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MDM2 Mouse Double minute 2 homolog
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OA Oligoastrocytome

OAIl Oligoastrocytome diffus de grade Il

OAA =OAIll Oligoastrocytome anaplasique (grade IlI)

oD Oligodendrogliome
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PREMIERE PARTIE : GENERALITES

I. LES GLIOMES

A. DEFINITION, ETIOLOGIE ET EPIDEMIOLOGIE DES TUMEURS CEREBRALES

Les tumeurs primitives du systéme nerveux central (SNC) de I'adulte sont des tumeurs rares
et ne représentent que 2% des tumeurs malignes de I'adulte mais sont classées parmi les
tumeurs les plus agressives et de mauvais pronostic (1-4).

Au niveau mondial, selon les données de I'lARC 2010 concernant les tumeurs cérébrales
primitives (tous types et sous-types histologiques confondus), 238 000 nouveaux cas par an
(soit 3.5 cas/100 000 habitant par an) ont été diagnostiqués en 2008, avec 127 000 cas chez
les hommes et 111 000 cas chez les femmes. Les données américaines et européennes
rapportent une incidence dans les pays occidentaux d’environ 18 cas/100000 habitants par
an. En France, selon I'InVS, le nombre de nouveaux cas diagnostiqués en 2011 s’éléve a
4769 cas (2680 chez 'homme, 2089 chez la femme) (4).

Les tumeurs primitives du SNC constituent un groupe trés hétérogéne et complexe résultant
de la prolifération incontrolée de cellules cérébrales, pouvant toucher n’importe quelle partie
du cerveau, de la moelle épiniere et des nerfs (1,3,4). Elles sont majoritairement
représentées par les gliomes qui se développent a partir des cellules astrocytaires ou
oligodendrogliales (3,4).

Les astrocytes sont les cellules les plus abondantes et les plus volumineuses du SNC, jouant
un réle dans la formation de la barriere hémato-encéphalique (BHE), en contact avec les
capillaires sanguins (type 1) et les neurones (type Il). Elles assurent aussi des fonctions
métaboliques, pour I'apport en oxygéne et en nutriment au niveau du SNC et interférent au
niveau du métabolisme des neurotransmetteurs.

Les oligodendrocytes, cellules plus petites et avec moins de prolongement que les
astrocytes, sont impliquées dans le réseau de soutien des neurones et participent a la
myélinisation des axones.

Ces cellules sont constamment impliquées dans le fonctionnement normal du SNC, ce qui
explique pourquoi les gliomes sont classés parmi les tumeurs les plus agressives en raison
des conséquences lourdes des symptdomes sur la qualité de vie des patients (1-4).

Les gliomes représentent les tumeurs cérébrales primitives les plus fréquentes chez 'adulte
(42.4% (4), 48.9% (3)), avec une incidence d’environ 2000 a 3000 nouveaux cas par an en
France, selon I'InVS. 75% des gliomes diagnostiqués sont de haut grade, formes les plus
agressives (grade lll et IV de la classification OMS). Les gliomes de bas grade représentent
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20 a 25% des cas.

Ce sont des tumeurs qui touchent des sujets jeunes, mais plus I'dge de diagnostic est
précoce, meilleur est le grade de la maladie.

Pour les tumeurs astrocytaires de grade |, Il, lll ou IV, '&ge médian au diagnostic est
respectivement 13 ans, 45 ans (pic d’'incidence entre 25 et 50 ans), 59 ans et 63 ans (pic
d’incidence entre 45 et 70 ans) (2,4).

Pour les tumeurs oligodendrogliales, 'dge médian au diagnostic est 43 et 55 ans,
respectivement pour le grade Il et Il (2,4).

Dans la majorité des cas, les tumeurs cérébrales surviennent de maniere sporadique et les
causes restent inconnues (1,2,5,6). En effet, il n’a pas été démontré de réle majeur des
facteurs environnementaux tels que les rayonnements électromagnétiques dans la survenue
des gliomes. Les facteurs de risques décrits sont peu nombreux, comme [irradiation
cérébrale thérapeutique (1,2,6) ou exceptionnellement I'exposition a certains carcinogenes
chimiques d’origine professionnelle tels que la nitrosoguanidine ou les nitrosourées. Certains
facteurs génétiques peuvent prédisposer aux tumeurs cérébrales, 1 a 3% survenant dans un
contexte héréditaire (2).

Compte tenu de ces caractéristiques, les possibilités de prévention et de dépistage n’existent
pas.

Contrairement aux autres tumeurs solides, les tumeurs cérébrales primitives diffusent
rarement vers d’autres organes pour développer des métastases a distance mais ont la
capacité a infiltrer diffusément le parenchyme cérébral, les rendant tres difficiles a traiter.

A l'inverse, les atteintes cérébrales secondaires (métastases cérébrales) sont beaucoup plus
fréquentes que les atteintes primitives (1). Environ 10% des patients atteints d’un cancer
sont susceptibles de développer des métastases cérébrales, dont les plus fréquents sont les
cancers du sein (5-20%), les cancers du poumon (20%), les mélanomes (7%) et les cancers
du rein (6.5%) (7). Les cellules des métastases cérébrales ont des caractéristiques trés
différentes des tumeurs cérébrales primitives et sont la plupart du temps facilement
différenciables a I'examen histologique. Leur prise en charge thérapeutique est différente de
celle des tumeurs primitives cérébrales.

B. CLASSIFICATION DES GLIOMES

Le diagnostic de certitude repose sur I'examen histopathologique de la biopsie ou de
'exérése cérébrale par le laboratoire d’anatomopathologie. Cette étude permet de
caractériser le type histologique et le grade de la tumeur en fonction de critéres
histomorphologiques définis par la classification OMS de 2007 (8) (Tableau 1). Actuellement,
la classification OMS de 2007 en vigueur est reconnue comme standard international, méme
si elle reste trés subjective et pose des problemes de reproductibilité (9).

-2-
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Le type histologique de la tumeur est défini en fonction des cellules prédominantes dont
dérive la tumeur : astrocytaires (cellule en forme d’étoile, avec un cytoplasme abondant et de
nombreux prolongements cytoplasmiques, d’aspect fibrillaire, gémistocytique ou
protoplasmique) ou oligodendrogliales (cellule a noyau rond entouré d’un halo clair
cytoplasmique, avec un aspect en « nid d’abeille » et souvent la présence de vaisseaux
capillaires et de microcalcifications). On parle alors d’astrocytomes, d’oligodendrogliomes ou
d’oligoastrocytomes (gliomes mixtes) lorsque les deux types histologiques sont présents

avec des proportions variables (Figure 1).

Ces trois types histologiques constituent la classification OMS 2007 des tumeurs gliales
(Tableau 1).

a) Astrocytome (HE, 40x)
Trame fibrillaire et cytoplasmes
parfois abondants. Tous les
astrocytomes  ont  tendance,
comme ici, a présenter un état
microkystique

b) Oligodendrogliome (HE, 160x)  ¢) Oligoastrocytome (HE, 40x)
Image "en nids d'abeilles" du tissu Aspect typique de

tumoral, qui est irrigué par un réseau I'oligodendrogliome (a gauche) et de
capillaire tres visible. I'astrocytome fibrillaire (a droite).

Figure 1 : Aspect histologique des 3 principaux types de gliomes (source : ANOCEF)

Selon les bases de données frangaises de recensement des tumeurs primitives cérébrales
(3,4), environ 70% des tumeurs gliales sont des astrocytomes (dont 75% sont de haut
grade), 20% sont des oligodendrogliomes et une faible proportion représente des tumeurs
mixtes (< 10%). Mais il nexiste pas a I'heure actuelle de consensus sur la proportion
minimale entre les deux contingents cellulaires pour définir le type histologique.

D’autres critéres morphologiques sont indispensables pour établir le grade de malignité de la
tumeur : 4 grades sont reconnus par la classification OMS 2007, du grade I, les moins
agressives (bénignes) au grade 1V, les plus agressives ou hautement malignes. Ces signes
d’anaplasie sont la densité cellulaire, la présence de nécrose, la prolifération
microvasculaire, I'index mitotique et les atypies nucléaires (8,10).
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Tableau 1 : les différents types de gliomes infiltrant, avec leur caractéristiques histopathologiques selon la
classification de ’'OMS 2007 (d’aprés Figarella-Branger D, 2012)

Les gliomes bénins (grade I), surtout représentés par les astrocytomes pilocytiques
(survenant principalement chez les enfants), ou les gliomes diffus de bas grade (grade Il de
la classification OMS) ne présentent pas ces signes de malignité. Ce sont des tumeurs avec
une faible densité cellulaire, sans image de mitose, de nécrose ou de néo-vascularisation.

L’évolution naturelle de gliomes diffus de bas grade est la transformation en tumeur de plus
haut grade, et ce dans un délai variable, non prévisible.

Les gliomes diffus malins de haut grade ou anaplasiques (grade Il de la classification OMS)
se caractérisent par la présence d’'une activité mitotique importante, et par la synthése de
nouveaux microvaisseaux propres a la tumeur.

Les gliomes diffus hautement malins (grade IV de la classification OMS), couramment
appelés glioblastomes (GBM) (Figure 2), se différencient par la présence de tissu nécrotique
au sein de la tumeur, et d’une infiltration agressive du tissu cérébral sain. Les glioblastomes,
forme la plus agressive des tumeurs cérébrales primitives, sont principalement des tumeurs
de type astrocytaire et représentent 75% des astrocytomes au diagnostic (3,4), mais il existe
des formes mixtes plus rares de glioblastomes a composante oligodendrocytaire (GBM-O),
ou a cellules géantes (8).

Figure 2 : Aspect histologique d’un gliome
de grade IV ou Glioblastome (TM, 100x)
cellules géantes et noyaux monstrueux ou

multiples, souvent munis d'un gros nucléole.
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Ces glioblastomes peuvent étre soit primitifs, c’est-a-dire que la tumeur est découverte de
novo a un stade trés agressif, ou secondaires, aprés progression tumorale a partir d’'un stade
de plus bas grade découvert quelques années auparavant.

C. CLINIQUE ET DIAGNOSTIC DES GLIOMES

Le diagnostic des gliomes repose sur des critéres cliniques, radiologiques et anatomo-
pathologiques (1).

Il est parfois difficile d’évoquer le diagnostic de tumeur cérébrale, ce qui peut expliquer un
diagnostic tardif, parfois quelques mois aprés I'apparition des premiers signes cliniques.

De plus, dans de nombreux cas, les tumeurs gliales peuvent rester longtemps
asymptomatiques.

L’évolution et les choix thérapeutiques étant différents selon le type et sous-type
histologique, il est indispensable d’établir au mieux le diagnostic précis de la tumeur afin
d’optimiser la prise en charge des patients en fonction du type tumoral.

(1) CLINIQUE

Les gliomes peuvent étre révélés par l'apparition des signes cliniques non spécifiques
d’origine neurologique, pouvant étre brutaux ou d’aggravation lente et progressive (1,5,6,11),
comme des crises d’épilepsie, des troubles du langage, des troubles visuels, des troubles de
la personnalité. Ces manifestations cliniques variables sont étroitement liées a la localisation
et a la taille de la lésion. Une hypertension intracranienne (HTIC) peut étre associée,
caractérisée par des céphalées persistantes (6), des nausées matinales, vomissements
(classiquement au réveil et soulageant les céphalées), des troubles de la vigilance et des
étourdissements.

(2) IMAGERIE

Les techniques d’imagerie conventionnelle (IRM) sont tres utiles pour établir un diagnostic
différentiel entre les tissus sains et tumoraux par évaluation de la prise de contraste, pour
localiser précisément la tumeur et évaluer sa taille, et pour détecter un éventuel cedéme ou
une hémorragie intra-cérébrale (5,6,11).

L’imagerie est systématique aux différentes étapes de la prise en charge : lors du bilan pré-
thérapeutique pour guider les biopsies stéréotaxiques, dans les 72h qui suivent la chirurgie
afin de différencier un résidu tumoral d’'une prise de contraste résiduelle, et lors de la
surveillance et du suivi thérapeutique.

L’apport des techniques d’'imagerie fonctionnelle (PET-scan) permet d’améliorer le diagnostic
initial avant toute prise en charge chirurgicale et/ou thérapeutique, en évaluant I'état de
vascularisation de la tumeur, certains paramétres métaboliques ou dynamiques étant plus
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spécifiques d’un type ou d’'un grade tumoral (5).

(3) DIAGNOSTIC ANATOMOPATHOLOGIQUE

Afin d’éviter toute erreur de classification (souvent une sous-estimation du grade), le neuro-
chirurgien doit prendre soin de prélever un ou plusieurs échantillons représentatifs de la
Iésion, soit par biopsie stéréotaxique, soit par exérése de la tumeur (10). Le prélevement doit
ensuite permettre le diagnostic histopathologique (type et grade selon la classification OMS
2007) et si possible la réalisation d’études de cytogénétique et de biologie moléculaire.

Aprés observation macroscopique et microscopique, le pathologiste décrit la lésion en
fonction des critéeres de la classification OMS 2007, précédemment détaillés.

Pour orienter et faciliter le diagnostic, une étude immunohistochimique peut étre réalisée
pour déterminer le type de cellules gliales prédominantes (5,12,13).

La GFAP (glial fibrillary acidic protein) est une protéine fibrillaire du cytosquelette exprimée
par les cellules astrocytaires. Cependant, les tumeurs astrocytaires et oligodendrogliales ont
fréguemment un marquage cytoplasmique de cette protéine GFAP.

Olig2 (oligodendrocyte lineage transcription factor) est un facteur de transcription détecté
dans les cellules gliales, tumorales ou non tumorales ; le marquage en immunohistochimie
étant plus intense dans les cellules tumorales, et I'intensité est corrélé au grade de la tumeur
(13).

Ces anticorps permettent d’identifier une tumeur gliale, méme s'’ils ne sont pas toujours
suffisamment discrimants pour différencier le sous-type histologique.

Les oligodendrogliomes purs marquent uniguement Olig2. Par contre, les astrocytomes et
les oligoastrocytomes présentent deux populations tumorales distinctes, Olig2+/GFAP- et
Olig2-/GFAP+. A linverse, 'immunomarquage Olig2 est négatif dans les glioblastomes, sauf
les glioblastomes a composante oligodendrocytaire (GBM-O).

D’autres outils permettent par ailleurs d’évaluer le pronostic, comme par exemple l'index de
prolifération Ki67 ou l'index mitotique, plus élevé dans les formes anaplasiques et les
glioblastomes.

D. PRONOSTIC DES GLIOMES

Quelque soit le grade et le type, les gliomes sont des tumeurs de mauvais pronostic, avec un
caractere évolutif plus ou moins rapide.

En raison de leur localisation et de leur caractére infiltrant, 'exérése totale est souvent
impossible.

Plus le grade de malignité de la tumeur au diagnostic est faible, meilleur est le pronostic
(Figure 3). La survie moyenne est de 6 a 8 ans pour les gliomes de grade Il (77 mois pour
les astrocytomes, 85 mois pour les oligoastrocytomes et 106 mois pour les
oligodendrogliomes), de 2 & 4 ans pour les gliomes anaplasiques (30 mois pour les
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astrocytomes et oligoastrocytomes et 37 mois pour les oligodendrogliomes) et moins d’'un an
pour les glioblastomes (7 mois) (2,5,6,14). D’'une maniére générale, les tumeurs
oligodendrocytaires ont un meilleur pronostic que les tumeurs astrocytaires (5) (Figure 3).

survie (ans)

GBL

astro Il

oligo 1l

astro Il

oligo Il

Figure 3 : Survie moyenne de chaque type de gliome en fonction
du grade

(1) FACTEURS PRONOSTIQUES DES GLIOMES DE BAS GRADE

Dans les gliomes de bas grade, des facteurs pronostiques ont été démontrés (5,11,14)
(Tableau 2).

- Le type histologique : les tumeurs oligodendrocytaires ont un meilleur pronostic que les
tumeurs astrocytaires ; plus de la moitié des astrocytomes de bas grade évoluent
vers une forme anaplasique. Les oligoastrocytomes ont un pronostic intermédiaire.

- L’age : une meilleure survie est observée chez les sujets présentant une tumeur gliale
diagnostiquée avant 40 ans.

La taille de la lésion : les tumeurs de petit volume sont de meilleur pronostic.

La localisation de la lésion : une tumeur unilatérale sera de meilleur pronostic qu’'une
tumeur qui touche les deux hémispheéres cérébraux.

L’état clinique du patient : les déficits neurologiques étant de mauvais pronostic.

Facteur pronostique 0 1
Age <40 ans > 40 ans
Diameétre de la lésion <Bcm >8cm
Extension Non Qui

hémisphérique
controlatérale

Histologie Oligodendrogliome/aligo- Astrocytome
astrocytome
Déficit neurologique Non QOul

Tableau 2 : Facteurs pronostiques des gliomes de bas grade (d’apres
Pignatti F, 2002)
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Le nombre de facteurs pronostiques présents au diagnostic permet d’estimer la médiane de
survie des gliomes de bas grade (Tableau 3).

Nombre de facteurs Médiane de survie
pronostiques

0 9.1ans
1 8.6 ans
2 6,3 ans
3 4.4 ans
4 3ans

5 2.4 ans

Tableau 3 : Evaluation de la médiane de survie des
gliomes de bas grade en fonction des facteurs
pronostiques (d’aprés Pignatti F, 2002)

(2) FACTEURS PRONOSTIQUES DES GLIOMES ANAPLASIQUES

De la méme fagon, les principaux facteurs pronostiques des gliomes anaplasiques sont 'age
inférieur a 50 ans, la résection chirurgicale totale, I'état général du patient (basé sur le score
de lindex de performance OMS ou le score de Karnofsky (KPS)) et le phénotype
oligodendroglial (15).

Par des recherches génétiques, certains biomarqueurs moléculaires, comme par exemple
les mutations des génes IDH1 ou IDH2 (16-19), la méthylation du promoteur du géne de la
MGMT (20) et la perte concomitante du bras court du chromosome 1 et du bras long du
chromosome 19 (codélétion 1p19q) (21-27), ont pu étre identifiés comme marqueurs de bon
pronostic dans les gliomes anaplasiques. L’identification de ces marqueurs a permis de
mettre en évidence des sous-groupes génétiquement distincts au sein d’'un méme groupe
histologique, impliquant des prises en charge différentes (28—33).

La codélétion 1p19q est spécifique des oligodendrogliomes, retrouvée dans 60 a 80 % des
cas, et dans 20 a 30% des gliomes mixtes (oligoastrocytomes). Dans ce sous-groupe de
gliomes 1p19q codélétés, le pronostic est meilleur (26,27), avec une survie plus longue pour
les oligodendrogliomes de grade Il et Ill (Figure 4). Dans les glioblastomes a composante
oligodendrogliale, la présence de la codélétion 1p19q n’apporte pas d’avantage pronostique

(28).
b c

- classic -1p-19q (=27, ms 1741)
— other (n~26, ms 408)

r~y

100 - classic -1p’-19q (n=23, ms 2753)
— other (n=43. ms 1696)

--== classic -1p/-19q (n=10, ms 167)
— other (n=315, ms 285)

80F |
60 -

40 P=0.0228 P=0.0090 P=0.0782

Survival probability ( %s)

20+

mcssnsssesssotanssnase

0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000

Time (in days) Time (in days) Time (in days)

Low grade gliomas Anaplastic gliomas Glioblastomas

Figure 4 : Courbe de survie Kaplan-Meyer des gliomes diffus en fonction de la présence ou non d’une codélétion
1p19q dans (a) les gliomes de bas grade , (b) gliomes anaplasiques et (c) les glioblastomes. D’aprés Boots-Sprenger
etal, 2013
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Les mutations des génes IDH sont intéressantes a rechercher dans les gliomes
anaplasiques : alors qu'une mutation est constamment retrouvée en présence de la
codélétion 1p19q, conférant un pronostic favorable, les formes non mutées IDH et non
codélétées sont de pronostic plus réservé, tandis que les formes avec une mutation IDH
isolée sont de pronostic intermédiaire.

(3) CLASSIFICATION PRONOSTIQUE DES GLIOBLASTOMES

Selon une classification définie par le groupe RTOG (Radiation Therapy Oncology Group), 4
parameétres sont a prendre en compte pour classer les glioblastomes (GBM) en 3 groupes
(bon, intermédiaire ou mauvais pronostic) (Figure 5) : I'age (<50 vs > 50 ans), le score KPS
(Karnofsky Performance Score <70, entre 70-90 ou >90), I'étendue de I'exérése (partielle ou
totale vs biopsie) et les capacités neurologiques du patient (marche vs ne marche pas) (34—
36).

<50 Aoe s0 100
/ g \ Class (pts)  MST p-value
o 11 (81) 16.3m0 3 4 oo
75 IV (181) 11.3 mo 7 <0001
7 20 V=VI{222) 6.7 mo
) Surgery -_-:. 50
< 90 =
Part/Ton, Sopsy §
Z 25
Neuro Fct
Work Other 0
0 6 12 18 24 30
i Y Vv Months

Figure 5 : classification pronostique des GBM, selon les critéres retenus par le groupe RTOG, d'apres Li et al. 2011.

E. PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE DES GLIOMES

La chirurgie d’exérése est le traitement initial de premiére intention, quelque soit le grade et
le type de tumeur. Bien que I'exérése totale ne soit pas toujours possible en fonction de la
taille, de la localisation et du caractére diffus de la tumeur, le geste chirurgical reste toutefois
indispensable et nécessaire pour bénéficier d’'un prélévement tissulaire, dans le but
d’identifier le sous-type et le grade tumoral, et d’étudier le statut moléculaire.

L’exérése totale est donc le plus souvent impossible (seuls 36% des patients en bénéficient
dans les gliomes de bas grade), nécessitant des traitements adjuvants (radio et/ou
chimiothérapie) (5,11).

