les médulloblastomes excepté dans

- dans les médullomyoblastomes

- dans les tumeurs rhabdoides-tératoides

- dans les médulloblastomes anaplasiques et a grandes cellules (observation
personnelle sur les 2 cas de F. Giangaspero et les 4 cas de P. Burger). La vimentine, les
neurofilaments et la synaptophysine sont exprimés conjointement dans 90 % des cellules.
Par contre, ces tumeurs ne présentent pas de marquage avec ’Ag S. Ainsi I’association de
la vimentine, de NF et de la synaptophysine dans plus de 80 % des cellules tumorales
semblent étre un marqueur diagnostique de médulloblastomes anaplasiques et & grandes
cellules et pourrait faire évoquer une origine particuliére de ces tumeurs. En effet, la
vimentine est exprimée dans presque toutes les cellules embryonnaires a destinée
neuronale pendant la période de division cellulaire pour disparaitre ensuite définitivement.
Par contre, elle n’est pas exprimée dans les cellules embryonnaires & destinée granulaire
cérébelleuse (Cambray-Deakin, 1991). Cela suggérerait que les médulloblastomes a
grandes cellules puissent avoir une autre origine que les grains cérébelleux.

Cette étude comprenant une analyse de nombreux marqueurs de différenciation a
également permis d’identifier un nouveau type de médulloblastome : le médulloblastome a
grandes cellules exprimant une arrestine non visuelle correspondant & un récepteur B2-
adrénergique. Ce médulloblastome a grandes cellules (cf. Article II) montre une

expression de neurofilament et de synaptophysine dans 90 % des cellules sans expression
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de vimentine et une expression d’une arrestine non visuelle dans 35 % des cellules. Ce
médulloblastome a grandes cellules présentent malheureusement le pronostic extrémement

sévere des autres médulloblastomes a grandes cellules.

E - Les rétinoblastomes

Au niveau de I’ceil, on constate que les trois anticorps testés (anti-PAX-6, MITF et
EN-2) reconnaissent leurs antigénes dans la rétine résiduelle au contact de presque tous les
prélévements de rétinoblastomes. Ces trois facteurs de transcription sont exprimés
simultanément dans la couche granulaire externe des photorécepteurs et a4 des degrés
variables dans la couche nucléaire interne, ainsi que dans la couche des cellules
ganglionnaires (Figure 15 et Tableau 15). PAX-6 est détecté dans les cellules amacrines,
horizontales et ganglionnaires (Marquardt et al., 2002), mais pas dans les photorécepteurs
de la rétine normale. Par contre, au cours de ’embryogenése, les neuroblastes précurseurs
des photorécepteurs expriment ce géne avant leur différenciation. Il s'agirait donc de la re-
expression d'un géne déja exprimé par les cellules avant leur différenciation, sous
I'influence de "facteurs" produits par la tumeur adjacente.
De la méme fagon MITF s'exprime également dans les photorécepteurs, la couche
nucléaire interne et les cellules ganglionnaires. La encore, il s'agit de la re-expression d'un
gene exprimé dans les cellules neuroépithéliales qui vont donner les différentes cellules de
la rétine. Contrairement & PAX-6, la ségrégation des cellules exprimant MITF se fait trés
tot, dés le stade de la cupule optique. A ce stade, seule la partie postérieure de la cupule
qui fournira la future rétine pigmentaire exprime MITF (Nguyen et Arnheiter, 2000).
Malgré cette disparition précoce de MITF des neuroblastes, bien avant qu'ils ne soient
engagés dans une voie de différenciation neuronale, il se pourrait qu’une tumeur, comme
le rétinoblastome, adjacente & la neurorétine soit capable de réactiver l'expression de
MITF.
EN-2 est détecté dans les mémes couches cellulaires que PAX-6 dans les cellules de la
neurorétine a proximité de la tumeur, dans un tissu par ailleurs morphologiquement
"normal" (Figure 15). L'expression de EN-2 dans la neurorétine normale n'a pas été
rapportée. Par hybridation in situ 'ARN d'EN-2 peut étre détecté dans les cellules
ganglionnaires et la couche nucléaire interne de la rétine d'oiseau bien différenciée (Plaza
et al., 1997), mais la protéine, bien qu'impliquée dans la formation de la carte de projection

rétinotectales (Retaux et Harris, 1996) n'est pas décrite dans la rétine.
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Dans le but de définir si cette expression ectopique des facteurs de transcription était non
spécifique et touchait tous les facteurs de transcription, nous avons entrepris la détection
des protéines des génes PAX-5 et MyoD, génes qui ne sont pas exprimés dans ces tissus in
vivo. Ces anticorps n'ont révélé aucun signal sur les coupes de rétine, suggérant que la
remise en route des génes codant les facteurs de transcription est limitée aux génes
préalablement exprimés par les cellules du neuroépithélium.

