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Résumeé

Les difficultés de classification et les traitensemiecevants des gliomes infiltrants
conduisent a rechercher des marqueurs diagnostiqQuaisostiques et théranostiques. Dans
notre travail, nous avons i) recherché les délétigm 19q, 10p, 10g et une amplification de
I'EGFR et étudié I'expression de I'INA, ii) analysé lrssion génique et protéique de
I'EGFR.

La délétion complete 1p19q est associée au phématigodendroglial et a une survie
plus longue alors que les pertes 10p et 10q sées lau phénotype astrocytaire et a un
pronostic défavorable. Une forte expression d’INst @n marqueur de bon pronostic,
prédictif de la délétion 1p19q mais I'étude immustdthimique ne permet de remplacer
l'analyse génomique. La présence d'une amplificatio gene de EGFRest un marqueur de
malignité lié au type histologique et au gradedlgkstomes et astrocytomes de grade IlI)

ainsi qu'a la présence du mutant vlll.

Par épissage alternatif, le gene d&dFR donne les transcrits variants v1, v2, v3, v4
qui codent pour les isoformes protéiques a, b, @. élos résultats montrent que les profils
d’expression des variants et des isoformes differeglon le type histologique. Les
glioblastomes ont des niveaux d'expression plugéélales variants EGFRv3, -v4 et du

mutant EGFRVIII que les autres types tumoraux.

Nous avons comme projets de corréler nos résudtdés présence ou l'absence des
mutations IDH1/2, d'analyser lI'expression génidugretéique de I'EGFR dans d'autres types
tumoraux et de préciser le réle des isoformes disartt des modéles expérimentaux de

cultures cellulaires.



Abstract

Molecular markers and Variants of EGFR in Infilingt Gliomas in Adults

Due to difficulties in classifying infiltrating gdmas and disappointing treatment results we
looked for diagnostic, prognostic and theranosikars. In our study we i) assessed 1p, 19q,
10p, and 10q deletions as well as EGFR amplificatiod studied INA expression and ii)
analyzed EGFR gene and protein expression.

Complete 1p19q deletion was associated with anodégdrocyte phenotype and longer
survival while loss of 10p and 10q was linked toaatrocyte phenotype and poor prognosis.
Strong INA expression was a marker of good prognasd predictive of a 1P19q deletion but
immunohistochemistry could not replace genetic ysisl Amplification of the EGFR gene
was an indicator of malignancy correlated with disgical type and grade (grade Il
glioblastomas and astrocytomas) as well as thamliiant.

Alternative splicing of the EGFR gene gave thedcaipt variants v1, v2, v3, v4 which coded
for the protein isoforms a, b, ¢ and d. Our datawad that expression profiles of transcript
variants and isoforms differed according to hisgadal type. Glioblastomas expressed higher
levels of EGFRv3 and -v4 variants and the EGFRwlltant compared to other tumor types.
Our perspectives include correlating our resultthwhe presence or absence of IDH1/2
mutations, analysis of EGFR gene and protein esmesn other tumor types and to clarify

the role of isoforms using experimental cell cudtur
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10



mTOR
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NFP
ng
OERTC

OMS
pb
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PI3K
PIP3
PTEN
Rb
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TGFa
TT
VEGF
VEGFR
WAF1

: mammalian Target of Rapamycin

: nombre

. protéine neurofilamentaire
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. Organisation Européenne pour la Recherche et le Traitement du

Cancer

: Organisation Mondial de la Santé

. paires de bases

: Polymerase Chain Reaction
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: phosphatidyl inositol kinase

. phosphoinositol triphosphate

: Phosphatase and TENsin homolog on chromosome 10
. rétinoblastome

. systéme nerveux central

. scavenger receptor cysteine-rich

. transforming growth factor a

. tissu tumoral

. Vascular Epithelial Growth Factor

. Vascular Epithelial Growth Factor Receptor

: Wild Type p53-activated fragment
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Introduction

Les tumeurs intracraniennes primitives les pluguehtes de I'adulte sont les gliomes
et les méningiomes qui représentent plus de 80%edsemble. La prise en charge des
patients atteints de gliomes reste difficile maldes traitements utilisables (chirurgie,
radiothérapie, chimiothérapie), le pronostic resteemement péjoratif. De plus, il existe des
divergences de prise en charge, selon les ceetigzartie a cause des difficultés rencontrées

pour la classification histopathologique de cesdurs.

Le type d’'une tumeur cérébrale est actuellemeninidélr la reconnaissance de
caractéres morphologiques qu'ont les cellules taeer comparativement aux cellules
normales, par exemple des astrocytes, des oligooeytds, des neurones ou des
épendymocytes. Pour chaque type histopathologigieeresuite déterminé un degré de
malignité ou grade. Parmi les tumeurs primitivemlgs (ou gliomes), on distingue les
tumeurs avec ou sans composante infiltrante sausefale cellules tumorales isolées. Les
tumeurs avec composante infiltrante sont les eginmes, les oligodendrogliomes et les
tumeurs mixtes oligoastrocytaires. Les tumeurs mésgntant pas de composante infiltrante
sont les astrocytomes pilocytiques et les épendyesofn France, deux classifications sont
utilisées : la classification de I'Organisation Mimle de la Santé (OMS) et la classification
de I'Hopital Sainte-Anne (HSA).

A c6té de ces données morpholgiques, on peut dispesdonnées moléculaires, dont
certaines ont un intérét pronostique. Ainsi, lesirdes de la littérature indiquent que les
tumeurs a composante oligodendrogliale qui présent@e délétion du bras court du
chromosome 1 (1p) et/ou du bras long du chromost®n@9q) sans amplification du géene
de I'« Epidermal Growth Factor ReceptorEGQFR)bénéficieraient d’'une survie prolongée.
L’amplification du géne de EGFR s’observe dans 40 a 60% des glioblastomes seton le
séries et dans 15 a 20 % des oligodendrogliomdeseaistrocytomes de grade Il de 'OMS.
De nombreuses mutations peuvent étre observédseaurdu gen&GFR Dans les gliomes,
la plupart des anomalies aboutissent a la formation transcrit mutant appelé EGFRUVIII. 1
differe du variant 1 de 'EGFR par une délétioréiessant les bases 273 a 1076 soit les exons
2 a 7. La forme mutante EGFRvVIII s'observe dansglesnes de haut grade et surtout dans
20 & 50% des glioblastomes. Elle pourrait étre @8ea I'amplification du genEGFR Le
récepteur tronqué obtenu conserve son activitésitygo kinase intracellulaire avec une

activation constitutionnelle. Les tumeurs ne pnémet pas ces délétions ou surexprimant
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'EGFR ont un mauvais pronostic et présentent umeniorésistance au traitement utilisé
PCV [procarbazine, CCNU (lomustine), vincristingloe Témozolomide. De plus, il a été
montré que des anticorps anti-EGFR ou des inhilstede tyrosine kinase seraient

susceptibles d’améliorer la survie dans les tumsursxprimant ce récepteur.