Les protocoles standardisés de chimiothérapie restent assez restreints. Les principales
molécules utilisées sont des agents alkylants tels que le Témozolomide (TMZ) Temodal®, et
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les nitrosourées utilisées en monothérapie, comme la carmustine (utilisée sous forme
d’'implants intracérébraux (Gliadel®) dans les formes de haut grade (lll et 1V)), ou en
polychimiothérapie PCV (Procarbazine+Lomustine+Vincristine).

Selon le référentiel de TANOCEF, des recommandations nationales ont été établies, mais de
nombreux essais cliniques sont en cours. L'inclusion des patients dans ces essais cliniques
va permettre de prouver l'efficacité de la chimiothérapie concomitante ou adjuvante a la
radiothérapie dans le traitement des gliomes de bas grade, anaplasiques et les
glioblastomes.

Dans les gliomes de bas grade, la conduite a tenir repose sur une surveillance si la tumeur
est asymptomatique, non évolutive et de bon pronostic. La plupart du temps, une chirurgie
d’exérése est réalisée en premiéere intention mais ne peut étre totale que dans 36% des cas.
Chez les sujets jeunes, sans déficit fonctionnel et pour les tumeurs oligodendrogliales (bon
pronostic), I'évolution peut étre favorable aprés chirurgie, sous surveillance clinique réguliére
(5,37).

Dans plus de la moitié des cas, une rechute est observée dans les 5 années suivant la
chirurgie. Des études cliniques ont montré l'intérét de la radiothérapie a faible dose (moins
toxique) comme traitement adjuvant (45-50Gy en fraction de 1.8Gy) étant le traitement de
référence (38,39). Pour les patients avec des facteurs de risque défavorable (age élevé,
déficit neurologique, formes non résécables ou rapidement progressives) ou en cas de
récidives post-chirurgie, une chimiothérapie par TMZ ou PCV peut étre proposée en
association a la radiothérapie, diminuant ainsi la neurotoxicité de la radiothérapie (40,41).

Pour les gliomes anaplasiques, le traitement initial repose sur un traitement par radiothérapie
(60 Gy en 30 fractions) aprés exérése chirurgicale (6,11,37). En fonction de la présence ou
non de la codélétion 1p19q, les suites de prise en charge sont différentes.

En effet, les oligodendrogliomes, de meilleur pronostic que les astrocytomes ou les formes
mixtes, présentent des survies sans progression plus longues (3 a 6 ans dans les
oligodendrogliomes versus 2 a 3 ans dans les astrocytomes), indépendamment du type de
traitement (42,43). Les oligoastrocytomes sont traités comme des oligodendrogliomes en
présence de la codélétion 1p19q, ou comme des astrocytomes en l'absence de ce
marqueur.

Pour les patients présentant un gliome de grade Il sans codélétion 1p19q, il n'y a pas de
standard établi. La radiothérapie est classiquement considérée comme le traitement de
référence et le bénéfice de la chimiothérapie concomitante-adjuvante reste a démontrer. Des
études ont été faites sur la chimiothérapie (PCV ou TMZ) adjuvante a la radiothérapie mais
n‘ont pas démontré d’amélioration de la survie globale (11,44). Les recommandations du
réseau POLA sont la radio-chimiothérapie concomitante et adjuvante selon le protocole de
Stupp (radiothérapie + TMZ) ou l'inclusion dans I'essai prospectif EORTC-CATNON. Chez
les sujets de plus de 70 ans, une radiothérapie seule hypofractionnée ou une chimiothérapie
seule par TMZ peut étre proposée (Référentiel des Gliomes de grade 11l, ANOCEF).

A l'inverse, pour les patients présentant un gliome de grade Il avec une codélétion 1p19q
(oligodendrogliomes et oligoastrocytomes anaplasiques), les données récentes indiquent
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que la combinaison radiothérapie-PCV devient le traitement standard. Des questions
persistent sur les modalités optimales d’administration de la chimiothérapie (néo-adjuvante
ou adjuvante) et sur la dose de radiothérapie (42,43).

Dans les glioblastomes, I'exérése doit étre la plus large possible, ameéliorant la survie des
patients (6,11). Les protocoles de radio-chimiothérapie concomitante (TMZ a la dose de 75
mg/m?/jr pendant les 6 semaines de radiothérapie) puis adjuvante (TMZ & la dose de 150-
200 mg/m? pendant 5 jours consécutifs par mois, 6 cycles) ont montré leur efficacité dans les
essais cliniques randomisés et sont désormais le traitement de référence des glioblastomes
chez les patients de moins de 70 ans (6,11,45,46). La sélection des patients présentant une
hyperméthylation du promoteur de la MGMT (20,31,47) semblerait intéressante (meilleure
efficacité du TMZ), notamment chez les sujets agés de plus de 70 ans (6,48) mais n’'est
actuellement pas de pratique courante.

Des essais sont actuellement en cours dans les glioblastomes pour évaluer lintérét du
Bevacizumab (AVASTIN®), anticorps monoclonal anti-angiogénique dirigé contre le VEGF,
en association a la radiochimiothérapie en premiere ligne de traitement (49). Le
Bevacizumab peut étre utilisé dans les formes récidivantes bien qu'il n’ait pas I'autorisation
de mise sur le marché pour cette indication (50). En cas de récidive, aucun traitement
standardisé n’est établi. Les chimiothérapies de derniere intention sont basées sur le
Bevacizumab, le TMZ, ou d’autres agents alkylants, les nitrosourées tels la carmustine ou la
lomustine et la carboplatine (6).
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[I. LA GLIOMAGENESE

La compréhension de la tumorigénése des gliomes est une question qui a nécessité de
nombreuses recherches depuis les années 1980, notamment sur les glioblastomes, formes
les plus fréquentes. Aprés la découverte de l'amplification du géne EGFR dans les
glioblastomes primaires dans les années 1980, de nombreuses avancées ont été faites et
ont permis d’identifier plusieurs mécanismes permettant d’expliquer la survenue des
différents types de gliomes.

Deux grandes voies de régulation de 'homéostasie cellulaire sont altérées dans les gliomes :
la premiére touchant le cycle cellulaire via les voies P53 et RB1, conduisant a un potentiel
réplicatif illimité des cellules, et la seconde concernant les voies de signalisation
intracellulaire dépendantes des facteurs de croissance (comme EGF ou PDGF), favorisant la
prolifération et la survie cellulaire.

A. DEREGULATION DU CYCLE CELLULAIRE

Le cycle cellulaire, divisé en 4 phases (G1, S, G2 et M) est régulé a différents points de
contréle par lactivation de complexes Cycline/CDK (kinase dépendante des cyclines).
L’activation des voies P53 et RB1, ayant un contrdle négatif sur le cycle cellulaire, contribue
a bloquer le cycle entre la phase G1 et I'entrée en phase S. Ces deux voies peuvent étre
altérées dans les gliomes.

(1) DEREGULATION DE LA VOIE P53

La voie P53 est mise en jeu lorsque I'ADN est endommagé pour bloquer la transition G1-S.

a. Mécanisme d’action et réqulation de la voie P53

Le géne TP53 se situe sur le bras court du chromosome 17 au locus 17q13.1. Il code pour
une phosphoprotéine de 393 acides aminés (53 kDa), la protéine P53, impliquée dans la
régulation négative du cycle cellulaire.

La protéine P53 est un facteur de transcription, localisée dans le noyau des cellules, dont le
réle est de bloquer le cycle cellulaire entre la phase G1 et la phase S, et d’'induire la
réparation de 'ADN ou la mort cellulaire par un phénoméne d’apoptose pour limiter la
prolifération cellulaire (Figure 6).

En condition normale, la voie P53 est constamment régulée négativement par le complexe
formé entre la protéine P53 et la protéine MDM2. Sous cette forme inactive, P53 est instable
et rapidement dégradée par le protéasome.

Cependant, lorsque la cellule subit un stress cellulaire (Iésion de I’ADN, hypoxie, choc
thermique), il existe des mécanismes contribuant a la stabilisation et a
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'augmentation de I'expression de P53 (Figure 6). Par exemple, I'expression de la protéine
CDKNZ2A interagit avec MDM2 pour inhiber l'interaction MDM2/P53 et libérer P53 sous sa
forme active. Une fois active, P53 est acétylée par CBP pour favoriser la liaison a 'ADN
cible, le promoteur du géne p21, afin d’activer I'expression de la protéine p21. Celle-ci inhibe
tous les complexes cyclines/cdk en se fixant sur le complexe formé. Ainsi p21 bloque le
cycle cellulaire entre la phase G1 et S de facon transitoire afin de permettre aux différents
systémes de réparation de restaurer ’ADN et de poursuivre le cycle cellulaire.

Lorsque la réparation de 'ADN n’est pas possible, la protéine P53 dirige la cellule vers un
processus de mort cellulaire (apoptose) (Figure 6). Pour cela, la protéine P53 se fixe sur le
promoteur du gene Bax, ce qui entraine I'expression de la protéine pro-apoptotique Bax.
Celle-ci se fixe sur la membrane de la mitochondrie et permet alors la sortie du cytochrome
C, entrainant 'apoptose des cellules.
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Figure 6 : Schéma récapitulatif du mécanisme d’action de la protéine P53 aprés activation par un stress cellulaire
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b. Implication de la voie P53 dans la gliomagéneéese

Le géne TP53 est un gene suppresseur de tumeur ; lorsqu’il est inactivé, la protéine P53
n’est plus synthétisée et ne peut plus donc plus exercer son inhibition du cycle cellulaire au
niveau de la transition G1/S et réparer 'ADN. La cellule se réplique alors avec une lésion au
niveau de I’ADN, ce qui favorise les instabilités génétiques que I'on retrouve dans les cellules
cancéreuses.

La majorité des glioblastomes (90%) présentent une anomalie de la voie P53, conduisant
toujours a une perte d’expression de la protéine P53.

Les mécanismes de régulation négative de la voie P53 décrits dans les gliomes peuvent
impliquer directement le géne TP53, principalement par mutation ponctuelle du géne, ou plus
rarement par délétion homozygote.

Plusieurs autres mécanismes d’altération de cette voie ont par ailleurs été décrits (51)
(Figure 7), impliquant les génes de régulation en amont, par délétion homozygote du géne
CDKN2A (situé sur le chromosome 9 en 9p21.3) et/ou une amplification du géne MDM2
(situé sur le chromosome 12 en 12g15) ou MDM4 (situé sur le chromosome 1 en 1g32.1).

Dans les tumeurs cérébrales, les mutations du géne TP53 sont caractéristiques des tumeurs
gliales de phénotype astrocytaire, quelque soit le grade Il, Ill ou dans les glioblastomes
secondaires (51-53). C’est un événement précoce de la gliomagénése astrocytaire, pouvant
étre exclusif des autres mécanismes (51,54,55). A l'inverse, les altérations chromosomiques
des génes CDKN2A et MDM2 peuvent étre retrouvées dans les autres types de gliomes,
glioblastomes de novo, oligodendrogliomes ou oligoastrocytomes.

P53
signaling Activated oncogenes
altered in L
87%
Homozygous deletion,
@ mutation in 43%
Ampbfication in 14%
o
| ( MDM4 )
\/ Amplification in 7%
Mutation, homozygous
Senescence deletion in 35% Apoptosis

Figure 7 : Principales altérations génétiques impliquant la
voie de signalisation P53 dans les glioblastomes (d’apres
TCGA Network, Nature. 2008) : en rouge sont indiquées les
altérations génétiques activatrices, les plus fréquentes en
rouge vif et les moins fréquentes en rouge clair. A l'inverse, les
altérations inactivatrices sont indiquées en bleu.
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(2) DEREGULATION DE LA VOIE RB1

a. Mécanisme d’action et réqulation de la voie RB1

La protéine du Rétinoblastome (pRB) est codée par le géne RB1, situé sur le chromosome
13 en 13q14.2 et joue un r6le dans la régulation négative du cycle cellulaire.

Lorsque la cellule est en division active, le complexe cycline D/CDK4 inactive la protéine
pRB par phosphorylation, responsable de la libération du facteur de transcription E2F. Une
fois libéré, E2F se fixe sur 'ADN, activant I'expression de génes codant pour des protéines
nécessaires au déroulement de la phase S (Figure 8).

prolgene Bl

aclive

!
NGl wes .
A Réplication de FPADN

protéong R f,f

Insciivée

g

Figure 8 : Mécanisme de régulation de I’entrée du cycle cellulaire en phase S par activation de la voie RB1.
L'activation du facteur de transcription E2F, grace a la phosphorylation de la protéine Rb, permet la synthese de genes de
la phase S. (Source : www.snv.jussieu.fr)

Par expression du gene CDKN2A, le complexe Cycline D/CDK4 est inhibé, favorisant la
forme non phosphorylée de la protéine pRB. Sous cette forme active, pRB bloque le cycle
cellulaire en fin de phase G1, par séquestration du facteur de transcription E2F.

b. Implication de la voie RB1 dans la gliomagéneése

Par inhibition du cycle cellulaire, la voie RB1 a un mécanisme suppresseur de tumeur qui
peut étre altéré dans les gliomes, ce qui entraine une activation constitutive du facteur de
transcription E2F et I'entrée dans la phase S du cycle cellulaire en 'absence de signaux
mitotiques.

Les anomalies les plus fréquemment retrouvées impliquent les genes CDKN2A et CDKN2B
(situés sur le chromosome 9 en 9p21.3) par délétion homozygote, et le géne CDK4 (situé sur
le chromosome 12 en 12q14.1) par amplification. Le géne RB1 peut étre également
directement impliqué, par mutation et/ou par délétion en 13g14.2 (Figure 9).
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Figure 9 : Principales altérations génétiques impliquant la
voie de signalisation RB1 dans les glioblastomes (d’aprés
TCGA Network, Nature. 2008) : en rouge sont indiquées les
altérations génétiques activatrices, les plus fréquentes en rouge
vif et les moins fréquentes en rouge clair. A linverse, les
altérations inactivatrices sont indiquées en bleu.

Les altérations de la voie RB1 sont fréquentes dans les gliomes, et particulierement dans les
formes évolutives (anaplasiques ou glioblastomes secondaires) ou environ 75% des
glioblastomes secondaires sont concernés (51,53). Ces anomalies peuvent étre retrouvées
dans les glioblastomes primaires avec une fréquence plus faible mais elles ne sont
généralement pas présentes dans les gliomes diffus de bas grade.

Les altérations des voies P53 et RB1 ne sont pas mutuellement exclusives. La premiére
signe linitiation et le développement tumoral ; tandis que la seconde marque une évolution
tumorale de haut grade.

B. ACTIVATION DES VOIES DE TRANSDUCTION DU SIGNAL INTRACELLULAIRE

Plusieurs facteurs de croissance comme par exemple EGF et PDGF, agissent sur les
cellules par activation de leur récepteur a activité tyrosine-kinase, pour leur donner un signal
de prolifération et de survie.

(1) MECANISME D’ACTION DES VOIES DEPENDANTES DES FACTEURS DE CROISSANCE :
EXEMPLE DE L' EGFR

L’EGFR, récepteur du facteur de croissance épidermique, appartient a la famille des
récepteurs HER. Cette glycoprotéine transmembranaire de 170 kDa, codée par le géne
ErbB1 ou EGFR situé sur le chromosome 7 au locus 7p12.3-p12.1, est exprimée a la surface
des cellules épithéliales sous forme monomérique inactive. Lors de la fixation d’'un ligand,
une cascade d’activation par dimérisation et phosphorylation conduit a I'activation des
cascades de signalisations intracellulaires des voies MAPKinase (RAS-RAF-MEK-ERK) et
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PI3K-AKT(56,57) (Figure 10).
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Figure 10 : Activation des voies de signalisation intracellulaire dépendantes de
’EGFR, d’aprés S.Francoz, Bull Cancer, 99-11 :1017-1027

L’EGFR joue un réle important dans la régulation de la prolifération et la survie cellulaire
durant des processus physiologiques. Son hyper-activation confére un potentiel prolifératif et
malin a la cellule (56).

(2) IMPLICATION DE LA VOIE DE L'EGFR DANS LA GLIOMAGENESE

L’EGFR est I'un des premiers proto-oncogénes cellulaires humains identifié et le premier
proto-oncogene membranaire (35). Son réle dans la gliomagénese a été découvert en 1985,
par lidentification d’'une amplification génique en 7p12 dans les glioblastomes de novo
(58,59). Cette anomalie, retrouvée dans environ 35% des glioblastomes de novo (54,60),
conduit a I'activation constitutive du récepteur de 'TEGF non muté a la surface des cellules et
a la transduction du signal mitotique intracellulaire (Figure 11) (51-53).

. EGF
Figure 11 : Mécanismes d’activation de la voie

EGF impliqués dans la gliomagénese, soit par
amplification  génique aboutissant a une
surproduction de récepteurs normaux, soit par
production d’'un récepteur anormal, tronqué et actif
de fagcon constitutionnelle et non régulable
(d’apres S. Tallibert,2004.)

Réc teur

R-EGF Ampliﬂcation gém?:e trogqué

normal

v v
Transduction du signal mitotique

-18 -



Généralités : La Gliomagénese

D’autre part, des mutations touchant la partie extracellulaire du récepteur ont été identifiées,
entrainant la synthése d’'un récepteur muté tronqué constitutivement actif tel que 'EGFRuvIII
(délétion entre les exons 2 et 7, Figure 12) a la surface des cellules (53,61,62). Cette
anomalie est également impliquée dans la tumorigénése des glioblastomes, et n’est pas
exclusive de I'amplification du géne EGFR.

Deletion of AAs 6-273
yields the EGFRuvIIL. Extracellular
) | Domain
ll)._lgcé;_l'ld () Insertion of anovel | (AAs 1-621)
dln ing Glycine residue
omain L |1

2 Trans-membrane

. r Domain

ATP binding 1 (AAs 622-644)
site (K721)
Intracellular
Tyrosine " be Domain
phosphorylation < (AAs 645-1186)
sites. R

WtEGFR EGFRuvIII

Figure 12 : Représentation schématique de la forme variante du
récepteur de ’EGFR dans les glioblastomes (EGFRuvIII)
(d’apres GanHK et al, 2009)
Ces deux mécanismes sont retrouvés dans environ 40 a 60% des glioblastomes de novo
(51-53), sans étre mutuellement exclusifs. Ce sont des évenements précoces dans la
gliomagénése (51,62), exclusifs des mutations du gene TP53 retrouvées dans les
astrocytomes. Les glioblastomes primaires et les astrocytomes suivent donc des
mécanismes de gliomagénése bien distincts.

(3) IMPLICATION DES AUTRES VOIES DE TRANSDUCTION DANS LA GLIOMAGENESE

D’autres anomalies conduisant a une activation des voies de transduction de signal
intracellulaire peuvent étre retrouvées dans pres de 90% des glioblastomes de novo, plus
souvent chez des sujets jeunes (51,53) (Figure 13).

RTK/RAS/PI-3K EGFR ERiBZ PDG_F‘RA MiT
signaling |
altered in 1
88% at o
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Figure 13 : Principales altérations génétiques des glioblastomes impliquant les voies de signalisations intracellulaires
(d’apres TCGA Network, Nature. 2008) : en rouge sont indiquées les altérations génétiques activatrices, les plus fréquentes en
rouge vif et les moins fréquentes en rouge clair. A I’inv_erfg les altérations inactivatrices sont indiquées en bleu.
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Ces anomalies impliquent par exemple le géne PTEN, souvent par délétion hétérozygote en
10923 ou le gene PDGFRA par amplification en 4ql2, ou plus rarement d’autres génes
comme AKT (en 14932.33) ou MET (en 7g31.2) (51,53). Ces anomalies sont secondaires,
non exclusives des anomalies des génes EGFR ou TP53.

Ces mécanismes ne permettent pas d’expliquer la survenue de tous les gliomes car ces
anomalies précédemment décrites ne sont pas toujours retrouvées initialement comme
facteur déclenchant de la gliomagénese, mais survenant plus tardivement, apres évolution
tumorale.

C. CODELETION 1P190Q

Les oligodendrogliomes représentent un sous-groupe trés différent des astrocytomes. Ce
sont des tumeurs moins agressives, de meilleur pronostic et répondant mieux aux
chimiothérapies que les astrocytomes. Les anomalies décrites précédemment ne sont pas
retrouvées comme facteur déclenchant de la gliomagénése dans ces tumeurs.

(1) DECOUVERTE DE LA CODELETION 1P190Q

C’est dans les années 1990 qu’a été découverte une anomalie bien caractéristique des
oligodendrogliomes : la perte concomitante du bras court du chromosome 1 (1p) et du bras
long du chromosome 19 (19q) (63), qui n'a été identifice qu’en 2006 comme une
translocation t(1;19)(q10 ;p10) déséquilibrée entre le bras court du chromosome 1 (1q) et le
bras long du chromosome 19 (19p) avec des points de cassures centromériques et une
perte du chromosome complémentaire associé (Figure 14) (21,22). Au niveau
chromosomique, cela conduit a la codélétion 1p19q (22,25).

Chromosomes 19

la) HB! ﬂ :

Chromosomes 1 b) t(1;19)(q10;p10) réciproque

a) Cellule normale ¢) 1(1;19)(q10;p10) déséquilibrée

Figure 14 : Représentation schématique des chromosomes 1 (en bleu) et 19 (en orange)

a)cellule normale b) Résultat d’'une translocation réciproque t(1;19)(q10;p10) avec un chromosome 1 normal (en bleu & gauche) et le
dérivé du chromosome 1 dont le bras court est remplacé par le bras court du chromosome 19 et un chromosome 19 normal (en
orange, a dorite) et le dérivé du chromosome 19 dont le bras court est remplacé par le bras court du chromosome 1, c) Résultat
d’une translocation déséquilibrée t(1;19)(q10;p10) avec perte du chromosome 19 remanié composé du bras court du chromosome 1

et du bras long du chromosome 19. On parle de codélétion 1p19q.
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Cette anomalie est retrouvée dans la plupart des oligodendrogliomes diffus de bas grade et
anaplasiques. Elle peut étre suggérée comme évenement tres précoce de la tumorigénese
et peut également étre retrouvée dans un faible pourcentage d’astrocytomes et
d’oligoastrocytomes (64—66).