Ce phénomene n'est pas restreint au rétinoblastome, puisque nous avons pu le mettre en
évidence dans le cas de mélanomes de la choroide (Mouriaux et al., 2003). Ces deux types
de tumeurs étant d'origine différente, cela suggére que I'induction de cette réactivation par
les tumeurs obéit & un mécanisme général. L'expression ou la re-expression des génes est
dépendante de la combinaison des facteurs de transcription présents dans la cellule, mais
également de I'état de la chromatine de ces genes. En effet, la chromatine est constituée
d'un enchainement de nucléosomes, consistant en 146 paires de base d'ADN entourant un
octamére d'histones. L'état des modifications de ces histones est essentiel pour le degré de
compaction de la chromatine. Les histones acétylées conduisent & une chromatine
relachée, transcriptionnellement active, alors qu'une histone hypo-acétylée conduit & une
chromatine compacte, transcriptionellement inactive et c'est ce type d'histone qui prévaut
dans les cellules différenciées ou un certain nombre de facteurs de transcription doit rester
silencieux (Roth et al., 2001). Un effet synergique sur l'expression des génes a été observé
lors de laction simultanée des enzymes modifiant les histones par acétylation et
méthylation (Cameron et al., 1999). 11 est possible que des facteurs secrétés par la tumeur
conduisent les cellules de la rétine adjacente & modifier l'activité de ces complexes
enzymatiques, de telle fagon que la chromatine entourant les génes transcriptionnellement
inactifs suite 4 la différenciation cellulaire redevienne permissive et permette leur re-
expression. L'activité de ces complexes enzymatiques est en effet contrdlée par les voies
biochimiques convoyant le signal depuis la membrane externe jusqu'au noyau (Hauser et
al., 2002), et comme nous le savons, les tumeurs secrétent de nombreuses molécules de

signalisation autocrine et paracrine (Kventa et al., 1996).

Au niveau des rétinoblastomes, 8 d’entre eux montrent un marquage nucléaire avec
PAX-6 suggérant un aspect moins différencié dans ces cellules tumorales en accord avec
leur aspect morphologique. EN-2 est détecté dans 8 tumeurs qui possédent des zones de
différenciation. Parfois au sein de la méme tumeur, on observe les deux facteurs de

transcription dans des localisations différentes, ce qui montre I'hétérogénéité de certains
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rétinoblastomes. Pour MITF, il est exprimé dans 13 tumeurs. L'expression de MITF dans
les rétinoblastomes pourrait expliquer l'observation effectuée par I’équipe de Takeda en
2003 montrant l'expression des génes cibles de MITF impliqué dans la pigmentation
(Tyrosinase Related Protein 2) dans les cellules Y79 de rétinoblastomes. L'expression des
différents marqueurs que nous avons utilisés pourrait refléter 'engagement des cellules
tumorales dans des voies de différenciation distinctes ; ainsi certaines lignées de
rétinoblastomes expriment des marqueurs de photorécepteurs (Li er al., 2003).
L'expression des facteurs de transcription que nous avons retrouvée dans le noyau des
cellules tumorales pourrait refléter I'engagement de ces cellules dans les multiples voies de

différenciation que pourraient suivre ces cellules du neuroépithélium.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Notre travail, effectué sur les PNETS, a fait ressortir quelques points essentiels :
i) ’expression de PAX-6 n’est observée que dans les cellules indifférenciées,
i) Pexpression de EN-2 n’est pas détectée dans des cellules indifférenciées mais dans des
cellules présentant une "activation”, soit par différenciation au sein d’une tumeur, soit par
réaction au sein ou au pourtour d’une tumeur.
iii) PAX-6 semble avoir une relation avec la survie des patients, méme si cette constatation

n’a pu étre confirmée statistiquement.

Dans un souci constant de mieux adapter des thérapeutiques si lourdes de
conséquences, ces travaux nous encouragent a poursuivre nos recherches en biologie

moléculaire puisque, déja dans d’autres tumeurs du SNC, des résultats semblent apparaitre.

De plus en plus, certaines mutations ou certains déséquilibres chromosomiques sont
mis en évidence. Dorénavant, leur présence ou leur absence impliqueront une stratégie

thérapeutique différente, permettant parfois d’éviter des effets secondaires dramatiques.
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SUMMARY

A peculiar group of CNS tumors called "Primitive Neuro Ectodermal Tumor
(PNET)" has been individualized. This group is the first cause of solid tumor in pediatric.
Despite a five years survival progression for these 30 last years, the PNETSs are the tumors
with the worst prognosis in survival and in therapeutical side-effects.

Among the genes involved in CNS development, PAX-6 encodes a transcriptional factor
expressed in the neural tube, the neuro-retina and the cerebellum; Engrailed-2 also
encodes a transcriptional factor expressed in the CNS. Morphologically, PNETs look like
blastema, suggesting that they originate from CNS germ cells. In order to improve our
knowledge about these tumors, we sought after the presence of PAX-6 and ENGRAILED-
2 proteins in 80 PNETs.

This study showed a different expression of these two genes. PAX-6 was only found in the
undifferentiated part of the tumor and interestingly in these areas we found the most
elevated proliferative index. On the other hand, ENGRAILED-2 was found in
differentiated cells and reactive cells.

These transcription factor expressed in embryonic tumor points out the interest of
molecular biology for the research of the molecular markers allowing the emergence and
evolution of cerebral tumor. In this respect, PAX-6 has been demonstrated as an oncogene

overexpressed in several cells.

TITLE :
INTEREST OF HOMEODOMAIN GENES PAX-6 AND ENGRAILED-2 IN PNETS
DIAGNOSTIC AND PROGNOSIS.