Par ailleurs, l'expression de [I'Alpha-internexindNA) s’observe dans les
oligodendrogliomes ou dans les tumeurs avec pégest 19q alors gu’elle est absente ou
faible dans les tumeurs astrocytaires ou mixtgsuest particulierement dans les tumeurs avec

perte 10q. Différents types de délétions 10p etddleyent etre observés.

Afin de rationaliser la prise en charge des maladtsnts de gliomes, il est essentiel
de déterminer des groupes homogénes de patienehamnt compte des données qui ont une
influence sur le pronostic et le choix du traiteméflles sont d’ordre clinique, radiologique,

histopathologique et moléculaire.

Dans différentes séries de gliomes infiltrants, n@vons analysé les marqueurs
moléculaires 1p, 19q, 10p, 10q, recherché la pogsen I'absence d’'une amplification de
I'EGFR et étudié I'expression de I'INA et d'Olig2. Lesstdtats obtenus ont été analysés
comparativement avec les données cliniques, ragigples, histologiques et

immunohistochimiques.

Dans un deuxieme temps, nous avons analysé I'esipresle différents variants de
I'EGFRdans ces tumeurs. En effet, le géne B&FRest a I'origine par épissage alternatif
de plusieurs transcrits (variants 1, 2, 3 et 4)aquient pour plusieurs isoformes protéiques (a,
b, c et d). Nous avons ainsi étudié I'expressiomaée des différents variants de 'lEGFR et

recherché la mutation EGFRUVIII.
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1.Généralités

L'approche neuro-oncologique des tumeurs du systerveux central (SNC) chez les
adultes et les enfants, est probablement I'un gem@es les plus clairs de collaboration
multidisciplinaire dans le domaine médical (1, 2) .

Les tumeurs primitives du SNC représentent envi2® de I'ensemble des cancers.
Moins fréquentes que les tumeurs secondaires, @lliesne incidence globale de 18 cas pour
100000 habitants par an (3). Elles constitueni@ieme cause de déces pour le groupe de 15
a 34 ans et représentent 20% de tous les canaxd'ehfant.

Pour les adultes, les tumeurs primitives du SN@ dans leur grande majorité (80%)
des gliomes et méningiomes. Plus de la moitié sest gliomes et 66% d'entre eux sont

malins (4).

1.1. Les gliomes

1.1.1 Définition, incidence, aspects cliniques

1.1.1.1. Définition

Tumeurs primitives du systéme nerveux central,glesmes constituent un ensemble
hétérogéne dans lequel chaque type tumoral comdspol’'une des cellules du tissu de
soutien nerveux appelé glie. La glie se composeentisiement d'astrocytes,
d'oligodendrocytes et d'épendymocytes. Les gliomegroupent principalement les

astrocytomes et les oligodendrogliomes.
1.1.1.2. Incidence

Au cours de l'année 2000, 5299 cas de cancerbraaséprimitifs et 3168 déces dus a
des tumeurs primitives du systeme nerveux centraeteé recensés en France. Les gliomes
sont les tumeurs primitives les plus fréquentesyhieme nerveux central (5) de I'adulte et
les secondes apres les leucémies chez I'enfanfaiEnls correspondent a plus de la moitié
des tumeurs primitives du systéme nerveux central gue soit I'age.

L'incidence des glioblastomes se situe entre 2487acas/an pour 100 000
habitants, et celle de I'ensemble des gliomes e$,#/100 000/an. L’incidence des gliomes

est en augmentation réguliere depuis plusieurs ntdde En fait, cette augmentation
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s’observe surtout chez les sujets les plus aggmwatrait étre liée au vieillissement de la

population.

1.1.1.3. Aspects cliniques

Les gliomes se distribuent selon I'age. Ainsi, Bstrocytomes de grade Il et les
oligodendrogliomes de grade A (6) s’observent chiedulte jeune. Les astrocytomes
anaplasiques (grade 1ll) et les oligodendroglionegrade B, c'est-a-dire les gliomes dits de
haut grade, s’observent chez I'adulte d’age moyexe an pic de fréequence dans la cinquiéme
décade, alors que les glioblastomes surviennerz Idwdulte apres I'age de 50 ans avec un
pic de fréquence dans la sixieme décade.

La symptomatologie clinique neurologique peut &tés variable, en fonction de la
localisation et de la dynamique de la croissanceotale. Les trois grands syndromes
révélateurs d’'un gliome sont par ordre décroissammie épilepsie symptomatique, un déficit
neurologique, au sens large du terme et une hypeote intracranienne. Il existe des
corrélations entre la localisation, le grade hagaue et les manifestations révélatrices de la

maladie. La figure 1 résume les différents tablgaaxvant étre rencontrés
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Figure 1: Signes cliniqgues des tumeurs cérébrales selailopagraphie tumorale
d’aprés d’Andoret al, 2005 (7)

1.1.2 Hypothéses oncogénétiques, historique, steidpatiale et aspects

histopathologiques.

1.1.2.1. Hypotheses oncogénétiques et historique

Deux hypothéses oncogénétiques sont proposées :

- La transformation de cellules différenciées : daes cas, seules les cellules
matures transformées auraient la capacité de ssedigt de donner naissance a
une tumeur. Néanmoins, cette théorie n’explique Pmsstence de tumeurs
mixtes.

- La transformation de cellules souches ou progéspdri ces cellules pluri ou

multipotentes transformées pourraient étre a linégde tumeurs formées de
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différents types cytologiques ; cette hypothésecd#iales souches cancéreuses est
celle qui est actuellement privilégiée.

Au cours des derniéres années, plusieurs théseesont succédées et ont servi de
point de départ pour les classifications histologi)(8).