(2) IMPLICATION DE LA CODELETION 1P19Q DANS LA GLIOMAGENESE

Caractéristique des oligodendrogliomes, la codélétion 1p19q joue probablement un rdle dans
linitiation tumorale. Cependant, le(s) oncogéne(s) ou géne(s) suppresseur(s) de tumeur
possiblement impliqué(s) n'ont pas été identifié(s).

Par ailleurs, il a été décrit des mutations des géenes CIC, situé sur le chromosome 19 en
19913.2, et FUBP1, situé sur le chromosome 1 en 1p31.1, associées a la codélétion 1p19q
dans respectivement 65% et 15% des cas (67,68).
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I1l. ANOMALIES GENETIQUES DES GLIOMES

A. MARQUEURS MOLECULAIRES DIAGNOSTIQUES, PRONOSTIQUES ET
PREDICTIFS DE CHIMIOSENSIBILITE : VERS UNE CLASSIFICATION
HISTOMOLECULAIRE

Devant I'hétérogénéité histologique des tumeurs cérébrales, la classification OMS 2007 des
tumeurs cérébrales primitives conduit & une standardisation internationale des critéres de
diagnostic mais ne prend pas en compte I'hétérogénéité génétique de ces tumeurs et ne
permet pas d’en évaluer le pronostic ni de prédire la réponse au traitement.

De nombreux essais cliniques sur les gliomes ont été mis en place ces derniéres années
pour évaluer I'impact des marqueurs moléculaires dans la prise en charge et la survie des
patients. Ces essais se sont avérés trés prometteurs et I'Institut National du Cancer (INCa) a
émis des recommandations nationales sur la recherche de biomarqueurs moléculaires ayant
un intérét diagnostique, pronostique et prédictif de la réponse au traitement (29,30,37,69)
(Tableau 4).

Ces différents marqueurs sont :

- Les mutations ponctuelles du géne codant pour IDH1 ou IDH2, qui présentent un
intérét pronostique quelque soit le grade et le type histologique de la tumeur
(16,19,28,70).

- La méthylation du promoteur du géne de la MGMT, qui permet de prédire la
chimiosensibilité aux agents alkylants dans les glioblastomes, et est également un
marqueur de bon pronotic dans les gliomes anaplasiques (20,28,47).

- La codélétion 1pl9g qui est une aide au diagnostic car spécifique des
oligodendrogliomes et est également un marqueur de bon pronostic (22,24—
26,29,71).
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IDH1/2 mutation 1p and 19q codeletion MGMT promoter EGFRvIll rearrangement
methylation
Biological consequence Increased concentrations  Undear, candidate genes (C Reduced DNA repair, Ligand-independent
of 2-hydroxyglutarate, and FUBP1 under investigation  association with G-CIMP pathway activation
association with G-CIMP phenoctype in IDH1/2-
phenotype mutant tumours
Methods of assessment Immunohistochemistry  FISH, microsatellite analysis for  MSP or bisulfite (pyro) tPCR,
for IDH1 R132H, (pyro) loss of heterozygosity sequending immunohistochemistry,
sequencing MLPA
Frequency
Pilocytic astrocytoma 0% 0% <10% 0%
Pleomorphic 0% 0% 10-20% 0%
xanthoastrocytoma
Diffuse astrocytoma 70-80% 15% 40-50% 0%
Oligodendroglioma/ 70-80% 30-60% 60-80% 0%
oligoastrocytoma
Anaplastic astrocytoma  50-70% 15% S50% o%
Anaplastic 50-80% 50-80% 70% 0%
oligodendrogliomal/
oligoastrocytoma
Glioblastoma 5-10% <5% 35% 25-30%
Diagnostic role Important, differential Strong association with None Strong association with
diagnosis between oligodendroglial morphology, gliocblastoma
diffuse glioma and gliosis  differential diagnosis of brain
tumours with clear cells
Prognostic role Positive across Favourable for oligodendroglial  Prognaostic for anaplastic Negative prognostic
histologies tumours treated with glioma patients (possibly factor, reduced long-
radiotherapy or alkylating agent  with IDH mutations) term survival
chemotherapy or both treated with radiotherapy
or alkytating drugs
Predictive role Absence of mutation Patients with 1p/19-codeleted  Predictive for glioblastoma  Possible biomarker for

suggests predictive role vaccination
for MGMT promoter

methylation

(anaplastic)
oligodendrogliomas should not
be treated with radiotherapy
alone, but alkylating drugs with
or without radiotherapy

(possibly without IDH
mutations) treated with
alkylating agents, should be
tested in elderly patients
with glioblastoma

FiSH=fluorescence in-situ hybridisation. MSP=methylation-specific PCR. rtPCR=real-time PCR. MLPA=muitiplex litigation-dependent probe amplification.

Tableau 4 : Marqueurs moléculaires des gliomes (d’aprés Weller et al, 2013)

Cependant, ces trois marqueurs moléculaires ne sont pas complétement spécifiques et
indépendants les uns des autres. Par exemple, les tumeurs IDH-mutées présentent souvent
un statut méthylé pour la MGMT (72) et les tumeurs codélétées 1p19qg sont typiqguement
mutées IDH (73).

De plus, bien gu’ils soient individuellement associés a un meilleur pronostic, I'association de
ces marqueurs n’est pas forcément associée a un meilleur pronostic. Par exemple, les
glioblastomes présentant une codélétion 1p19q et une mutation du géne IDH n’ont pas une
survie plus longue que les glioblastomes non codélétés 1p19q. De méme, chez les sujets de
plus de 50 ans, la présence d'une mutation IDH n’améliore pas le pronostic des
glioblastomes (28).

L’interprétation de ces marqueurs moléculaires doit donc étre associée aux caractéristiques
histologiques de la tumeur (type histologique et grade) ainsi qu’a I'age du patient.

Néanmoins, la prise en charge des gliomes basée sur cette classification histomoléculaire ne
prend pas en compte la plupart des anomalies chromosomiques et ne permet pas d’explorer
les gliomes ne présentant aucun de ces marqueurs moléculaires au diagnostic ou a la
rechute.

-23-



Généralités : Anomalies génétigques des gliomes

B. ANOMALIES CHROMOSOMIQUES DES GLIOMES

De maniére générale, plus le grade est élevé, plus le nombre d’anomalies chromosomiques
retrouvées augmente (51,53-55,65,69,74-76).

(1) LES ASTROCYTOMES

Dans les astrocytomes, les anomalies décrites conduisant a un avantage prolifératif des
cellules sont les anomalies touchant les genes impliqués dans la régulation du cycle
cellulaire, par altération des voies P53 et/ou RB1.

a. Astrocytomes de grade |l

Les astrocytomes diffus de grade Il (A Il) présentent la plupart du temps des anomalies
isolées de la voie P53, survenant de facon précoce dans linitiation et le développement
tumoral.

Dans plus de 60% des A Il, une perte d’hétérozygotie du bras court du chromosome 17
(17p), conduisant a la perte d’'une copie du géne TP53, est souvent retrouvee.

Par ailleurs, les A Il peuvent étre divisés en 4 sous-groupes en fonction des autres
anomalies chromosomiques identifiées (65) :

- Le premier groupe présente une trisomie du chromosome 7 ou le gain du bras long
(79)

Cette anomalie chromosomique est la plus fréquente des A Il (environ 50%) (54,55,69). Des
pertes chromosomiques en 22q, 13qg, 10p, 199 et 6, et des gains en 5p, 9 et 19p ont
également été retrouvées associées, mais dans des proportions plus faibles.

- Le second groupe présente la codélétion 1p19q, toujours exclusive du gain sur le
chromosome 7. Cette anomalie, caractéristique des oligodendrogliomes, peut étre
atypiquement retrouvées dans une faible proportion d’A 1l (20%).

- Le troisieme groupe présente d’autres anomalies chromosomiques atypiques (20%).

- Le quatriéme sous-groupe ne présente aucune anomalie chromosomique (15%).

b. Astrocytomes de haut grade

Les astrocytomes anaplasiques (AA ou A lll) ou les glioblastomes (GBM) secondaires sont
des formes évoluées d’A Il, les anomalies retrouvées sont donc les mémes. Les anomalies
les plus fréequemment retrouvées sont la perte du bras long du chromosome 10 (10g), un
gain sur le chromosome 7 total ou partiel (7q ou 7p). Les gains en 7p (locus 7pl2-pl3)
surviennent toujours de fagon concomitante avec la perte en 10q (74,76).

Des anomalies additionnelles, signature d’'une évolution clonale, sont par ailleurs plus
fréquentes, comme par exemple des délétions en 9p, ciblant le géne CDKN2A en 9p21.3
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(délétion homozygote ou hétérozygote), ou des amplifications de la région 12g13-ql15
impliquant les génes CDK4 (en 12q14.1) préférentiellement et MDM2 (en 12q15) (10% des
AA). La région 1932.1 peut également étre le siege d’une amplification en I'absence de
mutation du géene TP53 et d’amplification du géne MDM2. En effet, dans cette région a été
identifié un oncogéne homologue de MDM2 , le géne MDM4 situé en 1g32.1. De la méme
facon, le géne RB1 en 13ql4 peut également étre délété de facon homozygote ou
hétérozygote, retrouvé de préférence dans les glioblastomes secondaires (13%). Ces
anomalies entrainent une altération de la voie RB1 et signent le passage d’une forme de bas
grade vers une forme de haut grade, bien qu’elles ne soient pas systématiques.

De plus, une amplification du géne PDGFRA situé en 4ql5 peut étre retrouvée, de
préférence dans les GBM secondaires (53,60).

De nombreuses autres anomalies chromosomiques récurrentes (principalement des pertes)
ont été décrites, comme par exemple des pertes sur les chromosomes 6q, 11p, 13q, 14q,
19q et 22q ou des gains en 8q, 17q, 19 et 20 (Figure 15 et Figure 16), sans pour autant
gqu'un geéene cible ait été identifié, les principales anomalies étant celles décrites
précédemment (60,69,74).
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Figure 15 : Principales anomalies chromosomiques retrouvées dans une série de 334 astrocytomes. Les chromosomes
sont classés en abscisse (chromosome 1 & 22, X et Y) avec la fréquence absolue de pertes (en bas) ou de gains (en
haut) de chaque région chromosomique. D’aprés Koschny, 2002.

Dans le sous-groupe présentant la codélétion 1p19q, les formes anaplasiques présentent
souvent une perte en 17p comme anomalie additionnelle (74).

C. Glioblastomes de novo

Les glioblastomes de novo surviennent chez les sujets agés sans histoire antérieure
d’évolution depuis une Iésion de plus bas grade. Les anomalies sont donc différentes de

-25-



Généralités : Anomalies génétigques des gliomes
celles des A ll, AA et GBM secondaires et sont de mauvais pronostic.

La premiére anomalie identifiée dans les GBM de novo est 'amplification du géne EGFR en
7pl2, retrouvée dans 35% des cas.

Dans pres de 90% des cas, une monosomie du chromosome 10 est également retrouvée,
associée dans la moitié des cas a une mutation du géne PTEN (10g23). La perte 10p (non
retrouvée dans les astrocytomes) est caractéristique des GBM de novo. Une trisomie du
chromosome 7 est présente dans 60% des cas, associée ou non a I'amplification du gene
EGFR en 7p12 (53-55,60,69,74). Par ailleurs, les autres anomalies les plus fréquentes sont
les gains des chromosomes 19 et 20, les délétions homozygotes du géene CDKN2A en
9p21.3, et les amplifications des genes CDK4 et/ou MDM2 en 12g13-15.

Ainsi, le profil chromosomique caractéristique des glioblastomes de novo montre une
amplification du géne EGFR en 7pl12 et/ou une trisomie du chromosome 7, une monosomie
du chromosome 10 (perte hétérozygote du géne PTEN en 10g23) et une délétion
homozygote du géne CDKN2A/CDKN2B en 9p21.3 (Figure 16) (53,60).
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Figure 16 : Comparaison des anomalies chromosomiques les plus frequentes dans les GBM de novo (en haut) et

secondaires (en bas). Les chromosomes sont classés en abscisse (chromosome 1 a 22, X et Y) avec la fréquence de pertes
(en vert) ou de gains (en rouge) de chaque région chromosomique. D’aprés Maher,2006.

(2) LES OLIGODENDROGLIOMES

Les oligodendrogliomes (OD) constituent un groupe plus homogene que les astrocytomes,
avec des anomalies trés caractéristiques. La principale anomalie recherchée est la
codélétion 1p19q, retrouvée dans environ 2/3 des cas (69). Les anomalies cytogénétiques
sont moins fréquentes que les anomalies génétiques ou épigénétiques. Dans les formes de
bas grade, les anomalies chromosomiques additionnelles sont plus rares que dans les
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formes anaplasiques (<10% des ODII, >20% des ODA) (77).

3 sous-groupes d’'OD ont été identifiés selon la présence ou non d’anomalies sur les
chromosomes 1, 7, 10 et 19 (71,77) : ceux qui présentent la codélétion 1p19q, ceux qui
présentent un gain du chromosome 7 et une perte du chromosome 10, et le dernier groupe
ayant un profil intermédiaire.

Comme pour les astrocytomes, les OD anaplasiques montrent une incidence croissante des
pertes en 9p avec délétion du gene CDKN2A (en 9p21.3) dans 1/3 des cas, des pertes en
10q, et gain du chromosome 7 (avec amplification de 'TEGFR en 7p12), par rapport aux
formes de bas grade.

A linverse des astrocytomes, les OD ne montrent pas de perte en 17p dans le sous-groupe
de la codélétion 1p19q (71).

Non-anaplastic oligodendroglioma Anaplastic oligodendroglioma
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Figure 17 : Principales anomalies chromosomiques retrouvées dans une série de 85 oligodendrogliomes, de bas grade (a
gauche) et anaplasiques (a droite), Les chromosomes sont classés en abscisse (chromosome 1 a 22, X et Y avec la fréquence de
pertes (en bas) ou de gains (en haut) de chaque région chromosomique. d’aprés Koschny, 2006.

D’autres anomalies chromosomiques récurrentes dans les OD sont des pertes sur les
chromosomes 4, 6, 9p, 10,11, 13q, 149, 159, 18 et 22 et des gains sur les chromosomes 7,
8q, 1q, 12q, 15 et 20 (Figure 17) (76—79).

Ces anomalies additionnelles jouent donc un rble dans les mécanismes de progression
tumorale, impliquant, entres autres, une altération des voies P53 et RB1. Celles-ci sont
principalement retrouvées dans les OD anaplasiques ne présentant pas la codélétion 1p19q
pour lesquels une délétion du géne CDKN2A (en 9p21.3), une amplification du gene EGFR
en 7pl2 ou une perte en 10q sont décrites dans respectivement plus de 30%, 20-30% et
20% des cas, leur conférant un mauvais pronostic, proche des glioblastomes (79).

(3) LES OLIGOASTROCYTOMES

Les oligoastrocytomes (OA) sont dans la plupart des études associés aux
oligodendrogliomes, alors que seuls 20% présentent la codélétion 1p19q. Les autres
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anomalies les plus fréquentes sont la trisomie du chromosome 7 associée a une monosomie
du chromosome 10, plus caractéristiques du phénotype astrocytaire et exclusives de la
codélétion 1p19q (64,66,78).

Des anomalies additionnelles impliquant les voies P53, RB1 et EGFR (délétions en 9p, 13q,
amplification en 7p) ainsi que d’autres anomalies atypiques sont également observées dans
certaines formes anaplasiques.

Notons cependant qu’aucune anomalie n'a été identifiée pour les différencier des
oligodendrogliomes d’'une part, et des astrocytomes d’autre part, bien que des pertes en 4q,
13qg et un gain en 10p aient été retrouvés préférentiellement dans les oligoastrocytomes (64).
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IV. METHODES D’EXPLORATION DES ANOMALIES CHROMOSOMIQUES
DES GLIOMES

Les principales anomalies chromosomiques des gliomes peuvent étre appréhendées selon
quatre approches : I'analyse moléculaire et I'hybridation in situ pour les recherches ciblées,
ainsi que la cytogénétique conventionnelle et la cytogénétique moléculaire pour les
recherches pangénomiques.

A. L’ANALYSE MOLECULAIRE DES ANOMALIES CHROMOSOMIQUES

Deux techniques sont utilisées pour I'étude ciblée d’anomalies chromosomiques (gain,
amplification ou perte de région chromosomique connue) dans les gliomes : I'étude des
marqueurs microsatellitaires et la MLPA. Cependant, elles ne permettent pas de voir les
anomalies clonales additionnelles qui peuvent marquer une évolution tumorale.

(1) RECHERCHE DE PERTE D’HETEROZYGOTIE

La recherche de perte d’hétérozygotie, ou LOH pour Loss of Heterozygoty, repose sur la
recherche de marqueurs microsatellitaires par amplification par PCR puis analyse de
fragments sur électrophorése capillaire, en comparant I'ADN tumoral et [I'ADN
constitutionnel, extrait a partir des leucocytes sanguins. Lorsque l'un des deux alléles
présents dans '’ADN constitutionnel n’est pas présent dans 'ADN tumoral (Figure 18), cela
signifie que cet allele a été perdu par délétion ; on parle alors de perte d’hétérozygotie.
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Figure 18 : Profil d’électrophorése capillaire obtenu pour un
microsatellite présentant une perte d’hétérozygotie(LOH)

Cette méthode nécessite que les marqueurs microsatellitaires étudiés soient a [I'état
hétérozygote de fagon constitutionnelle chez le patient. En effet, pour les marqueurs
microsatellitaires a I'état homozygote, I'analyse ne sera pas informative car la perte d’un des
alleles par délétion au niveau de la tumeur ne pourra alors pas étre détectée. Par ailleurs, la
limite de sensibilité de cette technique nécessite 70-80 % de cellules tumorales
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présentant une perte d’hétérozygotie pour étre détectable.

Pour la recherche d’'une codélétion 1p19q, 20 marqueurs situés sur le chromosome 1 (dont 5
réalisé en premiére intention) et 11 marqueurs situés sur le chromosome 19 (dont 7 réalisés
systématiquement) sont étudiés (Figure 19).

Marqueurs Microsatellitaires du chromosome 1 . o
q P Marqueurs Microsatellitaires du chromosome 19q
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Figure 19 : marqueurs microsatellitaires étudiés sur le chromosome 1p ( a
gauche) et 19q (a droite), les marqueurs étudiés en premiére intention sont
indiqués en vert.

A la demande du clinicien, une recherche de perte d’hétérozygotie en 10q peut étre réalisée,
avec 12 marqueurs microsatellitaires étudiés (Figure 20).
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Figure 20 : marqueurs microsatellitaires étudiés sur le
D10S1650 10¢22.1 chromosome 10, les marqueurs étudiés en premiére intention
sont indiqués en vert.
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(2) LA MLPA®

La MLPA® (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) est une technique qui repose
sur le principe de ligation et d’amplification d’amorces initialement hybridées de part et
d’autre d'une cible (Figure 21). En l'absence de la cible, les amorces ne peuvent pas
s’hybrider et ne peuvent donc pas se lier et s'amplifier. Une analyse de fragments sur
électrophorese microcapillaire permet ensuite de visualiser les fragments amplifiés.

1. Denaturation and Hybridization

PCR primer sequence X PCR pnmer sequence Y

h Stuffer sequence
Hybridization sequence (left) Hybridization sequence (right)

2. Ligation

PR

3. PCR with universal primers Xand Y
exponential amplification of ligated probes only

X Y

|
|

[

Figure 21 : Schéma explicatif du principe de la MLPA

Deux kits MLPA® sont commercialisés pour le diagnostic des gliomes, I'un pour la recherche
de la codélétion 1p19q (SALSA® MLPA® KIT P088, MRC Holland), avec 15 sondes ciblant
des genes sur le chromosome 1p et 8 sondes sur le chromosome 19q, le second (SALSA®
MLPA® KIT P105, MRC Holland), ciblant les génes TP53, PTEN, CDKN2A/CDKN2B, EGFR
et ERBB2.

Cette technique dont linterprétation est complexe n’est pas applicable sur tissus fixés au
formol et inclus en paraffine (FFPE) et nécessite du tissu congelé. Elle n’est que trés
rarement réalisée.
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B. L’HYBRIDATION IN SITU : LA FISH

(1) PRINCIPE

La technique d’hybridation in situ fluorescente, le plus souvent appelée FISH (fluorescent in
situ hybridization), repose sur la capacité de I'ADN a s’apparier en double brin sur une
séquence complémentaire. Les sondes utilisées sont des oligonucléotides marqués
complémentaires de la séquence d’'un géne ou d’une partie du géne cible recherchée. Par
I'utilisation de différentes sondes, chacune spécifique d’'un géne ou d’un locus, et marquées
par un fluorophore différent, il est possible de déterminer la position relative de ces
fragments d'ADN ciblés dans le génome ou d’en définir le nombre de copies. Cette technique
permet de mettre facilement en évidence des remaniements de I'ordre de 50 a 250 kb (selon
la taille des sondes), cryptiques en cytogénétique conventionnelle.

L’avantage de cette technique est qu’elle peut étre appliquée sur des cellules en métaphase
obtenues par culture cellulaire, comme pour le caryotype conventionnel, ou sur des noyaux
interphasiques, sans culture cellulaire préalable. La FISH interphasique est intéressante
dans I'étude des tumeurs solides car elle peut étre appliquée sur des tissus fixés.

(2) APPLICATION DANS LES GLIOMES

Dans les gliomes, la recherche de la codélétion 1p19q peut étre réalisée par technique FISH
interphasique en utilisant les kits ZytoLight® SPEC 1p36/1925 Dual Color Probe et
ZytoLight® SPEC 19q13/19p13 Dual Color Probe (Zytovision,CliniSciences) (Figure 22).