La premiere classification histologique des tumeérgbrales fut établie par Bailey et
Cushing en 1926. Elle était fondée sur le prinapel’histogenese et la théorie des restes
embryonnaires. Selon ce principe, le développerdesttumeurs s’effectuerait a partir de
cellules embryonnaires arrétées a différents stddedéveloppement et susceptibles de se
différencier. Bailey et Cushing classérent lesmgks en fonction de leur similarité avec les
différents stades de différenciation au cours dmbryogenése et décrirent ainsi quatre types
de gliomes astrocytaires (glioblastome, spongidblas polaire, astroblastome et
astrocytome fibrillaire ou protoplasmique), aingiun type d’oligodendrogliome.

En 1949, Kernohaet al (9) supposerent que les gliomes se développaigattir de
cellules adultes susceptibles de se dédifféreratientroduisirent la notion de « grading »
histologigue de malignité fondé sur la présence 'absence de criteres d’anaplasie.
L’absence de difféerence de survie dans le groupstitoé par les grades 1 et 2 aboutira au
concept tenace de bas grade. Les mémes constatationobservées entre les grades 3 et les
grades 4. Malgré le caractere obsoléte de cetssifiation, le concept de bas grade et de
haut grade sera conservé dans le langage médicéutl noter que les astrocytomes

pilocytiqgues ne sont pas individualisés dans lasifecation de Kernohan.

En 1950, Ringertz (10, 11)définit trois grade ddigmité en s’appuyant sur l'idée que
la transformation des astrocytomes des oligodefidrogs et des épendymomes en
glioblastomes passaient par des formes intermédiair

En 1979, la premiére classification OMS établitpremier consensus en associant
des éléments de la classification de Bailey et {Dgsa celle de Kernohan. La classification
OMS a depuis subi plusieurs révisions (1993, 2@00;), mais n’a pas sensiblement évolué :
le type tumoral est défini en fonction du type éytiique prédominant et le grade en fonction
des critéeresl’anaplasie. Les principales modifications ont @né le cadre nosologique des
glioblastomes. Classé en 1976 dans le cadre nagqolgles tumeurs mal différenciées et
embryonnaires, les glioblastomes ont intégré er8 183yroupe des tumeurs astrocytaires et
en 2007, la notion de glioblastome a composangodéndrogliale a été retenue. La théorie
actuelle selon laguelle les glioblastomes dériearaile cellules souches neurales cancéreuses

(12) représente en quelque sorte un retour a lariehéles restes embryonnaires et rend
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compte des difficultés nosologiques rencontrées. ddamnées récentes de la biologie et de la
génétique moléculaire sont venues compléter cssification histologique dans la version
2000 (13), puis 2007 de I'OMS (5, 14). Bien queaeelassification soit internationalement
reconnue, elle présente un défaut majeur de reptibdilé qui entrave considérablement
I'évaluation de I'efficacité des thérapeutiques.

Pour pallier ces problémes, une autre classifinatioété proposée par Catherine
Daumas-Duport, qui intégre les données de la clmig de I'imagerie (15-17).

1.1.2.2 Croissance tumorale et structure spatialeed gliomes infiltrants

La croissance tumorale des gliomes se distinguzeliie des autres tumeurs malignes.
D'une part, une évolution métastatique est excaptlie, excepté dans le liquide
céphalorachidien. D’autre part, I'extension tumeraé fait par infiltration du tissu cérébral
par des cellules tumorales isolées. Cette infitratinduit une réaction du parenchyme
cérébral qui présente une hyperplasie astrocytameelée gliose cérébrale (18). Les travaux
de Catherine Daumas-Duport (15) ont montré qual deux types de tissu tumoral : le tissu
tumoral solide (TT) composé uniqguement de celltlesorales et le tissu formé de cellules
tumorales infiltrantes (CTI). Les gliomes infilttanpeuvent étre composés uniquement de
CTI, et la densité de cellules tumorales est al@sable dans la tumeur, ou bien étre
constitué de TT avec une composante associee del@mdqu’'une tumeur présente une
composante de TT, il s’y associe une néo-angicggegei n'existe pas dans le contingent de
CTI (15). Le micro-environnement des cellules tuates, qui représente le stroma, est donc
de nature différente dans les contingnents de TE &TI.

Les glioblastomes sont toujours formés de TT enhe’'eomposante de CTI. Les
oligodendrogliomes, les astrocytomes ou les ofifoaytomes peuvent aussi présenter une
structure mixte, mais au moment du diagnostic gliailes deux tiers de ces tumeurs ne sont
formées que de CTI. Les astrocytomes pilocytiques des tumeurs particulieres qui ne sont
constituées que de TT, sans composante de CTliéssoc

Ces données ont deux conséquences. D’'une pag,palenettent de comprendre et
d’intégrer les données de I'imagerie :

- apres injection de produit de contraste, lagpds contraste étant étroitement liée
au degré d’édification vasculaire, la composant@ tee traduit sur le scanner ou I'imagerie

par résonnance magnétique (IRM) par une prise digasie,
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- la composante de CTI ne prend pas le contrastis, par I'intermédiaire de
I'cedéme qui lui est généralement associé, elleaskiit par une hypodensité au scanner et en
IRM par un hypersignal en T2 (ou par un hyposigmall1).

D’autre part, la densité des cellules tumoralesitétariable d’'un type tumoral a
'autre, mais également au sein d’'une méme tunf@uterprétation des résultats de I'analyse
moléculaire doit s’effectuer en fonction des dormnée I'examen histopathologique. C’est la

confrontation histo-moléculaire.

1.1.2.3. Classification OMS 2007 des gliomes

Schématiquement trois groupes de gliomes peuventdé&tingués en fonction de la
différenciation des cellules tumorales :

- Les astrocytomes présentant des  caractéristiques rphologiques et
immunohistochimiques d’astrocytes,

- Les oligodendrogliomes, présentant celles des déigdrocytes,

- Les tumeurs mixtes ou oligo-astrocytomes, ayantadeactéristiques des deux types
cellulaires.

La classification OMS 2007 des gliomes (5, 14, rE@pnnait sept types histologiques
de gliomes astrocytaires subdivisés en difféerentagantes histologiques. Elle définit
egalement les oligodendrogliomes et les gliomeganigligoastrocytaires qui peuvent étre de
grade Il ou llI.

Le grade des gliomes repose sur la présence @eesrit’anaplasie : hyper-cellularité,
polymorphisme cellulaire, atypies nucléaires, aigivmitotique, mitoses atypiques,
prolifération vasculaire et endothéliale, et néerdsOMS définit le grade en fonction de la
présence ou de l'absence de ces criteres d’aneptasir chaque type histologique. Entre
types histologiques différents, pour un méme grbdecritéres d’anaplasie sont variables.

1.1.2.3.1. Les gliomes astrocytaires

L’astrocytome pilocytiquetumeur de grade | par définition, s’observe typigent

chez I'enfant et I'adulte jeune au niveau de laséopostérieure et de la ligne médiane.
L’astrocytome pilocytique se caractérise par urghiggcture biphasique, avec des cellules
bipolaires et des fibres de Rosenthal alternantc ades cellules rondes pseudo-

oligodendrogliales formant des microkystes. La ulstsation est souvent anormale avec des
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vaisseaux remaniés, télangectasiques et parfoiprafigeration microvasculaire. Les mitoses

sont rares mais peuvent étre présentes. Si de deos® est présente, elle est de type
ischémique. Les cellules bipolaires et les fibres Rbsenthal expriment typiquement la

protéine gliofibrillaire acide des astrocytes (GHARors que les cellules rondes expriment le
facteur de transcription Olig2 (20).

La variante pilomyxoide se caractérise par desllesllbipolaires se disposant le plus
souvent en pseudorosettes périvasculaires dansulnségance myxoide dépourvue de fibre de
Rosenthal ou de corps granuleux. Quelques mitosegept étre présentes. La prolifération
analysée avec le marqueur Ki67 est plus élevée Bamariante pilomyxoide que dans
I'astrocytome pilocytique classique, atteignantsleartains cas 7 a 10 %.

L’astrocytome diffugFigure 2) de grade Il est défini par une celitdaaugmentée par

rapport a la substance blanche normale, par dpgeatgytonucléaires et par la présence d’'une
mitose au maximum pour 10 champs au grossissem&pd. Xl n'y a pas de nécrose ni de
prolifération endothéliale. L'aspect des cellulestmet de distinguer les sous types fibrillaire
(Figure 2b), protoplasmique ou gémistocytique (Fégec).
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Figure 2: Astrocytomes diffus de grade Il
de 'OMS

- a : astrocytome diffus

- b : astrocytome diffus fibrillaire

- ¢ : astrocytome diffus gémistocytique
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L’astrocytome anaplasiquee grade Il se caractérise par une densité aekul

nettement plus importante, des atypies nucléaiggsgmées et des mitoses.

La présence de nécrose et dune proliféeration masoulaire caractérise les
glioblastomeg(grade 1V) (Figure 3). La nécrose tumorale estyge ischémique avec des
palissades cellulaires périnécrotiques (Figure BHg. peut étre tres étendue. Dans sa version
2007, I'OMS distingue les glioblastomes a petitedlutes qui se caractérisent par un
monomorphisme, une activité mitotique intense et faible expression de la GFAP et les

BN

glioblastomes a composante oligodendrogliale (FigBc) qui comportent des territoires

typiquement oligodendrogliaux.

Figure 3: Glioblastome de TOMS

- a: glioblastome avec nécrose en carte de
géographie et palissades cellulaires
périnécrotiques

- b : atypies cytonucléaires marquées

- ¢ : glioblastome a composante

oligodendrogliale
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1.1.2.3.2. Les oligodendrogliomes

Les oligodendrogliome@~igure 4) sont classés en grade Il ou lll. listsomposés de

hY

cellules arrondies a noyaux réguliers, avec desptagsmes clarifiés formant un aspect
caractéristique dit en « nid d’abeille » (figure).4ds comportent généralement des zones
microkystiques, des calcifications (figure 4b) etrl vascularisation est représentée par un
réseau dense de capillaires fins et ramifiés.

Les oligodendrogliomes de grade Il ne sont conpqgsé de CTlI monomorphes dont
la densité est faible (Figure 4c). Des atypies émicks et des mitoses occasionnelles peuvent
étre observées.

Les oligodendrogliomes anaplasiques de grade Itioseposent généralement de CTI
et de TT. Les cellules tumorales conservent deactenes oligodendrogliaux mais peuvent
montrer des variations morphologiques. Les oligddecytes gliofibrillaires ou
minigémistocytiques sont fréquents. La vasculaosatst caracteéristique : elle se compose de

petits capillaires ramifiés avec un aspect endodli| Les oligodendrogliomes de grade Il

peuvent présenter des zones de nécrose.

Figure 4 Oligodendrogliomes de 'OMS

. - a: aspect en « nid d'abeille »
i) e 1 ¢

- b : calcifications

g,

- ¢: cellules tumorales infiltrantes (CTI)

avec halos clairs
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1.1.2.3.3. Les gliomes mixtes oligo-astrocytaires

Les auteurs de I'AFIP (Armed Forces Institute ofhBdogy) (21) soulignent que la
plupart des astrocytomes et des oligodendrogliosm® phénotypiquement mixtes ou
hybrides par rapport a leur composition cytologigles termes de gliomes mixtes et
d’oligoastrocytomes sont utilisés pour définir dasmeurs avec tous les degrés de
différenciation astrocytaire, oligodendroglial oierlorsque les cellules ont une morphologie
hybride oligoastrocytaire. Plus rarement des tusigueuvent étre constituées de deux
populations distinctes histologiquement et géogoaysment présentant des caracteres

oligodendrogliaux ou astrocytaires.

1.1.2.4. Classification HSA des gliomes

Cette classification résulte pour [l'essentiel, détude de biopsies étagées
stéréotaxiques corrélées a I'imagerie (22). Cegatra ont permis de définir la structure
spatiale des gliomes et de préciser leur mode @lssance. Elle intégre de plus les données
cliniques et I'imagerie a I'histologie traditiontel Cette classification distingue ainsi quatre
classes de gliomes: les oligodendrogliomes etoaijocytomes de grade A, les
oligodendrogliomes et oligoastrocytomes de gradeleB, glioblastomes et les tumeurs
glioneuronales malignes (15, 23). Dans cette ¢laabn, I'aspect astrocytaire, fibrillaire ou
protoplasmique est rattaché a la présence d'ureseylastrocytaire réactionnelle et/ou au

stroma.