'— h - -
n—" 19p13.1-13 ‘_‘57 )
Chromosome 1: deux signaux Chromosome 19 : deux signaux
- — verts et deux signaux orange verts et deux signaux orange
e dans un noyau normal dans un noyau normal
.—' 19913.1-13.4
n>—- 1925.1~25.3
A
Chromosome 1: deux signaux Chromosome 19 : deux signaux
verts et un signal orange dans verts et un signal orange dans
un noyau avec perte en 1p36 B un noyau avec perte en 19913

Figure 22 : A) Sondes FISH utilisées pour la détection d’'une codélétion 1p19q : deux sondes sur le chromosome 1 Sonde 1p36
(orange) et sonde 1925 (vert) et deux sondes sur le chromosome 19 Sonde 19q13 (orange) et 19p13 (vert) . Les sondes marquées par
le fluorochrome vert sont les témoins internes d’hybridation (ZytoLight® SPEC Dual Color Probe kit de chez Zytovision (CliniSciences)
B) images de marquage FISH obtenu pour les chromosomes 1 (au centre) et 19 (a droite) pour une cellule normale (en haut)

et une cellule présentant une codélétion 1p19q (en bas)

-32-



Généralités : Méthodes d’exploration des anomalies chromosomiques

Comparativement a la technique de recherche de perte d’hétérozygotie, cette technique a un
seuil de détection plus faible, avec une limite de sensibilité pouvant aller jusqu’a 20-30% de
cellules tumorales dans I'échantillon et ne nécessite pas d’ADN constitutionnel. Au-dela de la
codélétion 1pl19q, elle permet également de mettre en évidence des polyploidies (plus de
deux signaux pour chacune des sondes). Les résultats s’averent cependant difficiles a
interpréter car il faut prendre en compte la polyploidie et les délétions segmentaires dans le
calcul du seuil de négativité (faux négatifs), et les artefacts de coupe dans le calcul du seuil
de positivité (faux positif).

C. LA CYTOGENETIQUE CONVENTIONNELLE

(1) PRINCIPE

La cytogénétique conventionnelle permet d’étudier 'ensemble des chromosomes a partir des
cellules en métaphase et de rechercher des anomalies chromosomiques de nombre et/ou de
structure, avec une résolution de I'ordre de 10 a 15 Mb, par réalisation du caryotype (Figure
23).

Aprés mise en culture de tissus tumoraux, les cellules sont bloquées au stade de la
métaphase du cycle cellulaire par un dérivé de la colchicine. Les chromosomes
métaphasiques sont libérés aprés choc hypotonique de la membrane cellulaire puis fixés,
étalés et dénaturés avant d’étre colorés. Aprés analyse par microscopie optique, les
anomalies chromosomiques sont décrites selon la nomenclature internationale ISCN.
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Figure 23 : Exemple de caryotype sans anomalie, obtenu a partir d’une cellule en métaphase
aprés coloration au Giemsa (en bande G)
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(2) APPLICATION DANS LES GLIOMES

Malgré leur nombre important, peu de tumeurs solides sont étudiées par cytogénétique
conventionnelle. Cette discipline reste essentiellement utilisée pour les tumeurs
hématopoiétiques.

En effet, la mise en ceuvre d’un caryotype conventionnel de tumeur solide est sujette a des
contraintes pratiques et techniques liées au prélevement, souvent de mauvaise qualité
(préalablement fixé au formol et inclus en paraffine au laboratoire d’anatomie et pathologie
cytologiques), de taille limitée (biopsie), et peu représentatif de la tumeur (nécrose, absence
de prolifération tumorale in vitro, présence de cellules non tumorales). A cela s’ajoute les
difficultés d’interprétation devant la complexité des caryotypes. De plus, le manque de
sensibilité de la technique rend parfois le caryotype tumoral non informatif.

Dans les gliomes, la cytogénétique conventionnelle a néanmoins permis de mettre en
évidence le dérivé du chromosome 1 issu de la translocation déséquilibrée entre le bras
court du chromosome 1 et le bras long du chromosome 19, conduisant a la codélétion 1p19q
(Figure 24).
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Figure 24 : caryotype en bande G d’un oligodendrogliome : le dérivé du chromosome 1 est formé
par le bras court du chromosome 19 et le bras long du chromosome 1, le dérivé du chromosome
19 étant perdu.d’apres Griffin et al.2006

D. LA CYTOGENETIQUE MOLECULAIRE : L’ACPA

Depuis une dizaine d’années, l'analyse comparative sur puce a ADN (ACPA) (plus
couramment appelée CGH-array pour sa dénomination anglo-saxone : Comparative
Genomic Hybridization array) permet de réaliser une analyse pangénomique des altérations
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quantitatives du génome beaucoup plus sensible que le caryotype conventionnel (80-82).

(1) HISTORIQUE DE L’ACPA

D’abord réalisée sur des chromosomes en métaphase d’'un sujet normal (83) (avec une
résolution de 5-10 Mb), 'ACPA a rapidement évolué a la fin des années 1990 vers
l'utilisation de fragments d’ADN séquencés (chromosomes artificiels bactériens ou BACs, de
taille comprise entre 100 et 200 kb) dont la position sur le génome était connue avec
précision, avec une résolution de 1 Mb (84). En 2004, la premiére puce pangénomique
(32 433 BAC) a été réalisée, avec une résolution de 30 kb (85). Depuis, 'ACPA connait un
essor, comme outil diagnostic et de recherche translationnelle dans de nombreux domaines.
Pour encore en améliorer la résolution et l'optimisation technique, les puces utilisées
actuellement sont des puces recouvertes de plusieurs centaines de milliers de sondes
oligonucléotidiques (de taille comprise entre 20 et 70 nucléotides) avec une résolution
pouvant descendre jusque 1 kb sur la totalité du génome. Plus il y a de sondes sur la puce,
meilleure sera la résolution, correspondant a I'espace non couvert entre deux sondes
successives.

(2) PRINCIPE

Le principe de 'ACPA repose sur I'hybridation par complémentarité de séquences entre
'ADN a analyser et des sondes oligonucléotidiques préalablement fixées sur une puce
(support solide, lame de verre)

L’ADN génomique du patient, fragmenté et marqué par un fluorophore, est ainsi mis en
compétition pour I'hybridation sur une puce a oligonucléotides, avec un ADN de référence,
en quantité égale et lui aussi couplé a un fluorophore mais de couleur différente.
L’hybridation sur les sondes va donc se faire de fagon préférentielle pour 'ADN présent en
quantité la plus importante (Figure 25).
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Figure 25 : Principe de la technique d’hybridation génomique comparative sur puce a ADN
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Une différence dans le nombre de copies d’ADN entre 'ADN du patient et 'ADN de
référence, pour un locus donné, modifiera donc le rapport dintensité des deux
fluorochromes. Les log ratios de fluorescence alors calculés permettront de déterminer la
quantité relative de matériel génomique de chaque région (Figure 25) (81).

Sur les profils d’ACPA, dans une cellule normale, les ratios de fluorescence entre 'ADN
testé et 'ADN de référence sont proches de 1, la ligne de base du log ratio est proche de 0.
Par contre, dans les cellules présentant une perte d’une région chromosomique, le ratio de
fluorescence est décalé en faveur de 'ADN de référence donc le log ratio est plus proche de
-1. Alinverse, pour un gain, le log ratio est proche de 1.

La technique d’ACPA permet donc une approche globale pangénomique et hautement
résolutive de détection d’anomalies chromosomiques quantitatives, de type amplification ou
délétion. La résolution varie de 1 Mb a quelques kilobases, selon les puces utilisées, en
fonction du nombre de sondes (80).

Cette technique ne nécessite pas de mise en culture des cellules tumorales, principale
contrainte a la réalisation du caryotype conventionnel. De ce fait, elle constitue un outil de
choix pour I'étude pangénomique de I'ADN tumoral (82). En revanche, les translocations,
sauf si elles sont déséquilibrées, ne peuvent étre détectées (86).

(3) APPLICATION DANS LES GLIOMES

Le premier intérét de I'ACPA est la recherche de la codélétion 1p19q dans les
oligodendrogliomes. En regardant les profils des chromosomes 1 (a gauche) et 19 (a droite)
sur la Figure 26 26 26 26 26, obtenus pour un patient présentant un oligodendrogliome et un
patient sain, on observe bien un déséquilibre au niveau du bras court du chromosome 1 et
du bras long du chromosome 19 signant la codélétion 1p19q chez le patient souffrant de
'OD.

4 Patient sain Oligodendisgiames d Pationt sain
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Figure 26 : Exemple de profil ACPA obtenu pour un oligodendrogliome présentant une codélétion 1p19q et un patient sain
(chromosome 1 a gauche, chromosome 19 a droite) : en rouge, 'ADN testé, en vert, 'ADN de référence. La moyenne des log
ratio de fluorescence rouge / vert calculé est représenté par la ligne de base. Un log ratio >0 signifie un gain, un log ratio<0 signifie
une perte.
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Le principal avantage de 'ACPA pour la recherche d’une codélétion 1p19q est de permettre
d’identifier de maniéere plus exhaustive les délétions partielles, non détectées en analyse des
marqueurs microsatellitaires, ou par FISH si les marqueurs ou sondes utilisés ne
correspondent pas aux loci délétés. Ce point est important a considérer car la signification
pronostique des délétions complétes et celle des délétions partielles sont différentes (87).

De plus, 'analyse ACPA donne une vue globale pangénomique des autres anomalies
récurrentes, notamment la trisomie du chromosome 7, la monosomie du chromosome 10 ou
les amplifications/délétions géniques décrites précédemment.
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V. OBJECTIFS

Au laboratoire d’oncologie et génétique moléculaire des tumeurs solides, les gliomes sont
explorés par plusieurs analyses :

- la recherche de mutation des génes IDH1 ou IDH2 par technique de séquencage
direct selon la méthode de Sanger, en cas de dépistage immunohistochimique IDH1
R132H négatif au laboratoire d’anatomie cytologie pathologique.

- la recherche de méthylation du promoteur du géne de la MGMT par technigue de
pyroséquencage.

- la recherche de perte d’hétérozygotie en 1p,19q et 10q par analyse des marqueurs
microsatellitaires.

Ainsi, seules quelques une des anomalies (codélétion 1p19q, amplification EGFR, perte 10q)
sont actuellement recherchées au diagnostic en pratique courante par des techniques
ciblées. Or, les potentielles anomalies additionnelles non explorées peuvent orienter le
diagnostic et/ou impacter le pronostic.

L’objectif majeur de ce travail est de mettre en place la technique d’ACPA dans les tumeurs
solides sur tissus fixés au formol et inclus en paraffine (FFPE), et d’en évaluer l'intérét au
diagnostic des gliomes.

Dans un premier temps, la mise en place de la technique d’ACPA sur tumeurs solides s’est
faite en paralléle sur tissu congelé et tissu FFPE. Des essais d’amplifications de 'ADN
génomique ont également été réalisés pour pallier a de faible quantité d’ADN. Pour valider la
technique, des comparaisons de méthode ont été faites avec l'analyse des marqueurs
microsatellitaires pour la codélétion 1p19q ainsi qu’avec des profils de caryotypes
moléculaires réalisés dans un autre centre. Enfin, des essais de dilution d’'un ADN tumoral
dans un ADN de tissu sain (jusqu’a 10%) ont été effectués pour évaluer la sensibilité de la
technique.

Dans un second temps, les profils ACPA de 38 gliomes, parmi lesquels 15
oligodendrogliomes (grade Il et 1), 13 oligoastrocytomes (grade Il et Ill) et 10 astrocytomes
(grade Il et V) ont été interprétés et comparés aux données publiées.

Enfin, la sphingosine-1-phosphate, régulée par une balance synthése/dégradation
dépendante des enzymes sphingosine-kinase (SPK) (synthése) et sphingsosine-phosphate
lyase (SPL) (dégradation) joue un rble dans les mécanismes d’angiogénése tumorale
impliqués dans la gliomagéneése (88). La SPK semble jouer un réle oncogénique dans cette
voie métabolique (89-91). L’inhibition de la synthése de la S1P, par inhibition de la SPK est
une cible potentielle de thérapie anti-angiogénique anti-tumorale (92,93). Dans une étude
réalisée en interne au CHRU de Lille sur la balance « synthése et dégradation de la
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Sphingosine-1-phosphate » dans les gliomes, I'expression de la sphingosine kinase (SPK) et
de la sphingosine-phosphate lyase (SPL) a été évaluée par technique immunohistochimique
sur une série de 122 gliomes. Un score a été calculé pour chacun des deux paramétres
testés, prenant en compte lintensité du marquage et le pourcentage de cellules marquées
(score compris entre 1 et 9). Les résultats ont montré qu'il existait une corrélation entre le
grade tumoral et I'expression de la SPK et une corrélation inverse pour I'expression de la
SPL. De plus, la surexpression de la SPK était associée a un moins bon pronostic. Pour
poursuivre cette étude, 8 gliomes de grade Il et Il ont été sélectionnés parmi ceux corrélés a
un moins bon pronostic, afin de tenter corréler la présence d’anomalie chromosomique au
niveau des loci des génes SPHK1 (17g25.2) et SGPL1 (10g22.1) a cette observation.
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DEUXIEME PARTIE: MATERIELS ET
METHODES

La mise au point de la technique d’ACPA dans le secteur d’oncologie et génétique
moléculaires au sein de I'Institut de Biochimie-Biologie Moléculaire du CHRU de Lille a été
réalisée en collaboration avec le secteur de cytogénétique onco-hématologique de I'Institut
de Génétique Médicale de I'Hbpital Jeanne de Flandres, et avec I'aimable contribution du
secteur des biopuces.

I. PATIENTS INCLUS

Tous les prélevements testés ont été sélectionnés a partir de la tumorotheque de I'Institut
de Pathologie du CHRU de Lille, grace a la participation du Professeur Claude-Alain
Maurage. La sélection des prélévements s’est faite en ftrois étapes. Au total, 41
prélevements de gliomes on été analysés par ACPA (Tableau 5).

Dans un premier temps, 5 prélevements ont été choisis parmi les patients inclus récemment
dans le réseau POLA (réseau national dédié a la prise en charge des tumeurs
oligodendrogliales de haut grade) et pour lesquels un génotypage par ACPA a déja été
réalisé auparavant par le laboratoire du centre de recherche de l'institut du cerveau et de la
moelle épiniére (CRICM) de I'hopital Pitié-Salpétriere a Paris, centre de référence clinique
pour les inclusions dans le réseau POLA. Pour ces cing prélevements, des fragments
tissulaires congelés et inclus en paraffine étaient disponibles. Cette premiére série a permis
de valider le protocole en comparant les résultats obtenus pour les différents types de tissus
et de valider les anomalies détectées avec les résultats déja établis par le laboratoire
extérieur.

Ensuite, 10 prélevements ont été choisis parmi ceux analysés au laboratoire de biologie
moléculaire pour la recherche de perte d’hétérozygotie 1p19q par technique d’analyse des
marqueurs microsatellitaires ou étude MLPA.

Cette comparaison de méthode a permis de valider la robustesse, et de voir si I'analyse
ACPA apporte des résultats intéressants pour les prélevements difficiles.

Pendant une période de quelques mois, pour valider la techniqgue ACPA, la recherche de la
codélétion 1pl19q a été réalisée en paralléle par analyse des marqueurs microsatellitaires
(technique de référence au laboratoire de biologie moléculaire des tumeurs solides, lorsque
c’était possible, c’est-a-dire lorsqu’un échantillon de sang du patient était disponible) et par
ACPA. Depuis début janvier 2014, 18 tumeurs ont ainsi été recues au laboratoire pour
effectuer une recherche de la codélétion 1p19q, toutes ont bénéficié de I'analyse par
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ACPA, seules 4 ont été faite en parallele par analyse des marqueurs microsatellitaires.

Enfin, une quatriéme cohorte a été réalisée a partir de I'étude interne sur la balance
« synthese/dégradation de la sphingosine-1-phosphate » dans les gliomes. 8 gliomes de
grade Il et Il ont été retenus parmi ceux qui expriment fortement la sphingosine kinase
(SPK) (score > 5) et faiblement la sphingosine lyase (SPL) (score <3), dans le but de voir si
des anomalies dans les régions chromosomiques des locus des génes SPHK1 (17g25.2) et
SGPL1 (10g22.1) pouvaient étre corrélées a ces expressions anormales.
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ACPA
3 % ) . £z24al
@*‘E’Q Tlifnee Cellules | TSSUCongele | o |ampifical LOH | mMLPA | POLA
& g tumorales| Man .| FFPE tion
cligins Digere
Cohorte POLA [ mize au point de la technigue

1] LEBD | OOl To% *x x x

2] DEPR | OAN 50% X X X X X

3| AMEC | OD S0% x x x

4] ROHW | OOl 80% X X X X X

| BECS | QDN S0% ¥ ® 4

Cohorte comparaison de méthode LOH

gl LEMA | OAI 28o% * x

7l PICF QA S0% x x

gl NOUL | oAl T0% X x

g| LEPA oAl T0% b e ®
10] WACP | OAI 20% * x
11] DUBA | CA I 85% * x ®
12] DAUE Al 30% *x x
13] GELS | oD faible X X

Cohorte comparaison de méthode MLPA
14] LUZV | GBM 50% * ® x
15] POCB | CA T0% x X
Cohorte nouveau diﬂgnostic
18] GUIB oo 65% b4
17] AZAL | oD 659 b e
18] KALH GBM 50% *
15| BOTW | GBM 20% X
201 VANX | gliome 40% ¥ x
Z1] THEF oAl T0% X X
2] BIS) | A MV 65% ¥ X
23] DEVP | o4& 75% ¥ X
24] LOUA Al 20% x
2c]| BEAB GEBM 50% x
28] GERD GEBM S0 x
27] GLUH | oA S0 X
28] VANS | ODI S0% X
Z5] FLARM Al 95% ¥
300 KOWD | OA I T0% x
31] DELJ oo 20% x
32| BATM |GBM I? B0 x
33] BRAA | GBM 100% X
Cohorte SPE-5PL

34] DELA oo T0% x x
3g5] GOUF | oo 50% x x
35| DEBS | O&Al B0% x X
ITIHAMBM | AN 95% X X
38| BOUN | QDN 60% X
39) GUYS | QD 50% ¥
400 CAPP | QDN 90% ¥ X
41] SALA | QDN 50% x x

Tableau 5 : Patients inclus dans le travail, types d'échantillons et caractéristiques d'analyse
(les cases grisées correspondent aux échantillons ayant permis de valider la méthode)
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[I. PREPARATION DU MATERIEL BIOLOGIQUE

La richesse tumorale de chaque prélévement a été préalablement évaluée par un controle
morphologique réalisé par un anatomo-pathologiste.

A. EXTRACTION D’ADN GENOMIQUE, QUANTIFICATION ET EVALUATION DE LA
QUALITE

L’étape d’extraction d’ADN différe pour les tissus congelés et pour les tissus FFPE. Les
techniques utilisées en routine au laboratoire d’'oncologie moléculaire ont été conservées.

Pour les tissus FFPE, l'extraction est manuelle, sur des colonnes de silice. Une étape
préalable de déparaffinage au xylene est indispensable pour éliminer la paraffine et ne
récupérer que le tissu tumoral. Pour cela, les copeaux sont incubés dans 1 mL de xyléne,
éliminé ensuite aprés centrifugation par du méthanol. Le culot de tissu tumoral est récupéré
apres centrifugation et élimination du surnageant, puis incubé pendant 3h a 56°C dans un
tampon de lyse avec une protéinase K, enzyme qui dégrade les tissus et protéines de
I'échantillon. L’ADN génomique est ensuite isolé et purifié sur colonne en silice avec le
coffret QiaAmp® FFPE tissue Kit (Qiagen), selon les recommandations du fournisseur. Le
volume d’élution final est de 30 uL.

Pour les tissus congelés, I'extraction est en partie automatisée. Une premiére étape de
broyage du tissu avec un tampon de lyse et digestion par la protéinase K est nécessaire
avant d’isoler TADN génomique sur l'automate BioRobot™ EZ1 (Qiagen), en utilisant le
coffret EZ1 tissue kit (Qiagen).

La concentration d’ADN est ensuite déterminée précisément, par dosage fluorimétrique au
Xenius® (SAFAS Monaco), avec le coffret Quant-iT™ PicoGreen® ds-DNA Assay Kit (Life
Technologies), selon les recommandations du fournisseur. La qualité de 'ADN extrait est
contrblée par spectrophotométrie a microvolume (Nanodrop™) en évaluant le spectre
d’absorbance sur une plage de longueurs d’onde définie entre 220 et 320 nm, et en calculant
les ratios A260/A280 et A260/A230.

La quantité d’ADN utilisée doit étre comprise entre 200 et 500 ng. Dans certains cas, la
quantité minimale de matériel biologique n’était pas obtenue, des essais d’amplification
d’ADN génomique ont été réalisés avant de faire la technique d’ACPA.

B. AMPLIFICATION D’ADN GENOMIQUE

Deux kits ont été testés en parallele sur deux échantillons ayant un état de dégradation
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différent.

Le premier kit, GenomePlex® Complete WGA kit (Sigma), a été testé pour une quantité
initiale de 100 ng d’ADN (préconisé par le fournisseur pour les échantillons extraits de tissu
FFPE) sur deux échantillons et sur les ADNs de référence.

L’amplification GenomePlex® (Sigma) a été réalisée en suivant le protocole du fournisseur,
comme décrit ci-aprés. Brievement, 100 ng d’ADN extrait de tissu FFPE (dosé au
Nanodrop™) sont incubés dans le tampon de fragmentation 10X pendant exactement 4
minutes & 95°C puis remis dans la glace (4°C). Les échantillons sont ensuite incubés avec le
tampon de préparation de la librairie (Library Preparation Buffer) et la solution de stabilisation
de la librairie (Library Stabilization Solution) pendant 2 minutes a 95°C puis remis dans la
glace. L'’enzyme de préparation de la librairie (Library Preparation Enzyme) est ensuite
ajoutée et le mélange est incubé 3 x 20 minutes successivement a 16°C, 24°C et 37°C puis
5 minutes a 72°C. Une fois la librairie préte, I'échantillon peut étre amplifié avec la WGA
DNA Polymerase dans un thermocycleur programmé comme suit : aprés une dénaturation
initiale de 3 minutes a 95°C, le cycle d’amplification comprend deux étapes : a 95°C pendant
15 secondes (dénaturation) puis a 65°C pendant 5 minutes (élongation), et est répété 14
fois. L’ADN obtenu est ensuite purifié avec des filires QIAquick® PCR Purification (Qiagen).