1.1.2.4.1. Criteres histologigues, radiologigues gtades des

oligodendrogliomes et des oligoastrocytomes

Dans les oligodendrogliomes purement infiltrants-{¥), le cytoplasme des cellules

tumorales n’est habituellement pas visualisé pardelorations usuelles. Ces tumeurs ne
peuvent donc étre identifiées que par leurs caiatitpies nucléaires. Des étalements réalisés
a partir de ce type de tumeurs permettent d’obseisgment que les cellules présentent un
aspect de « noyau nu », typiguement rond, a limiteléaire bien contrastée. La présence
d’amas chromatiniens donne a cette population pecidypique en « bouton de chemise »
(Figure 4c). Ces cellules a petits noyaux somls@st associées en proportion variable a des
éléments d’aspect moins caractéristiques, a noghairs nucléolés plus volumineux. De ce

fait, la population tumorale présente une nettsamicléose. De plus, au niveau du cortex, un
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halo clair périnucléaire est parfois visible et tdgodendrocytes tumoraux tendent a former
une satellitose périneuronale. L’intégration desrgies de I'imagerie facilite le diagnostic
d’oligodendrogliome : seules les formes puremeriiitiantes d’oligodendrogliomes ne

prennent pas le contraste.

Les oligodendrogliomes de structure mixte solidm#trante (15-17)sont facilement

identifiés grace a la composante de TT qui prendasiect typique de nid d’abeille et
s’associe a une néovascularisation. En imagergetureeurs présentent un aspect hétérogene.

La composante de TT se traduit par une prise deasia d’intensité variable.

L’évaluation du degré de malignité des oligodentiomges repose sur la présence ou
I'absence de deux critéres :
- hyperplasie des cellules endothéliales (ou micrimg@mese) sur l'analyse
histopathologique
- prise de contraste a I'imagerie.
Deux grades de malignité sont ainsi définis :
- le grade A caractérisé par I'absence d’hyperplasdothéliale et de prise de contraste
- le grade B qui comporte une hyperplasie endotlgéétbu une prise de contraste.
L'identification d'une néoangiogénése est I'élénuddde ce grading. Elle repose sur l'analyse

des données radiologiques et histologiques.

Pour les oligoastrocytomes (15-1T3 composante oligodendrogliale est associée a

une composante astrocytaire ne pouvant étre idtEgravec certitude comme une gliose
réactive. La composante astrocytaire est le plusest polymorphe. L'évaluation du degré
de malignité de ces tumeurs s’effectue selon lesesécritéres que les oligodendrogliomes
(15).

1.1.2.4.2. Le glioblastome

La définition du glioblastome dans la classifioatHSA est plus restrictive que dans
celle de I'OMS. Elle s’applique aux gliomes de hawade dépourvus de différenciation
oligodendrogliale évidente, présentant une strectmmixte solide et infiltrante et une

angiogenese se traduisant par une prise de cantemstanneau sur l'imagerie cérébrale
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(scanner et/ou IRM). Les tumeurs présentant un&rdiiciation oligodendrogliale sont
classées en oligodendrogliomes de grade B.

Pour les glioblastomes, la présence d’'une diff@edion astrocytaire (GFAP positive
le plus souvent), méme partielle est nécessaimiaynostic, ainsi que la présence d’atypies
cytonucléaires, de mitoses et de nécrose. Ces tsnfi@iement angiogéniques comportent
toujours une riche vascularisation faite de grdss&aux souvent thrombosés ainsi que d’'une
prolifération microvasculaire. La composante de GHt toujours formée d’éléments

indifférenciés GFAP négatifs.

1.1.2.4.3. Les tumeurs glioneuronales malignes

Ce sont des tumeurs & composante charnue, esisandiet corticale et qui peuvent
étre confondues avec des glioblastomes (23). Lgnditic différentiel est possible devant la
présence de cellules tumorales d’aspect non neluegpamant la protéine neurofilamentaire
(NFP).

1.1.2.5. Pronostic en fonction des diagnostics hegtathologiques

Le type histologique et le grade (et de fait leactére infiltrant ou non) constituent des

facteurs essentiels du pronostic.

Dans la classification OMS, pour les gliomes indifits, la médiane de survie avant
I'age de 40 ans est de 31,7 mois alors qu’elletrjae de 8,4 mois apres I'age de 60 ans. La
survie varie également en fonction des diagnosigs®pathologiques et des grades (Tableau
1) (5). L'évolution fatale de ces tumeurs est leispsouvent due a des récidives. Les
astrocytomes diffus et anaplasiques se transforfrisguiemment en glioblastomes.

Dans la classification HSA, pour les glioblastoreees astrocytomes pilocytiques, la
survie est comparable a celle observée dans laifitasion de 'OMS. Pour les autres types
tumoraux, le grade A est associé a une survie galml1l ans et le grade B est associé a une

survie globale de 3,5 ans.
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© ) adulte, avec un pic de fréquerce . o
o anaplasique 2a3ans récidives
e entre 45 et 50 ans
[} (grade III)
©
o
=
o | oligoastrocytome diffug adulte, avec un pic de fréquend&3 ans (58% a 5 ans ccidi
> récidives
g (grade 1) entre 35 et 45 ans et 32% a 10 ans)
E
oligoastrocytomes . i .
) adulte, avec un pic de fréquen®8 ans (36% a 5 ans o
anaplasique . récidives
entre 50 et 60 ans et 9% a 10 ans)
(grade IlI)

Tableau 1 : Ages de diagnostic, survie et complications erctions des diagnostics

histopathologiques selon la classification OMSL®),
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1.1.3. Données radiologiques et topographiques

Selon Jean-Louis Dietemann (24), 'imagerie a conpnegnier objectif la détection la
plus précoce du processus tumoral devant les premjenptomes cliniques. Le deuxieme
objectif est de préciser la topographie de la egbd’établir la corrélation entre le tableau
clinique et les données de I'imagerie. Le troisi@hgctif est de définir la nature tumorale de
la lésion. Le quatrieme objectif est d’apporter dadgormations topographiques,
morphologiques, métaboliques et fonctionnellesesitih la décision thérapeutique et a la
surveillance du processus tumoral.

La scannographie reste souvent la premiere étampaduaostic. Devant une premiére
crise d’épilepsie, la sensibilité de la scannogi@pikt de plus de 90% pour le dépistage d’'une
étiologie tumorale. La sensibilité diminue netteinen cas de processus expansif développé
au niveau de la fosse postérieure. L'IRM offre wgensibilité proche de 100% pour le
dépistage des tumeurs cérébrales symptomatiques.

La localisation hémisphérique correspond a la moities tumeurs cérébrales
primitives. Les gliomes du tronc cérébral représenfiO a 20% des tumeurs intracraniennes
primitives de I'enfant. lls sont rares chez 'agult

Radiologiqguement, il est classique de distinguertlemeurs gliales de grade Il de
'OMS ou de grade A de I'HSA et celles de gradeolil IV de 'OMS ou de grade B de 'HSA
en fonction de la présence ou non dune prise detrasie. Par définition, les
oligodendrogliomes de grade A selon la classificatHSA ne prennent pas le contraste a
l'inverse des tumeurs de grade B.

La localisation hémisphérique correspond a la moities tumeurs cérébrales
primitives. Les gliomes infiltrants se localisent aiveau des lobes frontaux, temporaux et
insulaires, avec parfois des tumeurs s'étendarst ciEstrois lobes, et plus rarement au niveau
des lobes pariétaux et occipitaux. Les gliomes ifoagliux sont peu fréquents : 2 a 10% des
gliomes (25, 26) avec une augmentation au coursétesrences (26). Il s’agit alors le plus
souvent de tumeurs de haut grade.

Les gliomes du tronc cérébral représentent 10 a #88% tumeurs intracraniennes
primitives de l'enfant. lls sont rares chez l'adultls correspondent a des astrocytomes
pilocytiques chez I'enfant et des astrocytomesill#ires, des oligodendrogliomes le plus

souvent de haut grade et des glioblastomes chdultéa
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1.1.3.1. Imagerie des astrocytomes de grade |l eesl oligodendrogliomes

de grade Il

La scannographie montre une lésion corticale e$ souticale hypodense faiblement
hétérogene, exceptionnellement isodense aux canteauvent nets, non rehaussée apres
injection de produit de contraste. Des calcifiaasiosont souvent notées dans les
oligodendrogliomes. Les formations kystiques sants.

L’'IRM montre une Iésion qui €élargit une ou plusigwirconvolutions cérébrales, qui
apparait hypointense en T1, hyperintense en Th &LAIR et qui ne se rehausse pas apres
injection de produit de contraste. L'cedeme périiolesel est absent ou modéré.
L’identification de calcifications tumorales estlidate en T1 et en T2 ; seul le T2 peut
démontrer de maniére inconstante des foyers hygrses au sein de la tumeur (Figure 5).

L’IRM est I'outil de choix pour assurer la survaitice de ces gliomes. L'apparition
d’'une prise de contraste traduit un changementraéeg ce qui incite a modifier la prise en

charge thérapeutique.

1.1.3.2. Imagerie des astrocytomes de grade lll, s®ligodendrogliomes de

grade Il et des glioblastomes

La scannographie montre une lésion hypodense étdgéine aux contours irréguliers
avec une prise de contraste hétérogéne. La présamnue prise de contraste annulaire et de
nécrose matérialisée par une plage hypodenset@nens un glioblastome (Figure 6). Des
calcifications peuvent étre identifiees (Figuresef)sont classiquement évocatrices d'un
oligodendrogliome. Un effet de masse marqué etaxtension controlatérale sont souvent

notés.
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Figure 5: Oligodendrogliome de grade Il frontal gauche(24)

Les coupes scannographiques aprés injection (an@mtrent un discret effet de masse sur la cornatéile
gauche qui est comprimée et refoulée vers l'artifirexiste une hypodensité frontale gauche coltiea surtout
sous corticale associée a une hypodensité de @loguae.L'IRM en coupe axiale en FLAIR (c) et en (@2
confirme I'effet de masse et I'existence d’'un sigaaormal hyperintense cortical et sous cortical aiveau

frontal gauche. L'IRM n’identifie pas de maniérerflle les calcifications tumorales (24).
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Figure 6: Glioblastome temporal postérieur droit découvart’occasion d'une

premiére crise d’épilepsie(24).

L'IRM en FLAIR (a) note un signal hyperintense &aeau cortical et sous cortical en temporal poséaridroit.
En T1 aprées injection de gadolinium (b), une pefpittse de contraste annulaire infracentrimétriqust e

visualisée au niveau du cortex temporal postérdroit (24).

L'IRM met en évidence une lésion de signal héténeghké a la présence de foyers
nécrotiques et de formations pseudo-kystiques, cauntours irréguliers. Elle est de signal
hypointense en T1, hyperintense en T2 et en FLAWRC un cedéme et un effet de masse
marqué, parfois une extension controlatérale etehaussement hétérogene nodulaire et/ou
annulaire aprés injection de produit de contrasigufe 7). L'intensité de la prise de contraste
est liée a la densité de la microvascularisatiomonale. Un signal hyperintense intermédiaire
eévoque radiologiguement un cedeme périlésionnaloriiespond en réalité a des zones de

tumeur infiltrante sous forme de CTI.
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Figure 7 : Oligodendrogliome de grade B temporo-occipialche(24).

L'examen scannographique réalisé apres injectionpdeduit de contraste (a, b) montre une lésion
temporale postérieure gauche (fleches) qui présdete composantes calcifiées spontanément hypeslense
des composantes hypodenses. L'IRM en coupes axnléd AIR (c) et en T (d,e) et sagittale en T1 apré
injection de gadolinium (f) confirme le processumoral avec effet de massesur le carrefour ventice
Cette lésion présente un signal essentiellemerdgrimtpnse en FLAIR et T2 ; ce signal apparait tiésrogéne.

Quelques rares foyers hypointenses sont idengfi€s2 et correspondent probablement aux calcificei(24).

L'imagerie prend ainsi une place importante dangrise en charge des gliomes. Elle
précise la localisation, la taille, la présence l@absence de nécrose et apporte des
informations essentielles sur la vascularisatiomdrale. La confrontation des données
histopathologiques et radiologiques est une étapdamentale du diagnostic des tumeurs
cérébrales. Cette confrontation permet, entre autfenalyser la représentativité de
prélévements biopsiques soumis a l'examen micrapeemu bien de rechercher la présence
d'une néovascularisation ou de nécrose qui n'goagieté intéressé par les préléevements. En

quelque sorte, elle remplace I'étude macroscopique.
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1.1.4. Caractéristiques moléculaires

De nombreux travaux ont été menés au cours des dewnieres décades afin de
caractériser les altérations génétiques préseateslds gliomes et une premiere classification
moléculaire de ces tumeurs a été proposée (271-isemble de ces travaux vise a associer
des anomalies moléculaires avec le diagnosticpgashmlogique de 'OMS.