Le second kit, REPLI-g® FFPE kit (Qiagen), a été testé pour les deux mémes échantillons.
Le fournisseur préconise entre 100 et 300 ng d’ADN intial, ces deux quantités ont été testées
pour chacun des deux échantillons. L’amplification REPLI-g® FFPE (Qiagen) a été réalisée
en suivant le protocole du fournisseur, comme décrit ci-aprés. L'ADN a amplifier est ajouté
aux 10 pL de FFPE Master Mix puis incubé a 24°C pendant 30 minutes. 5 minutes a 95°C
sont nécessaires pour stopper la réaction. L’ADN est prét a étre amplifié par le RepliG
Master Mix incubé a 30°C entre 2h et 8h selon le rendement souhaité. La réaction
d’amplification est stoppée par chauffage a 95°C pendant 10 minutes. L’ADN obtenu est
ensuite purifié avec des filtres QIAquick® PCR Purification (Qiagen).

L’ADN génomique amplifié est ensuite quantifié par spectrophotométrie (Nanodrop™).

Pour la suite du protocole d’ACPA, 2000 ng d’ADNs amplifiés (ADN testé et ADN de
référence) (au Nanodrop™) sont utilisés pour le marquage et I'’hybridation.

C. HYBRIDATION GENOMIQUE COMPARATIVE SUR PUCE A ADN

L’ensemble du protocole a été réalisé a partir du protocole Agilent Oligonucleotide Array-
based CGH for genomic DNA Analysis (version 7.2, Juillet 2012), et le protocole adapté
utilisé en routine au laboratoire de Génétique Médicale. Le coffret de marquage utilisé est le
coffret Complete Genomic SureTag DNA Enzymatic Labeling kit (Agilent Technologies,
référence 5190-3399).

Chaque ADN de patient testé est comparé & un ADN de référence de donneur anonyme de
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sexe masculin (référence H de formule chromosomique 46, XY) ou féminin (référence F de
formule chromosomique 46, XX) (inclus dans le kit SureTAg). Ces ADNs de référence
doivent étre traités de la méme facon que les ADNs de patient, et avec la méme quantité.

(1) DIGESTION ENZYMATIQUE

Une étape de digestion enzymatique préalable au marquage est préconisée dans le
protocole du fournisseur pour augmenter la qualité des résultats, en travaillant avec des
fragments d’ADN génomique de faibles poids moléculaires (200-500 pb). En travaillant avec
des ADNSs extraits de tissus FFPE de qualité médiocre, parfois déja tres dégradés, cette
étape de digestion enzymatique n’est pas réalisée. Par contre, les ADNs génomiques
extraits de tissus congelés sont de bonne qualité, et nécessitent donc cette étape de
digestion enzymatique préalable par les enzymes de restriction Rsa | et Alu | pendant 2
heures a 37°C, suivie d’'une étape d’inactivation a 65°C pendant 20 minutes. Le protocole
par la suite reste identique.

Lorsqu’une amplification a été nécessaire, les ADNs amplifiés obtenus sont fragmentés et ne
nécessitent donc pas de digestion enzymatique. lls sont traités de la méme fagon que les
ADNSs extraits de tissus FFPE pour la suite du protocole.

(2) MARQUAGE A LA CYANINE

L’analyse des puces a ADN se fait par analyse comparative de la mesure de l'intensité de
fluorescence entre un ADN génomique de patient marqué a la cyanine 5 (qui émet dans le
rouge) et un ADN de référence marqué a la cyanine 3 (qui émet dans le vert).

Pour le marquage par ces fluorochromes, 'ADN génomique digéré (tissu congelé) ou
fragmenté (tissu FFPE) est préalablement dénaturé par chauffage a 95°C pendant 5
minutes ; cette étape est plus longue pour les ADNs de référence (10 minutes) afin de
provoquer une fragmentation et une dégradation de 'ADN de référence dans le but d’obtenir
une qualité qui se rapproche le plus possible de I'ADN extrait de tissu FFPE. Ensuite, les
deux ADNs sont marqués séparément, par incorporation de nucléotides dUTP marqués a la
cyanine 5 ou 3, grace a I'enzyme Exo (-) Klenow pendant 2 heures a 37°C, suivie d’'une
étape d’inactivation de 'enzyme a 65°C pendant 10 minutes.

Pour éliminer tout excédent d’enzyme, de cyanines et de dNTPs susceptibles d’interférer
avec I'hybridation, 'ADN est ensuite purifié sur les colonnes Amicon 30 kDa (incluses dans
le kit SureTag).

Pour évaluer lefficacité du marquage, l'incorporation des cyanines est mesurée par
spectrophotométrie a micro volume (Nanodrop™, méthode MicroArray), afin de calculer
I'activité spécifique (en pmol de cyanine / pg d’ADN) et le rendement (en ng). Les

concentrations de cyanine 3 et 5 sont mesurées respectivement a 550 nm et 647 nm.
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(3) HYBRIDATION

Les deux échantillons (ADN du patient et ADN de référence H/F) sont traités de la méme
facon avant d’étre mélangés puis déposés sur la puce a ADN pour I'hybridation. Ainsi, TADN
de référence (marqué a la cyanine 3) et 'ADN du patient (marqué a la cyanine 5) sont
mélangés avec le tampon d’hybridation (Oligo aCGH Hybridization Kit, Agilent), dénaturés a
95°C pendant 3 minutes puis traités par le CGH Blocking et le Cot-1 Human DNA (Agilent)
pendant 30 minutes a 37°C afin de bloquer toutes les séquences répétitives et éviter
I'hybridation non spécifique. Le mélange est ensuite déposé sur la puce et I'hybridation est
réalisée dans un four a hybridation thermostaté a 65°C pendant 40 heures. Ce temps
d’hybridation est normalement de 24h pour les tissus frais ou le sang. Pour les tissus plus
difficiles comme les tissus FFPE, il est recommandé d’hybrider sur une période plus longue.

Les puces a ADN utilisées sont des puces SurePrint G3 Human CGH 8x60 K Microarray
commercialisées par Agilent Technologies, permettant d’étudier huit patients a la fois. Elles
possédent environ 60 000 sondes simple brin de 60 paires de bases, recouvrant 'ensemble
du génome humain avec une résolution de 50 Kb.

(4) IMAGE DIGITALISEE DE LA PUCE A ADN

Aprés I'hybridation, deux lavages successifs (5 minutes dans un tampon W1 a température
ambiante puis 1 minute dans le tampon W2 a 37°C) sont nécessaires avant de scanner la
lame pour limiter la fluorescence non spécifique responsable du bruit de fond.

Le logiciel Scan Control permet de paramétrer la lecture avec une résolution de 3 um, sur
une surface de 61 X 21,6 mm (surface utile de la lame) pour obtenir une image digitalisée.

Lors de la lecture par le scanner Agilent®, chaque spot (correspondant au dépét de la sonde
sur la lame) est excité par un laser; l'intensité de fluorescence est mesurée pour chacune
des longueurs d’ondes d’excitation : 550 (cyanine 3) et 647 nm (cyanine 5).

D. ANALYSES DES DONNEES ET INTERPRETATION

Le logiciel Cytogenomics version 2.7 est une compilation de deux logiciels : le premier
Feature Extraction permet I'extraction des données brutes a partir de I'image (format TIF)
obtenue par le scanner.

L’image obtenue présente des spots allant du rouge (fixation de ’'ADN testé) au vert (fixation
de 'ADN de référence) en passant par des niveaux de jaune (fixation des deux ADNS),
d’intensité variable. L’'image est convertie en ratio de fluorescence rouge / fluorescence
verte.
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La qualité de la puce est basée sur I'évaluation des intensités de fluorescence (log ratio), la
répartition homogéne des spots sur toute la surface de la puce, le bruit de fond
correspondant a chacun des fluorochromes et la reproductibilité (méme sonde déposée
plusieurs fois sur la lame).

Lors de I'extraction, chaque spot est attribué a un locus précis du génome, en fonction de la
position de la sonde correspondante sur la puce et du design de la puce paramétré dans le
logiciel.

Sur chaque puce, des contrbles négatifs (« DarkCorner », ne générant pas de fluorescence)
et positifs (« GE_BrightCorner », correspondant a des zones d’hybridation non spécifiques
générant une fluorescence) sont positionnés a chaque coin de la puce, pour permettre le
positionnement de la grille. D’autres sondes (séquences synthétiques adenovirales (polyA)
(+)E1A _r60_n11) servent de contrble positif pour estimer la qualité des puces (marquage,
lavage...), qui ne sont pas prises en compte pour la normalisation ou la correction des
données et ne vont donc pas influencer les données biologiques.

Le second logiciel permet une représentation graphique des log ratios pour faciliter I'analyse
approfondie des résultats en associant la position des sondes dans le génome (selon les
références standardisées du génome hg19), la taille de 'anomalie chromosomique détectée
(amplification ou délétion, génes touchés) et la signification statistique (p-value).

En supposant que la quantité d'’ADN fluorescent fixée est proportionnelle a la quantité d'ADN
présent dans I'échantillon de départ, le ratio fluorescence rouge / fluorescence verte est
calculé pour chaque sonde hybridée. Chaque sonde spécifique d’'un locus donné étant
présente plusieurs fois sur la puce, I'hybridation s’équilibre entre 'ADN de référence (vert) et
I’ADN testé (rouge). Le ratio est donc proche de 1, soit un log ratio proche de 0. Si ce ratio
est supérieur a 1 (log ratio >0), la cible est en quantité plus importante dans 'ADN testé par
rapport @ 'ADN de référence, correspondant a un gain de cette cible chez le patient. A
I'inverse, si ce ratio est inférieur a 1 (log ratio<0), la cible est en quantité moins importante
dans I'ADN testé par rapport a 'ADN de référence, correspondant a une perte de la cible
chez le patient.

Les paramétres appliqués lors de l'analyse sont: [l'algorithme ADM-2, un seuil de
fluorescence basé a 6.0 et la fonction Fuzzy zero non activée.

Les seuils des paramétres d’analyse ont été modifiés pour I'étude des tumeurs solides sur
tissus FFPE (analyse tumeurl) : la résolution étant fixée a 1000 kb, les anomalies de taille
inférieure ne sont pas détectées. Une région est considérée amplifiée si le log ratio est
supérieur a 0.25 ou délétée si le log ratio inférieur a -0.25. En théorie, avec ces seuils,
'analyse peut détecter un gain dans 40% de cellules tumorales et une perte dans 30% de
cellules tumorales. Pour des échantillons dont la richesse en cellules tumorales est inférieure
a 50% de la totalité de I'échantillon, une seconde méthode d’analyse a été paramétrée
(Analyse tumeur2) avec des log ratio a +/- 0.1, permettant de détecter un gain ou une perte
dans 15% de cellules tumorales.
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Pour chaque échantillon, les anomalies sont définies par le nombre de sondes anormales, le
log ratio de fluorescence Rouge/Vert (proportionnel au pourcentage de cellules tumorales
présentes dans I'échantillon), la taille et la position chromosomique (bande chromosomique
et position nucléotidique par rapport a I'extrémité distale du bras court du chromosome
concerné) ainsi que les génes concernés dans la région.
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TROISIEME PARTIE : RESULTATS

.  QUALITE ET QUANTITE D’ADN GENOMIQUE

Suite a l'extraction d'ADN, la qualité et la concentration des élutions sont évaluées
respectivement par spectrométrie et par fluorimétrie. L'électrophorése sur gel d’agarose
permet d’évaluer le degré de dégradation des ADNSs.

En travaillant sur des échantillons de biopsies stéréotaxiques, la quantité d’ADN extraite des
tissus paraffinés est souvent un point limitant a la réalisation de I'analyse par ACPA. Le fait
de diminuer le volume d’élution finale a 30uL (au lieu de 100 pL utilisé en routine au
laboratoire) a permis de concentrer les échantillons mais reste insuffisant dans certains cas
pour obtenir une quantité suffisante ’ADN génomique dans un volume maximal de 13 pL.
Pour ces échantillons, une étape préalable d’amplification d’ADN génomique est requise.

La qualit¢ d’ADN génomique extrait est reflétée par le dosage spectrophotométrique au
Nanodrop™ : les élutions d’ADN sont de bonne qualité lorsqu’elles ne présentent pas de
contamination protéique (ratios d’absorbance A260/A280 compris entre 1,8 et 2) ou par des
composés organiques (ratios d’absorbance A260/A230 supérieurs a 1). D’autre part, 'aspect
en forme de « cloche » du spectre d’absorbance (Figure 27), refléte également 'absence de
contaminants dans la solution d’ADN extrait.

Figure 27: Spectre d’absorbance DO=F(A) obtenu apres
extraction d’ADN génomique a partir de tissu FFPE

Les ADNs extraits de tissus FFPE sont potentiellement dégradés par les prétraitements
subis lors de la fixation au formol et linclusion en paraffine. La migration électrophorétique
des ADNs sur gel d’'agarose a 2% permet d’apprécier leur état de dégradation, trés variable
d’un prélévement a un autre (Figure 28).
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Figure 28 : Profil d’électrophorése sur gel d’agarose a 2% d’ADN de
tissus FFPE. Le premier puit contient le marqueur de taille avec des
bandes de 100, 200, 300, 400, 500, 1000, 1500 et 2642 bp. Le dernier puit
contient '’ADN de référence masculin commercialisé.

Par exemple, I'échantillon LEBD est dégradé avec des fragments de taille trés variable (entre
1000 et <100 bp), 'échantillon DEPR est peu fragmenté, avec un profil proche de celui de
I’ADN de référence ; I'échantillon NOUL est trés fragmenté, de petites tailles <400bp.
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[I. RESULTATS DES CARYOTYPES MOLECULAIRES PAR ACPA

A. ANALYSE DES DONNEES

Aprés I'hybridation et lavage de la puce a ADN, la lecture par le scanner génére une image
(Figure 29).

Figure 29 : exemple d’image obtenue sous format .TIF pour un patient
apres lecture de la puce a ADN par le scanner. Chaque petit point
(spot) correspond a une sonde hybridée avec un fragment d’ADN.

L’inspection de I'image montre une puce hybridée de fagcon homogéne, avec des points
fluorescents équitablement répartis, sans trace de poussiére ou autre artefact qui géneraient
la lecture, et sans bruit de fond apparent.

Pour chaque spot, la fluorescence obtenue est soit verte, c’est-a-dire que seul 'ADN de
référence s’est fixé et est donc présent en quantité plus importante ; soit rouge, seul 'ADN
du patient s’est fixé ; soit jaune, lorsque les ADNs des deux conditions se sont fixés en
quantité égale.

Cette image est ensuite analysée par le logiciel CytoGenomics version 2.7.22.

Pour chaque puce analysée, le logiciel génére un rapport de qualité (QC Report). Ce dernier
permet de valider techniquement les résultats sur plusieurs parametres.

Des parametres permettent de s’assurer que les sondes sont correctement attribuées par
rapport au design de la puce et que la fluorescence de chaque spot est homogene, validant
I'efficacité d’hybridation des ADNs sur les sondes et 'absence de poussiere pouvant géner
I'hybridation.

Les autres parametres tels que la fluorescence des contrbles positifs et négatifs, l'intensité
du signal, le bruit de fond et la reproductibilité des sondes répétées pour chaque canal
(signal vert et signal rouge) indiquent la qualité du marquage et permettent de valider la
technique (marquage, hybridation et lavage).
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B. QUALITE DES RESULTATS

La Derivative Log Ratio Spread (DLRS) calculée mesure I'étendue de la dérivée des log
ratio.

La valeur de la DLRS permet d’évaluer la qualité globale de la puce. Plus la DLRS s’éloigne
de 0, plus le profil est dispersé autour de la ligne de base et plus les résultats sont difficiles a
interpréter (Figure 30).

w2

LEBD { DEPR | PICF | AMEC | ROHV { DUBA LUzZv | NOUL

‘ 3 ’

\

DLRS 0.23 025 029 031 032 032 033 036 040 041 042

Figure 30 : Profil chromosomique (chromosome 2) obtenu pour différents échantillons extrait de tissus FFPE en
fonction de la valeur de la DLRS

Selon le fournisseur, jusqu’au seuil fixé a 0.2, 'image est de trés bonne qualité ; au-dela de
0.3, la qualité est médiocre.

Sur les premiers essais, on constate que les DLRS sont meilleures sur les tissus congelés,
guelgue soit le protocole appliqué (avec ou sans digestion), que sur les tissus FFPE (Figure
31), excepté pour I'échantillon LEBD pour lequel le tissu congelé étant trés nécrosé, 'ADN
était de mauvaise qualité.

DLRS

0.35
0.3
0.25
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0.15
o1
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Btissu congelé sans digestion
Otissu congels avec digestion

LEBD DEPR AMEC ROHV BECS
Echantillons

Figure 31 : Valeur de la DLRS pour les 5 échantillons de la premiére cohorte en fonction du type de tissu (FFPE
ou congelé) -52-
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Par la suite, sur des cohortes plus larges, les valeurs de DLRS pour des tissus congelés
répondent au seuil du fournisseur. Pour la plupart des profils obtenus a partir d’ADN extrait
de tissu FFPE, les valeurs de DLRS sont supérieures a 0.3, avec des profils interprétables
jusqu’au seuil de 0.4.

La DLRS est définie comme le paramétre le plus pertinent pour évaluer la qualité de I'image
obtenue aprés hybridation, et refléte la qualité de 'ADN initial, sans pour autant étre corrélé
a l'état de dégradation de 'ADN testé. En effet, les profils électrophorétiques des ADNs
peuvent étre trés différents pour des DLRS tres proches (exemple des échantillons GOUF et
AZAL) et a l'inverse, pour des DLRS trés différentes, les profils électrophorétiques peuvent
étre superposables (exemple des échantillons LEBD et GELS) (Figure 32).
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Figure 32 : Comparaison de |'état de dégradation des ADNs et des DLRS
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[1l. MISE AU POINT DES PROTOCOLES

A. COMPARAISON DES PROFILS ACPA SUR TISSU CONGELE ET TISSU FFPE

Ces essais ont été réalisés sur la premiére cohorte de 5 échantillons pour lesquels nous
disposions de tissu congelé et de tissu fixé et inclus en paraffine FFPE (Tableau 5). Pour
chaque type de tissu (congelé ou paraffiné), différents protocoles ont été testés, notamment
avec ou sans I'étape de digestion qui précéde le marquage par les cyanines.

Les résultats de caryotype moléculaire réalisé par le laboratoire de la Pitié-Salpétriere dans
le cadre des inclusions des gliomes anaplasiques dans le protocole POLA ont permis de
valider les résultats.

Au total, cing échantillons ont été comparés, parmi lesquels 4 sur tissus congelés et tissus
FFPE sans digestion, et 2 sur tissus congelés avec et sans digestion.

LEBD - tissu congeld . ) ROHV - tssu congeld
1]

Figure 33 : comparaison des profils du chromosome 5 sur tissu congelé(en haut) et tissu FFPE (en bas) pour 4
échantillons. Les DLRS respectives sont 0.28, 0.2, 0.15 et 0.17 pour les tissus congelés et 0.23, 0.25, 0.31 et 0.32 pour les
tissus FFPE.
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Dans un premier temps, les 4 échantillons testés (tissu congelé et tissu FFPE) ont été traités
de la méme facon, avec le méme protocole sans digestion enzymatique préalable. Les
résultats ci-dessus (Figure 33) montrent la comparaison entre tissu congelé non digéré (en
haut) versus tissu FFPE (en bas).

Pour les tissus FFPE, méme si la DLRS est plus élevée, le profil est plus homogéne. Pour
les tissus congelés sans digestion, bien que la qualité soit correcte (DLRS < 0.2), les profils
sont beaucoup plus dispersés et beaucoup d’anomalies non spécifiques sont détectées.

Ces anomalies non spécifiques concernent principalement des régions a proximité des
centromeres ou des téloméres (non codantes) (Figure 34 zone 1), ou parfois, lorsque les
profils sont trop hétérogenes autour de la ligne de base (fluctuation des log ratio autour de
0), des petites régions sont considérées anormales (gain ou perte) (Figure 34 zone 2).

Figure 34 : Profil du chromosome 16 sur tissu congelé sans digestion avec des
anomalies non spécifiques (AMEC) les zones entourées en bleu sont des régions
considérées comme anormales mais sont non spécifigues. Zone 1 : region
télomérique ; Zone 2 : profil fluctuant autour de la ligne de base.
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Par la suite, pour améliorer les profils sur tissus congelés, deux essais de digestion
enzymatique ont été fait sur tissu congelé pour les échantillons DEPR et BECS. Les résultats
obtenus sont améliorés, avec une DLRS plus faible. Sur la Figure 35, on remarque que le
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DEPR - tissu congelé
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DEPR - tissu congelé DEPR - tissu FFPE
avec digestio

Figure 35 : Profil du chromosome 5 pour I’échantillon DEPR testé sur tissu congelé non digéré (a gauche), tissu
congelé avec digestion (au centre) et sur tissu FFPE (a droite). Les DLRS respectives sont 0.2, 0.16 et 0.27. en rouge :
I’ADN testé, en vert : 'ADN de référence. Sur I'axe des abscisses : log ratio rouge/vert

De plus, la digestion enzymatique améliore fortement la qualité des résultats en éliminant la
plupart des anomalies non spécifiques retrouvées sur tissus congelés sans digestion (Figure

36).

p13.2
p13.12

p12.3
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' DEPR- tissu congelé avec digestion « DEPR - tissu congelé sans digestion

Figure 36 : Profil du chromosome 16 avec et
sans digestion. Les anomalies non spécifiques
(surlignées en gris a droite) ne sont pas
retrouvées aprés digestion.
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Quelques anomalies non spécifiques peuvent également étre détectées sur tissu FFPE mais
sont beaucoup moins fréquentes (Figure 37).
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Figure 37 : Profil du chromosome 17 pour I’échantillon DEPR testé sur tissu congelé non digéré (a gauche), tissu
congelé avec digestion (au centre) et sur tissu FFPE (a droite). Les DLRS respectives sont 0.2, 0.16 et 0.27. la ligne
représente la moyenne des log ratio sur la région concernée. Perte du chromosome 17 sur le tissu congelés non digéré, cette
anomalie non spécifique n’est pas retrouvée sur les tissus FFPE ou congelé digéré, ni sur le profil POLA, est donc liée a un
mauvais traitement de '’ADN.

Des essais sur tissus FFPE avec le protocole avec digestion ont été réalisés sur des
prélevements de tumeurs autres que des gliomes (résultats non présentés), et ont montré
que I'étape de digestion ne modifie pas le nombre d’anomalies détectées, mais par contre
diminue fortement la qualité des résultats.

B. AMPLIFICATION D’ADN GENOMIQUE

(1) RENDEMENT DE L’AMPLIFICATION

Les essais d’amplification d’ADN génomique de deux échantillons (échantillon LUZV et
ROHYV) et des ADNSs de référence sont présentés dans le Tableau 6.

Les deux échantillons ont été testés aprés dilution des solutions d’ADNs extraits,
respectivement au 1/8 et au 1/5 et des ADNs de référence F et M respectivement au % et au
1/3, pour obtenir des concentrations proches de 40 ng/uL au Nanodrop™. Les quantités
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initiales d’ADN utilisées pour les amplifications étaient 100 ou 300 ng selon les protocoles,
calculées a partir des concentrations données par le Nanodrop™.

avant amplification aprés amplification
qll.h.il.'ltl'le concentration concentration concentration concentration .. quantite
- I initiale HanoDrop finale d"ADN
kit d'amplification \ HanoDrop SAFAS SAFAS (ng/ul) \ Rendement
d"ADN (ngpl) (ng/uL) ,(ngml—} [aprés purification] (en ng)
(en ng) [aprés purific.ation) (&luat 20pL)
" REPLi-g FFPE 100 23797 1228 47500 475
Echantillon i
LUZV REPLi-g FFPE 300 411 6,8 24287 126,0 48550 162
WEA 100 T4z 113,28 74380 75
. REPLi-g FFPE 100 34482 1183 68064 690
Echantillon i
ROHV REPLi-g FFPE 300 439 10,3 38822 1396 77544 259
WGEA 100 4456 115,1 8912 89
REPLi-g FFPE 100 10925 123,4 21852 219
ADN ref F REPLi-g FFPE 300 44,6 359 1731,4 1139 34628 115
WEA 100 1130,9 96,1 22618 225
ADN ref M WGEA 100 41 385 2680,1 17202 172

Tableau 6 : rendement d’amplification d’ADN génomique par RepliG FFPE et GenomePlex
WGA = amplification par le kit GenomePlex®

Les deux échantillons testés présentent des profils électrophorétiques sur gel d’agarose
différents : I'échantillon LUZV était fortement dégradé, I'échantilon ROHV partiellement
dégradé.

L’amplification a été efficace pour les deux kits testés, avec des rendements plus élevés
pour le kit REPLI-g® FFPE (Qiagen).

L’amplification REPLI-g® FFPE (Qiagen) semble saturer & 100 ng d’ADN initial car les
rendements sont plus faibles avec 300 ng d’ADN initial qu’avec 100 ng. Le kit REPLI-g®
FFPE (Qiagen) est spécifiquement dédié aux ADNs extraits de tissus FFPE, I'amplification
des ADNs de référence (ADNs commerciaux de bonne qualité) ont un rendement plus faible
que les ADNs FFPE.

L’amplification GenomePlex® (Sigma) peut étre réalisée sur tout type d’ADN, les
rendements sont meilleurs pour les ADNs de référence que pour les ADNs FFPE.

(2) ANALYSE ACPA DES ADNS AMPLIFIES

Aprés I'amplification, ces ADNs ont été analysés par ACPA. Pour chaque échantillon, 3
ADNs amplifiées et un ADN non amplifié€ ont été testés contre I'ADN de référence
correspondant (non amplifié ou amplifié avec le méme kit et la méme quantité d’ADN initial),
avec 2000 ng d’ADN amplifi¢ ou 500 ng d’ADN non amplifié. Des controles référence H
(ADN masculin)/référence F (ADN féminin) non amplifié et amplifié en GenomePlex®
(Sigma) permettent de valider I'essai.

La qualité du marquage et des images obtenues apres hybridation sont résumées dans le
Tableau 7.
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Qualité du marquage Qualité image
concentration canal vert [Cya3 ADN de référence F]I canal rouge [Cya5 ADN testé)
quantité NanoDrop . . incorporation
A e . incorporation
kit d"amplification d"ADN & Cyab (ADN : : DLRS
P . apres Cya3 (ADN ref) ¥ t' g-signal g-Bruit de g- r-Signal r-Bruit r-
(en ng) marquage teste) fond Signal/Bruit de fond Signal/Bruit]
nodul ¥

non amplifi 500 3783 53,93 32,25 1554 23 a7 3102 H 100 0,33

Echantillon REPLi-g FFPE 100 2000 2435 50 419 1507 43 31 1300 104 13 1,03
Luzv REPLi-g FFPE 300 2000 24338 54 443 1458 29 51 1434 &0 24 0,83
WGEA 2000 375 693 35,3 1597 25 54 1558 34 45 0,58

non amplifié 500 3023 60,9 212 183 20 92 1434 24 &0 0,32

Echantillon REPLi-g FFPE 100 2000 2529 635 451 17186 53 27 705 83 8 1,23
ROHV REPLi-g FFPE 300 2000 3487 66,5 47,60 2127 51 42 1381 95 14 0,97
WGA 2000 3993 70,6 441 2132 24 39 2033 35 58 0,51

ADN ref M non amplifié 500 273,68 72,3 51,9 1540 19 &1 1806 25 72 0,1
WGA 2000 3547 M7 521 1057 17 52 2267 38 &0 0,32

Tableau 7 : Contréole qualité du marquage et de I’hybridation des ADNs amplifiés
WGA = amplification par le kit GenomePlex®

Apres amplification par le kit REPLI-g® FFPE (Qiagen), I'incorporation des cyanines a été
efficace, sans différence notable entre 100 ou 300 ng d’ADN initial. Les données de qualité
de marquage et d’hybridation des images obtenues montrent des DLRS trés élevées,
proches de 1 (seuil défini pour les ADNs FFPE a 0.4) et des intensités de fluorescence
acceptables (seuil>100) dans les deux canaux (rouge et vert), mais associées a un bruit de
fond trés important (seuil <20). Les ratios signal/bruit sont trés faibles et insuffisants car les
valeurs sont inférieures au seuil établi par le fournisseur (>30) pour le canal rouge.

Aprés amplification par le kit GenomePlex® (Sigma), l'incorporation des cyanines a été
efficace, les intensités de fluorescence et le bruit de fond sont acceptables. Seules les DLRS
sont plus élevées qu’en 'absence d’amplification.

a. Contrbéle d’amplification : ADN de référence H contre
ADN de référence F

Le contréle d’amplification sur les ADNs de référence a été réalisé uniguement avec le kit
GenomePlex® (Sigma).

La comparaison de 'ADN de référence de sexe masculin (XY) avec un ADN de référence de
sexe féminin (XX) montre des différences au niveau des chromosomes sexuels avec une
perte d’'un chromosome X et un gain du chromosome Y chez 'lhomme (Figure 38).
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Figure 38 : Profil génomique d’ACPA obtenu aprés hybridation des ADN de

référence H/F non amplifié (en haut) et amplifiés par GenomePlex (en bas) pour les
essais 1 et 2. Perte du chromosome X (en rouge), Gain du chromosome Y (en bleu). Les
autres anomalies visibles (fleches rouges) sont des polymorphismes qui signent les
variabilités génétiques d’'un individu a un autre.

Les résultats des profils d’ACPA obtenus lors du premier essai montrent un profil
superposable avec et sans amplification mais I'amplification entraine une perte de qualité,
avec une DLRS augmentée a 0.32 et un profil beaucoup plus dispersé (Figure 39 essai 1).
Un nouvel essai a été réalisé, en suivant le méme protocole d’amplification mais en utilisant
un thermocycleur a la place de bain marie et plaque chauffante. Les résultats de I'essai 2
sont trés satisfaisants, avec une DLRS a 0.13 (Figure 39).
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Figure 39 : Profil du chromosome 1 ADN
de référence H/F, de gauche a droite :
sans amplification et avec amplification
(essai 1 et essai 2) GenomePlex.

& Les DLRS respectives sont: 0.1, 0.32 et
:;" 0.13.
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Résultats : Mise au point des protocoles

b. Essai d’amplification sur 2 échantillons FFPE :
comparaison des kits GenomePlex® (Sigma) et REPLI-g®
FFPE (Qiagen)

Pour les deux échantillons amplifiés, les profils sont comparés entre le kit REPLI-g® FFPE
(Qiagen) et le kit GenomePlex® (Sigma) (Figure 40 et Figure 41). Bien que les rendements
soient meilleurs pour le kit REPLI-g® FFPE (Qiagen), les profils obtenus sont beaucoup trop
dispersés et ininterprétables. L'amplification avec le kit GenomePlex® (Sigma) donne des
profils qui se rapprochent le plus de ceux sans amplification, méme si la qualité est encore
médiocre (DLRS trop élevée).

e s
ROHV - non amplifié ROHV -amplifié GenomePlex ROHV-REPLI-gFFPE100ng « ROHV-REPLI-gFFPE300ng
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Figure 40 : Profil d'ACPA du chromosome 5 pour I’échantillon ROHV de gauche a droite: sans amplification,
amplification avec le kit GenomePlex, RepliG FFPE a 100 ng et RepliG FFPE a 300 ng DLRS respectives : 0.32, 0.51, 1.23
et 0.97
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Les anomalies sont retrouvées avec GenomePlex® (Sigma) mais pas avec REPLI-g® FFPE

(Qiagen). Sur la Figure 41, une perte partielle sur le chromosome 1p détectée sur 'ADN non
amplifié (& gauche), est également retrouvée apres amplificiation GenomePlex® (Sigma)
mais partiellement pour le kit REPLI-g® FFPE (Qiagen).

Les profils obtenus ne sont pas satisfaisants pour les amplifications avec le kit REPLI-g®
FFPE (Qiagen) (Figure 42), quelque soit la quantité initiale d’ADN utilisée, et les principales
anomalies sont plus difficilement détectées et beaucoup moins significatives. A partir de 300
ng d’ADN génomique, bien que I'amplification soit de moins bon rendement, les résultats
d’ACPA sont légérement mieux qu’a partir de 100 ng mais restent insuffisants pour pouvoir
utiliser ce kit d’amplification.

Les résultats obtenus avec le kit GenomePlex® (Sigma) sont par ailleurs satisfaisants
(Figure 42), bien que la DLRS soit supérieure au seuil fixé (0.4). Les anomalies détectées
sur ADNs extraits de FFPE sont retrouvées aprés amplification, avec des log ratios de

>(Zh 1
LUZV - non amplifié | LUZV amplifié GenomePlex ‘ LUZV-REPLI-gFFPE100ng . LUZV-REPLI-gFFPE300ng
1] .

Figure 41 : Profil d'ACPA du chromosome 1 pour P’échantillon LUZV de gauche a droite: sans amplification,
amplification avec le kit GenomePlex, RepliG FFPE a 100 ng et RepliG FFPE a 300 ng
DLRS respectives : 0.33, 0.59, 1.04 et 0.83

fluorescence trés proches et des p-values trés significatives. Les régions anormales sont
sensiblement identiques, impliqguant approximativement les mémes sondes.
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Figure 42 : Profil génomique obtenu pour chaque condition d'amplification testée pour les échanillons LUZV (a gauche) et
ROHV (a droite)

Comme pour les ADNs de référence, un deuxiéme essai d’amplification avec le kit
GenomePlex® (Sigma) a été fait en suivant le méme protocole que pour le premier essai
mais en utilisant le thermocycleur. Les résultats obtenus ne sont pas du tout améliorés par
rapport au premier essai, contrairement a ce qui avait été obtenu avec les ADNs de
référence. Les DLRS restent toujours élevées (0.60 pour I'échantillon LUZV et 0.53 pour
I'échantillon ROHV) et les profils superposables a I'essai 1 (Figure 42).

C. EVALUATION DU SEUIL DE SENSIBILITE

Le deuxieme point limitant dans I'analyse de profil ACPA est la richesse de 'échantillon en
cellules tumorales. Deux méthodes d’analyse ont été définies permettant dans un premier
temps de détecter les anomalies ayant un log ratio supérieur a 0.25 en valeur absolue. Ceci
permet donc de voir un gain ou une perte présent dans environ 40% des cellules. En théorie,
le second paramétrage permet de descendre jusqu’a 15% de cellules tumorales.

Pour avoir une idée de la limite de détection des anomalies, des essais de dilution d’'un ADN
tumoral dans un ADN de tissu sain ont été réalisé.

A partir d’'un ADN tumoral (BOTW) dont la richesse du prélévement a été estimée a 80% de
cellules tumorales par 'anatomopathologiste, la valeur des log ratio des anomalies détectées
permet d’estimer leur présence dans environ 70% des cellules de I'échantillon. En se basant
sur ce calcul, une gamme de dilution a été faite avec un ADN de tissu sain (de sexe féminin)
pour obtenir des solutions respectives a environ 30%, 20% et 10% de cellules tumorales.
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Figure 43 : Profil génomique ACPA d’une gamme de dilution d'un
ADN tumoral (70%,30%, 20% et 10% de cellules tumorales)

Pour les trois dilutions testées, les anomalies sont toujours détectées, en utilisant les
parameétres de I'analyse « tumeurV2 » pour la derniére dilution (seuil des log ratio fixé a +/-
0.1 pour détecter une anomalie) (Figure 43).
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Figure 44 : Profil des chromosomes 15 (en haut, sans anomalie) et 10 (en bas, avec perte totale) dans I’échantillon no n
dilué et dilué a 30, 20 et 10% respectivement de gauche a droite. En vert: 'ADN de référence. EN rouge : 'ADN testé
(mélange de tissu tumoral et de tissu sain dans les dilutions)

Les profils chromosomiques (Figure 44) restent identiques en I'absence d’anomalie. A
linverse, la quantité croissante en ADN de tissu sain vient parasiter l'interprétation et rend la
lecture des anomalies plus difficile. Dans cet exemple, les anomalies sont toujours
détectables dans la dilution & 10% de cellules tumorales (Figure 43).
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IV. VALIDATION DE LA METHODE

A. SERIE D’OLIGODENDROGLIOMES CARACTERISES DANS LE CADRE DU
PROTOCOLE POLA

Les cing premiers échantillons testés par ACPA ont été comparés sur tissu congelé et tissu
FFPE. Toutes les anomalies ont été retrouvées dans les deux types de tissus et étaient
concordantes avec les résultats POLA (Figure 45). Sur la figure ci-dessous, sont présentés
pour chaque échantillon, les résultats d’ACPA du protocole POLA (profil en bleu) et les
résultats d’ACPA obtenu sur tissu FFPE (profil en noir). Les 22 chromosomes et les
chromosomes sexuels sont alignés horizontalement, avec en ordonnée, I'échelle des log
ratio. Un gain est visualisé par une ligne de base plus haute et une perte par une ligne de
base plus basse. Sur nos profils, les gains sont visualisés en bleu et les pertes en rouge.
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Figure 45 : Comparaison des profils d’ACPA du protocole POLA (profil en bleu) et les résultats d’ACPA obtenu sur tissu FFPE
(protocole sans digestion).

Echantillon LEBD : codélétion 1p19q, pertes partielles en 3p, 4p et 10q ; Echantillon DEPR : perte totale des chromosomes 6 et 19,
perte partielle des chromosomes 10q et 14q ; échantillon AMEC : codélétion 1p19q isolée ; échantillon ROHV : gain du chromosome 7,
délétion homozygote en 9p21.3 (géne CDKN2A), perte totale des chromosomes 10 et 14, amplification géne CDK4 (12q14), perte
partielle du chromosome 15q ; échantillon BECS : codélétion 1p19g, monosomie du chromosome 4, gain des chromosomes 7, 8, 11,
17a et 20.

B. COMPARAISON DE METHODE : ANALYSE DES MARQUEURS
MICROSATELLITAIRES ET ACPA

Pour tester la robustesse de la technique par ACPA, 10 échantillons au total (échantillons
LEBD, DEPR, ROHYV de la premiére cohorte et 7 autres échantillons de la deuxieme cohorte
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LEMA, PICF, NOUL, WACP, DUBA, DAUE, GELS) recus au laboratoire pour la recherche
de perte d’hétérozygotie des chromosomes 1p et 19q ont été analysés en paralléle par
ACPA. Parmi ces 10 échantillons, 4 présentaient des profils douteux, rendus non
interprétables par la technique d’analyse des marqueurs microsatellitaires par PCR puis
analyse de fragments.

Les tableaux ci-aprés montrent les résultats obtenus d’une part par I'analyse des marqueurs
microsatellitaires et les résultats d’ACPA pour le chromosome 1p (Tableau 8), 19q (Tableau
9) et 10 (Tableau 10) pour chacun des 10 échantillons comparés.

| Chromosome 1 |
Cohorte comparaison de méthode LOH versus ACPA
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Tableau 8 : résultat de I'analyse des marqueurs microsatellitaires du chromosome 1p et de I'analyse ACPA des 10
échantillons de la cohorte (pour I'analyse des marqueurs microsatellitaires : case grisée (-) = marqueur homozygote , (+) =
marqueur hétérozygote, NI = non interprétable, ? = douteux, vide = non réalisé, pour I'analyse ACPA : zone rouge = délétée)

Pour I'analyse des marqueurs microsatellitaires, au minimum 2 marqueurs présentant une
perte d’hétérozygotie (c’est-a-dire présent a I'état homozygote au niveau tumoral, case
grisée «-» dans le tableau) sont nécessaires pour affirmer une perte. A l'inverse, lorsque les
marqueurs sont a I'état hétérozygote au niveau tumoral, il n’y a pas de perte d’hétérozygotie.
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Par ailleurs, lorsqu’'un marqueur est constitutionnellement homozygote (au niveau sanguin),
I'analyse est alors non interprétable (NI) car elle ne permet pas de déterminer si un alléle est
perdu au niveau tumoral. Par analyse ACPA, les zones surlignées en rouge correspondent a
des délétions.

La comparaison des résultats par analyse des marqueurs microsatellites et ACPA est
concordante, retrouvant toujours soit la codélétion 1pl9q pour les deux premiers
échantillons, soit 'absence de codélétion 1p19q pour les 4 suivants.

[ Chromosome 19 |
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Tableau 9 : résultat de I'analyse des marqueurs microsatellitaires du chromosome 19q et de I'analyse ACPA des 10
échantillons de la cohorte (pour I'analyse des marqueurs microsatellitaires : case grisée (-) = marqueur homozygote, (+) =
marqueur hétérozygote, NI = non interprétable, ? = douteux, vide = non réalisé, pour I'analyse ACPA : zone rouge = délétée)

Les 4 derniers échantillons LEMA, PICF, NOUL et DEPR, dont I'analyse des marqueurs
microsatellitaires a posé probléme et rendue non interprétable pour certains chromosomes,
ont été testé par ACPA.

Les échantillons LEMA et PICF présentent une perte d’hétérozygotie partielle sur le
chromosome 1p par I'analyse des marqueurs microsatellitaires. En superposant ces résultats
avec les profils obtenus par ACPA, une perte de la région distale 1p36.33-p36.22 et
1p36.33-p34.2 est respectivement retrouvée, correspondant aux marqueurs
microsatellitaires perdus. D’autres régions sont retrouvées perdues par ACPA, non
couvertes par les marqueurs microsatellitaires étudiés.
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L’échantillon PICF présente également une perte d’hétérozygotie partielle du chromosome
10g. Sur le chromosome 10, l'analyse ACPA montre un gain sur le bras court du
chromosome 10 concernant la région 10p15.2-p11.21 coupé en 10pl4-pl3 par une zone
délétée. Le bras long du chromosome 10 est partiellement délété en 10g23.2-g23.31, en
10g923.32-g26.2 et en 10g26.3. Chacune de ces régions est couverte par des marqueurs
microsatellitaires avec perte d’hétérozygotie.

Pour I'échantillon NOUL, l'analyse est non interprétable car seuls 2 marqueurs sur le
chromosome 10 et 1 sur le chromosome 19 montrent une perte d’hétérozygotie. Par analyse
ACPA, on retrouve une perte totale d’'un chromosome 10 et des pertes partielles sur le
chromosome 19 en 19q13.2-q13.31, en q13.32-q13.41 et en 19q13.41-q13.42.

L’'analyse de fragment réalisée pour I'échantilon DEPR ne montre pas de perte
d’hétérozygotie sur le chromosome 1, une perte d’hétérozygotie en 19q et un profil non
interprétable sur le chromosome 10. Le profil ACPA obtenu pour ces trois chromosomes
montre un chromosome 1 sans anomalie, une perte distale du chromosome 10q touchant les
régions 10925.3-g26.3 et une perte totale du chromosome 19.
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Tableau 10 : résultat de I'analyse des marqueurs microsatellitaires du chromosome 10 et de I'analyse ACPA des 10
échantillons de la cohorte (pour I'analyse des marqueurs microsatellitaires : case grisée (- ) = marqueur homozygote , ( +)
= marqueur hétérozygote, NI = non interprétable, ? = douteux, vide = non réalisé, pour I'analyse ACPA : zone rouge = délétée,
zone bleue = gain
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C. COMPARAISON DE METHODE : MLPA ET ACPA

De la méme facon, une analyse ACPA a été realisé sur 2 échantillons LUZV et POCB testés
au laboratoire par technique MLPA au diagnostic.