Les altérations géniques majeures rencontrées l@gngliomes activent certaines
voies de transduction du signal ou entrainent ugrégiilation du cycle cellulaire. Elles
consistent essentiellement en la surexpressioadaeurs de croissance, des mutations « gain
de fonction » des récepteurs a activité tyrosimase et des mutations « perte de fonction »
de genes suppresseurs de tumeurs. Parmi cesialigratelles qui concernenElGFR sont
notables.

Dans les gliomes, les premiéres altérations gamsiglairement impliquées dans la
tumorigenése de ces tumeurs étaient 'amplificatien'oncogéneEGFR et les pertes du
chromosome 10. Des génes suppresseurs de tunpd3rsRb, p16/CDKN2, PTEN/MMAL1
et des oncogend®DM2 et CDK4) ont été identifiés comme étant fréequemment altdeds
les gliomes (31-34). La présence des différentédragions et leurs conséquences, en
particulier sur le cycle cellulaire et la transdotdu signal, mais aussi sur les processus

d’apoptose, d’angiogenése et d’invasion tumoraleaejourd’hui mieux comprise.

La confrontation des données moléculaires a régéléu sein d'une méme tumeur,
ces altérations n’intervenaient pas de manierdaféamais s'associaient selon une certaine
cohérence. Des travaux visant a combiner les parasndisto-moléculaires ont permis
d’émettre des hypotheses sur I'existence de « voi@gculaires de progression tumorale »
spécifiques a certains sous-groupes de gliomesréa £hronologie de survenue de certaines
altérations dans la progression tumorale (31, Bigjufe 8). Ainsi, les mutations du gepg3
codant pour la protéine p53 qui surviennent a adesfprécoce semblent préférentiellement
étre associées aux tumeurs astrocytaires caraggrgar une évolution progressive vers la
malignité (astrocytomes grade Il, astrocytomes @sagues, glioblastomes dits secondaires)
alors que I'amplification de EGFR parait étre associée aux glioblastordesnovo D’autres
altérations comme les délétions des chromosomest 19q sont en revanche fréquemment

associées aux tumeurs d’origine oligodendrocytaire.
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Figure 8 : Principales altérations génétiques associées kablagtomes primaire et
secondaire. D’aprés Kleihuesal (1999)(35); Ohgakét al (2005) (31).

1.1.4.1. Altération de la voie de p53

Le genep53est situé en position 17p13.1. Il code pour uresphoprotéine de 393 aa

qui est présente en tres petite quantité danslegdes normales, mais en abondance dans les

cellules transformées en culture ou dans les twnéwmaines. Lors d'une agression

cellulaire, la concentration et la demi-vie de pS&ccroissent par une diminution de sa

dégradation. Deux rdles particuliers sont dévolusetie protéine

. soit l'arrét du cycle

cellulaire entre la phase G1 et la phase S, sointat cellulaire par un phénoméne

d'apoptose. La protéine p53 se lie avec une séqugpecifique de I'’ADN (c'est donc un
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facteur de transcription) aboutissant a une intEmacavec le cycle cellulaire par
l'intermédiaire d'un géne appelé WAF1 / Cipdiill Type p53-activated fragment /cdk2
inhibiting proteir). La cellule s'arréte avant la phase S et peutregpd'éventuels
dommages. Dans d'autres cellules, 'augmentatioia geotéine p53 induite par l'irradiation
provoque l'induction de l'apoptose.

Dans les glioblastomes, la voie de transductiosigoal dépendante de p53 est altérée
par des mutations du gemb3 (31, 35, 36) 90% des mutations du gemd3 sont des
mutations de type faux sens. Plus de 12 000 mutatans 50 types de cancers différents ont
ete décrites. 90% se regroupent dans la régiomaterttu geng53 et correspondent souvent
a la transition G:C-> A:T dans un dinucléotide Ch®s mutations inactiveraient la fonction
de régulateur négatif de la prolifération cella{B7) Lorsque le gene p53 est muté, la
dégradation de la protéine est diminuée, ce qudabra son accumulation pouvant étre
détectée en immunohistochimie.

La voie de p53 peut également étre altérée a ta duine atteinte d’autres génes qui
codent pour des protéines impliquées dans le denués niveaux cellulaires de p53,
notamment p1f" et MDM2 (mouse double minutd.2.a protéine p14F controle I'activité
de MDM2 qui elle, régule I'expression de p53. Latpeles deux copies du géne de’Flou
'amplification/surexpression dgDM2 conduit a une rapidement & une déplétion en pretéi
p53 (38). La majorité des glioblastomes présentepette de p53, une absence de'p1du
une surexpression de MDM2 (39). Les mutationsp88 sont moins fréequentes dans les
glioblastomes primaires (environ 30%) alors quesdi&s glioblastomes secondaires, elles

présentent une incidence supérieure a 65% (31, 40).

1.1.4.2. Altération de la voie Rb (rétinoblastome)

Dans plus de 90% des glioblastomes, se retroueecanomalie de I'un des acteurs
impliqués dans la voie du rétinoblastome (Rb) (41peut s’agir de la perte d’expression de
p16, un inhibiteur des cdk (cycline dependant lehasle la surexpression de CDK4
(complexe cycline D/CDA4 kinase) (42), ou de mutaidu géne de la protéine Rb.

La protéine pl6 est codée par le gene CDKN2A, une gdippresseur de tumeur. Il est
situé sur le chromosome 9p2l1. La protéine pl6 gbibe CDK4 empéchant ainsi la
phosphorylation de Rb et bloque donc le cycle taheien G1Ll'inactivation de p16 est liée

le plus souvent dans les gliomes astrocytaireseadététion homozygote du géene CDKN2A.
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Une telle inactivation s’observe dans un tiers axdeers des glioblastomes (42-44). Plus
rarement, l'inactivation de pl6 est liée a des mmna ponctuelles (44, 45) ou a la

méthylation des ilots CpG du promoteur du géne 449, La délétion du géne suppresseur de
tumeur p16/CDKNZ2a peut étre associee a la pertété'bzygotie du chromosome 10q ou a

'amplification de 'TEGFR mais serait exclusive aves délétions 1p et 19q (48)

1.1.4.3. Codélétion 1p et 19q

Certains travaux indiquent que les tumeurs a coarmgesoligodendrogliale qui
présentent une deélétion 1p, plus précisément eb6.2p3ur 150kb (49) et du bras long du
chromosome 19 (19913) sans amplification du genBEd&FR situé sur le chromosome 7
(7p12) bénéficieraient d’'une survie prolongée (3250-52).