Pour I'échantillon LUZV, I'analyse MLPA montre une perte hétérozygote du géne PTEN (en
10923), une délétion homozygote du géne CDKN2A (en 9p21.3) avec des ratios
respectivement a 0.58 et 0.12. Ces deux anomalies ont été retrouvées sur le profil ACPA
(Figure 46), montrant une monosomie du chromosome 10 (log ratio -0.6) et une délétion
partielle en 9p (log ratio -0.4) englobant le locus du géne CDKN2A (log ratio a -1.5), dont les
deux alleles sont perdus. Les autres régions étudiées par MLPA ne montrent pas
d’'anomalies des genes EGFR en 7q12 (r=1.4), TP53 en 17p13 (r=1) et ERBB2 en 17g12
(ratio =1 pour I'exon 7 et 0.6 pour I'exon 29). Le profil ACPA confirme I'absence d’anomalie
sauf pour 'EGFR, ou une trisomie du chromosome 7 (log ratio 0.4) est détectée sans
amplification du géne EGFR (7p12).
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Figure 46 : Profil génomique de I’échantillon LUZV obtenu par ACPA
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Par ailleurs, une perte partielle en 1p (4 fragments sur 14 analysés, Figure 47) est observée
mais non interprétable dans la mesure ou tous les margqueurs ne sont pas concernés par la
perte. La comparaison des profils ACPA/MLPA montre que les anomalies se superposent.

QuomosomeVie... &8 Do (B Eh > © %

3

Figure 47 : Profil ACPA du chromosome 1 avec le
positionnement des fragments étudiés par MLPA de
I’échantillon LUZV.

L’analyse MLPA pour I'échantillon POCB montre une amplification du géne EGFR en 7q12
avec un ratio proche de 2 pour 'ensemble des fragments correspondants. Cette anomalie
est confirmée sur le profil ACPA par une trisomie du chromosome 7 (Figure 48). Les autres
genes étudiés (CDKN2A, PTEN, ERBB2 etTP53) présentent des ratios proches de 1 en
MLPA donc sans anomalie quantitative. Le profil ACPA ne présente pas d’anomalie en 9p
(gene CDKN2A) tandis qu’il révéle une perte du chromosome 10 (géne PTEN) et une perte
du chromosome 17 (génes ERBB2 etTP53) (Figure 48). En regardant les résultats obtenus
par MLPA, la moyenne des ratios des 11 fragments concernant le géne PTEN (en 10q) est a
0.88 et 0.91 pour le gene TP53 (8 fragments).

Trisqmie 7
Perte
Monjosomie 10

l

1 2 3 4 o] G 7 g8 08 100 11712 13 14 151617 181RM@E2 X Y

Figure 48 : Profil génomique de I’échantillon POCB obtenu par ACPA
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A. LES ASTROCYTOMES

V. ANOMALIES CYTOGENETIQUES DES GLIOMES EN FONCTION DU TYPE
HISTOLOGIQUE ET DU GRADE

10 astrocytomes ont été analysés par ACPA, 3 formes anaplasiques et 7 glioblastomes
(Tableau 11). Au total, 5 présentent une trisomie du chromosome 7 associée a une
monosomie du chromosome 10.

Parmi eux, 2 cas présentent une amplification du géne EGFR (7p12), 4 cas une délétion
homozygote du géne CDKN2A (9p21.3). 1 autre cas présente une amplification du géne
CDK4 sur le chromosome 12913 et deux une amplification du géene PDGFRA en 4q12.

A lies des Astrocyt de grade NIV
Perte partielle en 3p11 2-p11 .1
Perte partiellz en 4o12-g13.1
amplification du géne POGFRA
L J (412
Al prafil b P S i e 4 e oy GBM trizomie 7 W " m M |
| perte partielle Sg11.21-g11 .23 Py “ ™ f “?
il -8p21 3-p21 .2 avec délétion |
o homozygote COKNZA ey TR
monosomie 10
Dététion partiells 6p21.33-21.2
trigomie 7 avec amplification du géne
perte 5421 2-635.3 i p(?p 2 9 J
perte 10623 .2-926.3 . .
Al ' GBM Deletion 9p24 3-13.3 céletion o
perts Mgt 5 5011 12 FWQWM"'JWWHI. élétion pgéne 33 aves dééon i PWFMMA M«H
gein 111-625 monosarmis 10
TR trizomie 20 — T R B T T,
perte partielle 1p36.33-p34 .2
trizamie 7 pette partiells Sp15.33-p13.2
délétion du géne CORNZA(9p21) trizomie 7
monosarmie 10 T M, . .J monosomie 10 |
Al - A %W*H GBM 17 . W—- A ‘J H,
perte 17511 212 » w ¥ amplification du géne COKE (12q15) | Ko e
perte 17923.1-g24 2 perte partielle 13g13.1-933 .1
trizomie 20 R perte partielle 1501 2-023 R
monosomie 15
trizomie 4 avec amplification du géne
POGFRA (4012)
Pertes particlles 1p pen:t?an;:;:g:ZSSp
Amplification du géne EGFR (Tpl2) perte partielle 10p15.4-p11.1 H dﬂ
GBM del 3p21 3 - p13.3 avec délétion PRy q,,madw.wpw'- GBM werts nortclo 011 21 a2 4 [ “‘Wﬁ J“ R 'Mn' I
homozygate COKNZA [E— 1'1 )
Monosormie 10 —_— e MELIN perte partielle 13q12.11-q34 S SN S R | iR
perte partielle 14013 .1-g32.33
maonosomie 21
Pertes partielles 1p
Perte partielle 4o
Trizomie 7 trizomie 3
Perte partielle 9p avec délétion Wﬂ‘ ’.‘J Wy trizomie & 'M
GBM “ A | iy GBM ' / i 4 i o
homozygote COANZA m i‘l trizomie 9 avec delétion homozygote w ‘J
Monosormie 10 du géne COKNZA (9p21)
Perte partielle 15 ot TR R T
trizomie 20

Tableau 11 : Résumé des anomalies chromosomiques observées dans les 10 astrocytomes de grade lll et IV et profils génomiques obtenus
par ACPA
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B. LES OLIGODENDROGLIOMES

15 oligodendrogliomes (9 grade Il et 6 grade 1) ont été testés en ACPA : 9 présentent une
codélétion 1p19q (5 grade lll et 4 grade Il), 1 présente une perte partielle terminale du bras
long du chromosome 1 (1q) et un gain du bras court du chromosome 19 (19p), 1 présente
une perte du bras court du chromosome 19 (19p) et 4 ne présentent aucune anomalie sur
les chromosomes 1 et 19 (Figure 49).
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Figure 49 : Profil des chromosomes 1 (en haut) et 19 (en bas) obtenus pour les 15 oligodendrogliomes testés en ACPA.
La ligne de base est proche de 0 en I'absence d'anomalie, proche de -1 (décalage vers la gauche) pour une délétion,
proche de 1 pour un gain (décalage vers la droite).

Parmi les oligodendrogliomes codélétés 1p19q, des anomalies additionnelles sont détectées
dans 4 formes anaplasiques sur 5 (Tableau 12) ; 1 seul bas grade sur 4 présente une perte
du chromosome 15q en plus de la codélétion 1p19qg. Parmi les anomalies additionnelles
observées, 'anomalie du chromosome 4 (monosomie totale ou perte partielle en 4p) est
retrouvée dans 3 cas sur 4, et un gain en 17q dans 2 cas sur 4. Les autres anomalies ne
sont pas récurrentes (perte en 3p, 9p, 10q, 13, 14, et gain 7, 8, 11, 20).
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Anomalies additionnelles des OD grade Ill codélétés 1p19q I

perte 3p26.3 - p14.2

perte 4p16.3 - p11 -nnﬂ v fc\‘w Mau‘w,uﬂ
perte 10621 3 - q26.3 e ¥ )

monosomie 4
trisomie 7
trisomie 8 \yyyed ~v J f - |

Ly el gl )

trisomie 11 NS A I

gain partiel 17921.32 - g25.3

trisomie 20 B N R FROR A A W ie e e e

perte partielle 6p25.3 - p21.31 ¢ J
“MWMAJMH;W

gain partiel 17g11.2 - q25.3

monosomie 4
perte partielle 9p24.3 - p13.1 _ A ey oy L«mww
monosomie 13 . ok A Qu .

monosomie 14

IR R g2

Tableau 12 : Résumé des anomalies additionnelles observées dans 4 oligodendrogliomes de grade
Il codélétés 1p19q et profils génomiques obtenus par ACPA

Parmi les 6 oligodendrogliomes non codélétés 1p19q, 5 présentent d’autres anomalies
résumées dans le Tableau 13. Un seul prélévement ne présente aucune anomalie.

Dans 2 formes de haut grade sur 3, on retrouve une amplification du gene EGFR (Figure 51)
(7p12.1) ou une trisomie du chromosome 7 associé a une amplification du géne CDK4
(12914.1), MDM2 (12g14.3-q15) (Figure 50) et/ou a une délétion homozygote du géne
CDKN2A (9p21.3) (Figure 52). La trisomie du chromosome 7 ou lI'amplification du géne
EGFR est associée a une monosomie du chromosome 10, incluant la perte du gene PTEN
en 10923.3.
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Anomalies des 0D non codélétés 1p19q |

grade Il perte partielle Sp15.33- p13.2 P'M‘W%“JWW

gain partiel 7g11.23- q36.1

grade Il gain partiel 8922.1 - 24.3 FM‘W k\‘r“'ﬂr‘w""rhﬂﬂl"“

perte partielle 11p15.5- 12

T T R ERTeEEs Ty

gain 19321 (géne MO
trisamie 7

perte partielle 9p21.3 (@éne COKN2AY L..J
grade monosomie 10 #WMMH. HHWHM
amplification géne COK4 (12013)
maonasomie 14q S A SN S S ' Y i

perte partielle 15914

pette padtielle 1932.2 - 44
nain partiel Tp12.1 - p11.2 avec
amplification EGFR

monosomie 10 J ¥
grade Il amplification des génes COK4 (12013) et -'*'\WM"M - H‘*‘ﬂ'h"‘““
MO2 (12074-914)
perte parielle 14q S B R R e e MR LT T T
gain 19p
trizamie 20

nette padtielle 4p16.3 - p11
nain partiel 4911 - g32.2
perte parielle 5g31.2 - g35.3

maonosamie 8 L o, ] | ' JJ
[ - e iy B ity i Sy
grade i gain partiel 9p " [ =

perte 14g
perte 14ag
perte 19p

T B T RNl Ty

Tableau 13 : Résumé des anomalies chromosomiques observées dans 5 oligodendrogliomes non codélétés 1p19q et
profils génomiques obtenus par ACPA

-75-



Résultats : Anomalies cytogénétiques des gliomes

Figure 50 : Profil génomique en 12q13-
gl5 avec amplification des génes,
MDM2 et CDK4
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Figure 52 : Profil génomique en 9p21.3 avec délétion homozygote du géne CDKN2A

C. LES OLIGOASTROCYTOMES

Parmi les 13 oligoastrocytomes étudiés, 6 sont de bas grade (Tableau 14) et 7 sont
anaplasiques (Tableau 15).

1 seul oligoastrocytome présente la codélétion 1p19q, associée a une perte partielle du
chromosome 10g.

Parmi les 12 autres, 6 présentent une trisomie du chromosome 7 (2 de grade Il et 4 de grade
[l1) dont 2 sont associées a une amplification du géne EGFR en 7p12 (1 grade Il et 1 grade
lll). Ces derniers possédent tous une monosomie du chromosome 10 associée. 2 autres
présentent une trisomie partielle en 7q, et pour lesquels il n'y a pas d’anomalie du
chromosome 10 associée.

Une délétion du géne CDKN2A (9p21.3) est retrouvée dans 4 oligoastrocytomes dont 3 de
grade lll, avec perte homozygote dans un seul cas. 2 sont associés au profil « +7/-10 » et 2
a une perte partielle en 10g.

Un cas montre une amplification du géne MDM2, associé au profil +7/-10.

2 OA Il montrent une amplification du géne CD34 en 1p32.1.

-77 -



Résultats : Anomalies cytogénétiques des gliomes

Anomalies des Oligoastrocytomes de grade Il (n=6)
Profil +7/-10 (n=2)

Trisomie 7
Monosomie 10

Monosomie 144 _ ,
Perte partielle 19g13.32-013.41 | s e hw*uw(‘w
gain 20p13-p11.21
monosomie 22¢g : R S BN T S S A e amlieatipbaiaty o

perte partielle 1p36.33-p36.22
perte partielle 611 .4-14.1
trisomie 7 + amplification géne EGFR

(7p12) é WM e,
perte 9p23-p22 3 avec délétion | r .“' b H
homozygote du géne COKNZA (9p21)

monosomie 10 SRR
trisomie 20
petrte partielle 22¢12.2-q13.31

Profil -1p19q (n=1)

perte 1p36.33-p11.2

perte partielle 1024 .2-g26.3 i ; I J
gain 11g13.3 - g25 ﬁwm*wﬁ W\MM
perte 19912 - q13.43 ’

WS

Autres (n=3)

Gain partiel 7g11.23 - 936.3 ‘ J
Perte partielle Xp22.33 -p11.21 | *th'ﬂﬂlw '

CLR R PR R T AT RS L

perte 14g11 2 - 43212 : .
Perte 16p13.3 - p11 2 ; ﬁmWMmJWM

gain partiel 6p25.3-p22.3
perte partielle 9p21.3 J
perte partielle 10g25.2-926.3 : wm—-uL-m -Ly -y
gain partiel 11¢23.3-25 § T
petrte partielle 13g14.12-g33.3 : l 11

S NS B B A B BE BN EL BN R RA L e

Tableau 14 : Résumé des anomalies chromosomiques observées dans les 6 oligoastrocytomes de
grade Il et profils génomiques obtenus par ACPA

Les autres anomalies additionnelles au profil +7/-10 les plus retrouvées sont : pertes en 13q
(3 cas/6), en 14q (2 cas/6), en 22q (2 cas/6) et trisomie 20 (2 cas/6).
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Anomalies des Oligoastrocytomes de grade Il (n=7)
Profil +7/-10 (n=4)

trisomie 7
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Tableau 15 : Résumé des anomalies chromosomiques observées dans les 7 oligoastrocytomes

de grade Il et profils génomiques obtenus par ACPA
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VI. RESULTAT DE LA COHORTE SPHINGOSINE KINASE / SPHINGOSINE
PHOSPHATE LYASE

Une étude interne concernant I'expression de la sphingosine kinase et de la sphingosine
lyase dans les gliomes avait montré une corrélation entre le grade de la tumeur et la
surexpression de la SPK et une corrélation inverse pour la SPL. De plus, la surexpression de
la SPK apparaissait dans cette étude étre un marqueur de mauvais pronostic. Nous avons
posé I'hypothése soumise qu’il y a peut-étre dans ces tumeurs une amplification du géene
codant la Sphingosine Kinase (SPHK1) et/ou une délétion du géne codant la Sphingosine
Phosphate Lyase (SGPL1). Les 8 patients sélectionnés étaient tous des gliomes de grade Il
ou lll avec une forte expression de la SPK associée a une faible expression de la SPL
(Tableau 16).
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Tableau 16 : Résultat du niveau d'expression de la SPK et SPL par immuno-histochimie et profil génomique par ACPA
pour les 8 patients de la cohorte

Dans les régions intéressées, c’est-a-dire en 17925.2 (locus du gene SPHK1) et en 10g22.1
(locus du géne SGPL1), sur les 8 patients, I'analyse ACPA montre un seul gain en 17g11.2-
(25.3 englobant la région 17g25.2 contenant SPHK1 (Figure 54) et deux autres présentent
une monosomie du chromosome 10 contenant SGPL1 (Figure 53).
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Figure 54 : SPHK1 en 17g25.2 indiqué par la ligne bleue. Le deuxieme échantillon présente un gain en 17q englobant le
géne SPHKL1. Les autres ne présentent aucune anomalie du chromosome 17.
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Figure 53 : SGPL1 en 10g22.1 indiqué par la ligne bleue. Le quatrieme et le septieme échantillons présentent une
monosomie du chromosome 10, emportant le géneSGPL1. Les autres ne présentent aucune anomalie du chromosome 10.
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QUATRIEME PARTIE : DISCUSSION

|.  QUALITE DES RESULTATS

La qualité globale des résultats est estimée par la valeur de la DLRS dont le seuil maximal
est fixé & 0.3 par le fournisseur. Pour les tissus FFPE, la DLRS est tres variable d’'un
échantillon a l'autre ; les résultats restent souvent interprétables avec une DLRS jusqu’a 0.4.
La DLRS refléte la qualité de 'ADN, bien que I'état de dégradation des ADNs évalués par
électrophorése sur gel d’agarose ne soit pas corrélé pour tous les échantillons.

Cela sous-entend qu’il y a donc d’autres paramétres que I'état de dégradation qui influencent
sur la qualité des résultats. Par exemple, au cours de la phase préanalytique, la fixation par
le formol et 'inclusion en paraffine favorisent la formation d’adduits (par interaction entre les
protéines et les nucléotides) ou des ponts intra / inter chaines d’ADN. Ces modifications de
'ADN entrainent de grande variabilit¢ sur lattitude des ADNs dans les réactions
moléculaires.

Depuis le changement de la méthode d'extraction des tissus FFPE au laboratoire
d’oncologie moléculaire, en remplacant le xyléne par une solution de déparaffinage (Qiagen),
les résultats d’ACPA semblent meilleurs et les DLRS sont plus souvent dans les seuils fixés
par le fournisseur (DLRS < 0.3). En effet sur les 10 derniers échantillons FFPE, les DLRS
étaient inférieures a 0.3 pour 7 échantillons, et méme en dessous de 0.2 pour 2 d’entre eux,
ce qui était difficile a obtenir auparavant.

La comparaison des profils ACPA des 5 échantillons de la premiére cohorte entre tissus
congelés et tissus FFPE ne donne pas de différence d’interprétation, et la comparaison avec
les profils du protocole POLA a retrouvé les mémes anomalies. Ceci a permis de valider la
technique.

L’avantage de travailler sur tissu FFPE plutét que sur tissu congelé repose sur la disponibilité
immédiate et la facilité d’acheminement des tissus FFPE au laboratoire, et également sur la
possibilité de contréler la qualité du préléevement a chaque nouvelle coupe (contrble
morphologique pour évaluer la richesse en tissu tumoral). De plus, au laboratoire d’oncologie
et génétigue moléculaires des tumeurs solides, la trés grande majorité des analyses sont
réalisées sur tissus FFPE, I'extraction d’ADN a partir de tissus FFPE fait partie des pratiques
courantes.

Cependant, pour les biopsies de petite taille, I'extraction d’ADN génomique a partir de tissu
FFPE peut étre limitante et insuffisante pour réaliser 'analyse ACPA. En effet, la quantité
minimale d’ADN nécessaire pour faire une analyse ACPA est 500 ng dans un volume
maximal de 13 uL. Des essais ont été faits avec des quantités initiales d’ADN plus faibles
(entre 500 et 200 ng, résultats non présentés), mais la qualité n'est pas suffisante en
dessous de 250 ng pour les ADNs extraits de tissus FFPE. L’'amplification d’ADN génomique
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par le kit GenomePlex® (Sigma) peut étre une bonne alternative pour augmenter la quantité
initiale d’ADN génomique. L’amplification semble étre homogéne sur 'ensemble du génome
sans apporter de biais dans linterprétation des résultats d’ACPA. Dans les essais effectués,
toutes les anomalies attendues sont retrouvées, sans générer d’anomalie non spécifique,
mais la qualité des profils est médiocre. De nouveaux essais sont donc nécessaires.

Le deuxiéme point limitant dans I'analyse de profil ACPA est la richesse de I'échantillon en
cellules tumorales. Par les essais de dilution d’'un ADN tumoral avec un ADN de tissu sain,
les anomalies peuvent étre détectées au moins jusqu’a 10% de cellules tumorales. Ceci sera
intéressant pour les échantillons de tumeurs infiltrantes pour lesquelles les cellules
tumorales sont dispersées dans le parenchyme rendant impossible une macrodissection
pour enrichir le prélevement en cellules tumorales. Par ailleurs, les tumeurs évolutives
peuvent acquérir des anomalies additionnelles sous-clonales retrouvées dans un contingent
minoritaire de cellules tumorales ; celles-ci peuvent également étre détectées par analyse
ACPA jusqu’au seuil de 10%.

[I. INTERET DE L’ACPA

Sur les 10 échantillons pour lesquels une comparaison entre les résultats d’ACPA et les
résultats de I'analyse des marqueurs microsatellitaires en 1p, 19q et 10q a été faite, aucune
discordance n’a été retrouvée. Les deux méthodes permettent d’évaluer approximativement
le pourcentage de cellules tumorales qui présentent la codélétion 1p19q, le plus souvent
confirmé par le contréle morphologique donné par I'anatomopathologiste.

D’un point de vue technique, les deux méthodes sont a peu pres équivalentes en temps
(plus rapide en ACPA mais avec un temps d’hybridation long). Par contre, d’un point de vue
analytique, grace a une interprétation totalement automatisée et informatisée des résultats
d’ACPA, les résultats sont informatifs sur chacune des 22 paires de chromosomes. Avec
'analyse des marqueurs microsatellitaires, I'analyse des régions 1p, 19q et 10q nécessite
déja 26 réactions d’amplification par PCR et 26 analyses de chaque marqueur
individuellement pour chaque patient, I'analyse des données ACPA est donc beaucoup plus
allégée et simplifiée, tandis que les résultats sont beaucoup plus informatifs car
pangénomiques.

De plus, linterprétation des profils LOH est difficile lorsque peu de marqueurs présentent
une perte d’hétérozygotie : une perte d’hétérozygotie ne peut étre rendue qu’a partir du
moment ou plus de 2 marqueurs montrent une perte d’hétérozygotie. Lorsque ce n’est pas le
cas, des marqueurs additionnels peuvent alors étre demandés pour confirmer la perte, mais
cela nécessite une nouvelle analyse. De méme, lorsque les marqueurs sont a ['état
homozygote, I'analyse n’est pas interprétable. Par ACPA, ces limites ne sont pas observées
puisqu’il y a une quantité trés importante de sondes dans les régions couvertes par les
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marqueurs microsatellitaires utilisés pour la recherche de perte d’hétérozygotie.

Notons par ailleurs quel'analyse ACPA n’est pas une technique ciblée ni spécifique des
gliomes : elle peut donc s’appliquer a tous les types de tumeurs solides. Des échantillons de
tumeurs rénales et de sarcomes ont d’ailleurs déja été testés. Cela permet donc d’élargir le
panel de tumeurs solides explorées en cytogénétique, ce qui ne peut étre fait en
cytogénétique conventionnelle en raison de I'impossibilité de mise en culture des tissus
FFPE.

A. ANOMALIES SPECIFIQUES DES GLIOMES

(1) LES OLIGODENDROGLIOMES

Sur les 38 gliomes ayant un profil ACPA interprétable, une codélétion 1p19q est retrouvée
dans 4 OD Il (n=6), 5 OD Il (n=9) soit 60% des OD, et 1 OA Il (n=6) mais dans aucun A Il
(n=3) ou GBM (n=7). Ceci confirme que la codélétion 1pl9q est spécifique des
oligodendrogliomes, retrouvée dans 60-80% des cas et plus rarement dans les
oligoastrocytomes et les astrocytomes (21,64,66,71,94).

Dans notre cohorte, parmi les 9 OD présentant la codélétion 1p19q, 5 présentent au moins
une anomalie additionnelle, 1 OD Il (1 anomalie additionnelle) et 4 OD Ill (4 anomalies
additionnelles en moyenne). Dans les OD de bas grade, la codélétion est typiquement
isolée, montrant que cet événement survient précocément dans [initiation tumorale,
contrairement aux formes anaplasiques pour lesquelles des anomalies additionnelles sont
observées, marquant I'évolution tumorale.

Dans les gliomes de grade Il et lll, la présence de la codélétion 1p19q apporte un avantage
pronostic trés intéressant avec une moyenne de survie augmentée et une amélioration du
taux de survie a 5 ans d’environ 50% (26). Ces tumeurs présentent également une plus
grande chimiosensibilité et une croissance tumorale plus lente. Les essais clinigues EORTC
26951 (42) et RTOG 9402 (43) montrent I'intérét de la polychimiothérapie adjuvante ou néo-
adjuvante par PCV en association a la radiothérapie en traitement de premiére ligne dans les
oligodendrogliomes et oligoastrocytomes anaplasiques. La codélétion 1p19q est un facteur
de bon pronostic dans les deux groupes de traitement, avec des médianes de survies
globales augmentées de 12 ans dans le groupe PCV+RT et de 4.5 ans dans le groupe RT
seule (RTOG 9402). Il est donc intéressant de connaitre le statut 1p19g des tumeurs
oligodendrogliales pour évaluer et prédire la réponse thérapeutique. Cependant, en
'absence de la codélétion 1p19q, les réponses au traitement sont trés variables et il existe
également des gliomes répondeurs a la chimiothérapie et ayant des survies longues en dépit
de marqueurs génétiques identifiés. L’analyse ACPA de ces tumeurs peut étre intéressante
pour mettre en évidence d’autres marqueurs chromosomiques d’intérét potentiellement
pronostique.

Bien que la codélétion 1p19q soit associée a un meilleur pronostic, celle-ci ne peut pas étre
généralisée a tous les grades. En effet, il existe de rares cas de glioblastomes a composante
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oligodendrogliale (GBM-O) pour lesquels le diagnostic histologique retenu est celui d’un
glioblastome, et qui présente la codélétion 1p19q. Dans ce sous-type, il a été démontré que
'avantage pronostique de la codélétion 1p19q était perdu, et le faible taux de survie serait
probablement lié a une instabilité génétique (28). Ces GBM-O étant certainement des
tumeurs secondaires et évolutives, des anomalies additionnelles peuvent étre identifiées par
analyse ACPA, et expliquer le mauvais pronostic.

(2) LES ASTROCYTOMES

Les astrocytomes sont typiquement caractérisés par une perte d’hétérozygotie en 17p
associée a une mutation du géne TP53 (54,55). Ces anomalies conférent un mauvais
pronostic a ce groupe de gliomes. Sur les 10 astrocytomes de grade IlI/IV analysés, aucun
ne présentait de perte en 17p. Cependant, une perte fonctionnelle de P53 par disomie
uniparentale (perte d’un alléle et duplication de l'autre allele muté), est un autre mécanisme
possible, or il ne peut étre détecté par le type de puce utilisée ici (95).

Dans les 10 astrocytomes de notre cohorte, les anomalies chromosomiques les plus
fréguentes concernent les chromosomes 10 (dans 8 cas) et 7 (dans 6 cas). Ces anomalies
sont également retrouvées sur 'ensemble de la cohorte. Au total, 20 cas présentent une
anomalie du chromosome 10 : monosomie totale (1/3 A lll, 5/7 GBM, 2/9 OD Ill, 2/6 OA |l et
4/7 OA lIl) ou perte partielle du bras long 10q (1/3 A lll, 1/7 GBM, 1/9 OAlll, 2 OA Il et 1 OA
[l). Lorsqu’'une monosomie totale du chromosome 10 est présente, une anomalie du
chromosome 7 est toujours associée : trisomie du chromosome 7 (9 cas), amplification du
géne EGFR en 7p12 (2 cas), ou les deux (3 cas). Le profil « +7 / -10 » est retrouvé dans 4/7
GBM, 1/3 A lll, 4/7 OA 1ll, 2/6 OA Il et 1/9 OD Il (non codélété 1p19q), montrant que ces
anomalies sont spécifiques des tumeurs astrocytaires, également retrouvées dans les
oligodendrogliomes en I'absence de la codélétion 1p19q (77,94).

Dans notre série, aucun astrocytome de grade Il n'a été analysé par ACPA, ne permettant
pas d’identifier les anomalies les plus précoces mais il semblerait que les astrocytomes de
bas grade ne présentent qu’'un gain du bras long du chromosome 7 comme événement
précoce (7q), tandis que les formes anaplasiques acquierent plus tardivement un gain du
bras court du chromosome 7 (7p) et une perte du chromosome 10 associée (65,74,75).

Dans les OD, une anomalie du chromosome 7 non associée a une anomalie du
chromosome 10 est trouvée dans 3 cas d'OD : ce sont des gains partiels du chromosome 7
(7p ou 7q), en I'absence de codélétion 1p19q, ou une trisomie du chromosome 7 associée a
la codélétion 1p19q.

Les études réalisées par ACPA sur des cohortes plus larges ont démontré que les gains du
chromosome 7/7q sont mutuellement exclusifs de la codélétion 1pl9q dans les
oligodendrogliomes de bas grade, mais seraient une anomalie commune qui signe la
progression tumorale dans les formes anaplasiques (76,94). De plus, bien que la codélétion
1p19q soit de bon pronostic, les patients présentant une trisomie 7 associée a la codélétion
1p19q ont une survie sans progression plus courte qu’en I'absence de la trisomie 7 (94).
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(3) LES OLIGOASTROCYTOMES

Actuellement, aucune anomalie spécifique des OA n’a été mise en évidence pour permettre
de les différencier sur le plan génétigue des astrocytomes ni des oligodendrogliomes.
L’analyse ACPA de 7 OA retrouve 3 groupes d’anomalies décrits dans les études publiées,
avec un génotype pouvant étre soit astrocytaire avec un profil « +7 / -10 » (6 cas, soit 46%),
soit oligodendroglial avec la codélétion 1p19q (1 seul cas, soit 8%), soit présentant d’autres
anomalies non spécifiques (6 cas, soit 46%). Ces observations conduisent a supposer une
origine tumorale a partir d'un clone cellulaire unique pour le développement des
oligoastrocytomes, sans pouvoir expliquer la présence phénotypique des deux types
cellulaires. Cependant, les OA sont génétiquement plus hétérogénes car le sous-groupe
« autre » semble se développer par d’autres mécanismes que ceux actuellement décrits
(64).

Pour le groupe des OA, I'ACPA est donc un outil intéressant puissant pour compléter le
diagnostic histologique et ainsi améliorer la prise en charge thérapeutique optimale en
fonction du pronostic établi par les anomalies détectées. Comme pour les A ou les OD, le
profil « +7 / -10 » est associé a une survie plus courte tandis que la « codélétion 1p19q »
conduit & une survie plus longue et une meilleure réponse a la chimiothérapie.

Parmi les anomalies additionnelles identifiées dans notre cohorte, deux sont retrouvées
uniqguement dans les OA : 'amplification du gene CD34 en 1p34 retrouvée dans 2 OA lli
présentant le profil « +7 / -10 » associée a une perte partielle en 13q. Cette anomalie n’a
jamais été identifiée auparavant dans d’autres études(64,66). Une perte partielle du bras
long ou totale du chromosome 6 est retrouvée dans 3 cas (1 OA Il et 2 OA lll) mais cette
anomalie a déja été décrite dans des cohortes plus larges d’oligodendrogliomes et
d’astrocytomes (66,76). Cependant, peu d’études par ACPA sont réalisées sur les tumeurs
mixtes en raison de leur faible incidence.

(4) LES GLIOBLASTOMES

Le nombre d’anomalies chromosomiques est plus élevé dans les glioblastomes, avec
notamment une augmentation de la fréquence des régions amplifiées (94). Dans les
glioblastomes de novo, 'anomalie caractéristique est I'amplification du géne EGFR (en
7p12), retrouvée dans 2/7 GBM de notre cohorte, soit 28%, ce qui correspond a la fréquence
publiée (51,52,54). Par ailleurs, sur notre cohorte de GBM, 2 cas présentent une
amplification du géne PDGFRA en 4qgl2, impliquant les mémes voies de signalisation
intracellulaire que 'EGFR. Cette anomalie est plus fréquente dans les GBM secondaires que
les GBM de novo (53,69).

D’aprés Ohgaki et al., 60 a 80% des glioblastomes présentent une perte du bras long d’un
chromosome 10 (10q), qu’il soit de novo ou secondaires (52,53). Dans les glioblastomes
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secondaires, cette anomalie marque la transition entre un gliome de bas grade ou
anaplasique vers un glioblastome. Une perte du bras court du chromosome 10 (10p) est
exclusivement observée dans les glioblastomes de novo (53).

Dans notre étude, les pertes partielles 10g sont retrouvées dans 6 cas, préférentiellement
dans les formes anaplasiques (1/3 A lll, 1/7 GBM, 1/9 OD Ill, 2/6 OA 1l et 1/7 OA Ill) tandis
qu’ une monosomie du chromosome 10 est retrouvée dans 14 cas (1/3 A lll, 5/7 GBM, 2/9
OD lll, 2/6 OA 11 et 4/7 OA l1ll), toujours associée soit a la trisomie du chromosome 7 soit &
'amplification du géne EGFR avec une fréquence plus élevée dans les GBM (71%) et les
OA Il (57%). Aucune anomalie isolée en 10p n'a été observée. Sur notre cohorte, les
anomalies du chromosome 10 ne sont pas spécifiques des glioblastomes, bien que leur
fréquence soit plus élevée dans ce groupe. De plus, la monosomie du chromosome 10
semble plutdt étre associée au profil « +7/-10 » caractéristique des astrocytomes tandis que
les pertes partielles du bras long du chromosome 10 (10q) semblent étre des anomalies
additionnelles évolutives.

B. ANOMALIES ADDITIONNELLES DES GLIOMES

Bien que les anomalies génétiques impliquées dans l’initiation tumorale soient différentes
pour chaque type histologique, les mécanismes de progression tumorale des astrocytomes,
des oligodendrogliomes et des glioblastomes de novo empruntent des voies communes,
impliqguant des anomalies additionnelles souvent confondues entre les différents types
histologiques.

Dans les études réalisées par ACPA sur des cohortes plus larges, il a été démontré que le
nombre d’anomalies est corrélé au grade de la tumeur (51,53-55,65,69,74-76).

Dans notre étude, 12 gliomes sur les 38 analysés sont des tumeurs de grade Il (6 OD Il et 6
OA 11), dont les profils ACPA mettent en évidence en moyenne 2.2 anomalies pour les OD I
et 4.3 anomalies pour les OA II. Pour les 19 gliomes de grade Il (3 Alll, 9 OD Ill et 7 OA IlI),
on retrouve respectivement 5, 6 et 5.4 anomalies en moyenne. Pour les 7 GBM, le nombre
moyen d’anomalies détectées est 5.8. Nous retrouvons donc bien un nombre d’anomalies
plus faible dans les tumeurs de bas grade (grade Il) que dans les tumeurs de haut grade
(grade Ill et IV).

Certaines anomalies additionnelles sont récurrentes, comme la délétion du géne CDKN2A
en 9p21.3 (la plus fréquente), 'amplification du gene EGFR en 7p12, ou I'amplification du
géne CDK4/MDM2 en 12q13-q15, préférentiellement retrouvées dans les formes évoluées.
En effet, sur notre cohorte, ces anomalies ont été détectées dans 10 formes de haut grade
(dont 5 GBM, 1 A lll, 1 OD lll et 3 OA 1ll) et 1 seul OA de bas grade pour la délétion du géne
CDKNZ2A, dans 4 formes de haut grade (dont 2 GBM, 1 OD Ill et 1 OA Ill) et 1 seul OA de
bas grade pour 'amplification du géne EGFR, et dans 3 formes de haut grade (1 GBM, 1 OD
[l et 1 OA Ill) pour 'amplification du géne CDK4 ou MDM2. Chacune de ces anomalies a été
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décrite comme étant de pronostic défavorable, quelque soit le type histologique
(66,78,79,96).

Il est a noter que I'amplification du géne CDK4 sur le chromosome 12q13 est le plus souvent
retrouvée en I'absence de délétion du géne CDKN2A (55,69). 1 GBM et 2 OD Il présentent
une amplification du géne CDK4, sans perte du géne CDKN2A dans 2 cas sur les 3.

Dans les GBM de novo, la délétion du géne CDKN2A en 9p21.3 est plus fréquente a I'état
homozygote, corrélée a la perte en 10q (54,69). En effet, parmi les délétions détectées en
9p21.3 dans notre cohorte, 6 sont a I'état homozygote (4 GBM, 1 OD Illl (sans codélétion
1p19) et 1 OA 1), associées au profil « +7/-10 », tandis que les délétions hétérozygotes sont
plutbt retrouvées dans des formes évoluées anaplasiques, associées a une perte en 10q
(dans 1 OA lll et 1 OA 1I) ou au profil « +7/-10 » (dans 1 A lll et 1 OA III).

Dans les oligodendrogliomes, hormis la délétion du géne CDKN2A retrouvée dans 1/3 des
cas, les amplifications des génes EGFR, CDK4, MDM2 sont plus rares (<10%) et
préférentiellement associées aux oligodendrogliomes non codélétés 1p19q (97). En effet,
parmi les 4 OD Il codélétés 1p19q, aucun ne présente ces anomalies. A l'inverse, sur les 5
OD non codélétés 1p19q, 2 présentent plusieurs anomalies associées (MDM4, CDKN2A et
CDK4 / EGFR, CDK4 et MDM2).

Cependant, dans les OD Il codélétés 1p19q, 'anomalie la plus fréquente retrouvée dans
3 cas sur 6 est une délétion sur le chromosome 4. Les pertes partielles ou totales du
chromosome 4 ont déja été décrites comme étant plus fréquemment associée a la codélétion
1p19q dans les oligodendrogliomes mais dont la significativité n’est pas connue (78).

D’autres anomalies non spécifiques, comme par exemple des pertes partielles en 13q,
14q et 159 sont retrouvées dans chaque type histologique (4 OD, 3 GBM et 6 OA). Hormis la
présence du géne RB1 en 13q14 dont les mutations et délétions sont fréquentes dans les
gliomes, ces anomalies ne sont pas décrites comme anomalies récurrentes impliquées dans
la gliomagénése. De méme, un gain du chromosome 20 est mis en évidence dans 3 OA, 2
OD, 1 Alll et 2 GBM, sans significativité démontrée.

C. COHORTE SPHINGOSINE KINASE / SPHINGOSINE PHOSPHATE LYASE

Sur les 8 patients testés présentant une surexpression de la SPK et une sous-expression de
la SPL, aucun lien direct n'a pu étre établi entre I'expression protéique et le nombre de
copies des géenes concernés. La surexpression de la sphingosine kinase ne semble pas étre
liee a une amplification du géne SPHK1 en 17g25.2. De méme, la faible expression de la
protéine Sphingosine-phosphate lyase ne semble pas étre liée a une délétion du gene
SGPL1 en 10922.1. Cependant, sur une faible cohorte de 8 gliomes, les résultats ne sont
pas suffisamment significatifs, d’autant plus que les niveaux d’expressions protéiques sont
semi-quantitatifs car évalués par immunomarquage.

D’autre part, notons que d’autres mécanismes, possiblement mutationnels ou épigénétiques,
peuvent intervenir dans ces modifications d’expression protéique.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Suite a ce travail de mise au point, 'ACPA fait désormais partie du panel des analyses
utilisées pour I'exploration des tumeurs solides, sur tissu fixé au formol et inclus en paraffine.

Appliguée aux gliomes, I'ACPA est un outil puissant pour identifier les anomalies
chromosomiques caractéristiques du type histologique et/ou du grade des tumeurs gliales,
comme la codélétion 1pl19q caractéristique des oligodendrogliomes, les anomalies des
chromosomes 7 et 10 associées aux anomalies du géne TP53 (17pl3) dans les
astrocytomes ou encore, l'amplification du géne EGFR (7pl2) retrouvée dans les
glioblastomes de novo. Ces anomalies ne sont pas spécifiques a 100%, c’est pourquoi
I’ACPA reste un examen complémentaire au diagnostic histologique de premiére intention.

Par comparaison avec les techniques ciblées de biologie moléculaire, comme par exemple la
recherche de perte d’hétérozygotie par analyse des marqueurs microsatellitaires pour la
recherche d’'une codélétion 1p19q, '’ACPA a l'avantage d’étre exhaustive sur 'ensemble des
46 chromosomes du génome humain, avec une interprétation facilitée grace a l'intégration
automatisée des données par le logiciel CytoGenomics®. Tout comme [I'étude des
marqueurs microsatellitaires, 'ACPA est réalisable sur tissu FFPE, avec des résultats
robustes et sensibles jusqu’au moins 10% de cellules tumorales dans I'échantillon, sans
nécessiter d’échantillon de tissu sain du patient. L’ACPA ne remplace cependant pas les
techniques de biologie moléculaire utilisées pour déterminer le statut mutationnel des génes
IDH et de méthylation du promoteur du géne de la MGMT, intégrées dans le panel des
analyses utiles au clinicien pour caractériser les tumeurs gliales.

Par la détection des anomalies pangénomiques, 'ACPA permet d’améliorer la classification
des gliomes, notamment pour les tumeurs ne répondant pas aux critéres habituels de la
classification OMS 2007 ni aux criteres de classification histomoléculaire. En effet, certaines
anomalies additionnelles peuvent étre spécifiques d’'un grade histologique et dans certains
cas orienter la valeur pronostique, comme par exemple les délétions du bras long du
chromosome 10 (10g comprenant le géne PTEN), les délétions des génes CDKN2A (en
9p21), RB1 (en 13qgl4), et d’autres amplifications géniques telles que PDGFRA (4q13),
MDM2-CDK4 (12g13-g15), c-MYC (8g24). La recherche translationnelle basée sur I'étude
des profils génomiques des gliomes peut étre intéressante pour identifier de nouvelles
anomalies permettant ainsi de faire évoluer la classification en y intégrant de nouveaux sous-
types en fonction des anomalies et de leur valeur pronostique impliquée. L’objectif d’une telle
classification pronostique serait de servir de support aux cliniciens dans leurs décisions
thérapeutiques, comme c’est déja le cas dans la prise en charge des hémopathies malignes.
De la méme facon, l'identification de cible moléculaire potentiellement utilisable comme cible
thérapeutique pourrait étre une avancée majeure pour faire évoluer I'arsenal thérapeutique
des gliomes, et ainsi adapter la prise en charge optimale et personnalisée de ces patients.
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Par ailleurs, les mécanismes de progression tumorale sont actuellement encore difficiles a
expliquer car peu explorés. L'accés a I'ensemble des données pangénomiques peut
également améliorer leur compréhension. En effet, la comparaison de profil génomique
tumoral au diagnostic et a la rechute ou a la progression peut faire I'objet d’'une analyse
retrospective longitudinale, bien que sa mise en place soit difficile, étant donné que le profil
ACPA ne soit pas réalisé de facon systématique pour tous les gliomes nouvellement
diagnostiqués. A ma connaissance, les études publiées sur les anomalies additionnelles des
gliomes détectées par ACPA sont faites par comparaison de cohorte de gliomes de bas et

haut grade, et non entre le diagnostic et la rechute.

Pour conclure, en plein essor depuis ces derniéres années, I'ACPA fait partie, avec le
séquencage de nouvelle génération a haut débit, du panel des nouvelles technologies
permettant I'exploration de 'ensemble du génome. Grace a leur implémentation en pratique
hospitaliére, I'adaptation des protocoles sur les tissus tumoraux va permettre d’obtenir une
carte d’identité génétique des tumeurs et de définir ainsi de nouveaux marqueurs
moléculaires et chromosomiques, indispensables pour optimiser la prise en charge du
patient, et évoluer vers une médecine personnalisée.
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