D’aprés certaines études, la perte combinée 1lp9qt dst en fait due a une
translocation déseéquilibrée t(1;19)(q10;p10), qonduit a la perte du matériel génétique
concerné (53, 54). Elle est retrouvée dans plug§@¥ des oligodendrogliomes selon les
séries (5). La codélétion, perte combinée de 1p9qtet la mutation de p53, rare dans les
oligodendrogliomes, seraient des altérations gxauent mutuellement (5).

Si dautres anomalies comme la délétion du geénepregpeur de tumeur
pl6/CDKN2A, la perte d’hétérozygotie du chromosob®g et I'amplification de 'EGFR,
isolées ou en association, ont été rapportées coparteulierement fréquentes dans les
oligodendrogliomes anaplasiques, elles s’excluentusilement avec les délétions 1p/19q.
Ces deux profils moléculaires ont un pronosticaldht avec une évolution plus péjorative
pour les tumeurs avec amplification de 'EGFR, w@H de 10qg et, probablement, une
délétion sur le géne p16/CDKN2A que pour cellesalédétions 1p et 19q.

1.1.4.4. PTEN, MTOR et délétions 10p et 10q

PTEN(Phosphatase and TENsin homolog on chromosomesi@n gene suppresseur
de tumeurs, identifié dans une région chromosomismévent altérée dans les tumeurs
humaines (10g23). Il code pour une protéine qudeste d’'une activité phosphatase qui lui
permet de déphosphoryler a la fois des protéinesymsine, sérine ou thréonine, mais

egalement des phospholipides de la voie des phbdplizositols. Son activité de protéine
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phosphatase Iui permet d’inhiber la voie Ras/Mdk/Einsi que FAK [ocal Adhésion
Kinasg, la kinase d’adhésion focale. Elle agit ainsi ka interactions de la cellule avec la
matrice extracellulaire d’ou son réle dans les mé&raes invasifs des tumeurs. Son activité
lipide phosphatase intervient pour bloquer la vBl8K/Akt (PI3K= phosphatidyl inositol
kinasg et permet ainsi un arrét en phase G1 du cycleilaiek et sensibilité accrue a
'apoptoseElle agit ainsi a la fois sur la morphologie, lgatdére invasif et la prolifération
des cellules tumorales. Le geRGEN est plus souvent délété dans les glioblastomes. La
mutation deTP53 et la perte d°TEN semblent mutuellement exclusifs (35).La perte de

PTEN est fortement corrélée a l'activation de lat@ine mTOR via Akt.

La protéine mTORrlammalian Target of Rapamygiest une enzyme de la famille
des sérine/thréonine kinases. Elle régule la gmalifon, la croissance, la mobilité, la survie
cellulaire, la synthese protéique et la transa@iptiElle intervient dans la voie cellulaire de
PI3K vers Akt. L’amplification de I'oncogéne MTORstefréquemment observée dans le cas
des glioblastomes secondaires. Quant a la protéir@R, elle est un important effecteur dans
la signalisation d’Akt. La protéine Akt contréla traduction d’ARN messagers spécifiques

nécessaires a la prolifération et a 'oncogenésg (5

1.1.4.5. Inactivation du géne MGMT

Le geneMGMT (MethylGuanine MethylTransferase) est un gene38kR situé sur le
chromosome 10 (10g26). Il code pour une protéine28® aa, &G:méthylguanine-DNA-
méthyltransférase. Cette enzyme est une clé darépéaation des dégats, Iéthaux, causés a
I'ADN par les agents alkylants. En l'absence di@@izyme, les cellules squitis sensibles a
ces traitements et notamment au témozolomide. Lthyiadion des flots CpG situés dans le
promoteur du gen®IGMT induit une inhibition de la transcription et dore ld traduction du
gene. Cette modification épigénétique s'observes déna 57% des glioblastomes (56-58).
Jusqu'a présent, la méthylationM&MT était reconnue pour étre amarqueur prédictifle la
réponse au traitement par le témozolomide (56{58)récentes études (59-61) montrent que
les patients porteurs d'une tumeur avec méthylaleooe géne et traités par témozolomide en
association a une radiothérapie ou a un traiteqp@ntarmustine, ont une augmentation de la
meédiane de survie de 5 a 9 mois. Ceci indiquelguserait un marqueur de bon pronostic. De

plus, Lechapt-Zalcman et al (61) montrent qu’unidléaexpression protéique de MGMT
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détectée par immunohistochimie serait égalemembangueur de meilleur pronostic avec une
augmentation de la médiane de survie de 15 a 23 wciwez des patients porteurs d’un

glioblastome et traités carmustine et témozolomide.

1.1.4.6. Mutations de IDH1 et IDH2

Le génelDH1 sur le bras long du chromosome 2, 2g32-gtmie pour l'isocitrate
déshydrogénase 1. Il s’agit d’'une enzyme impligdees le cycle de Krebs. Cette enzyme est
localisée dans le cytoplasme et dans les peroxysaueelle représente la seule source de
NADPH qui est un cofacteur impliqué dans la pratectellulaire contre les dommages liés
au stress oxydatif (62). Par conséquent, IDH1 exgiprotégeant les cellules contre le stress
oxydatif et en diminuant leur sensibilité a I'apogt (62). Le gendDH2 sur le bras long du
chromosome 15, 15g26.dode pour l'isocitrate déshydrogénase 2. Elle priéséa méme
activité qu’'IDH1.

Les mutations du gend®H1 et delDH2 (63-65) entrainent dans 90% des cas la
substitution de l'arginine132 d’IDH1 et 172 d’IDHsAr une histidine. Ces mutations notées
R132H pour IDH1 et R172H pour IDH2 ont pour cons&e une diminution de l'affinité
d’'IDH1 pour son substrat et I'inhibition de l'aciti® enzymatique d’IDH1. Les mutations du
genelDH1 ont d’abord été décrites comme étant spécifigessgliomes avant d’avoir été
mise en évidence dans des leucémies myéloides ighemn (66) etsemblent étre liées au
grade de la tumeuElles s’observent dans 59% a 88% des astrocytaliffes de grade Il,
50% a 78% des astrocytomes anaplasiques et 50% a&8 glioblastomes secondaires. Elles
sont, en revanche rarement observées dans legystnes pilocytiques de grade | (0% a
10%)(67) et dans les glioblastomes primaires (3%2%) (63, 65, 68-74). Deux études
récentes montrent que la présence de ces mutaginsssociée a une augmentation de la
survie des patients atteints de gliomes de gradd Ht IV (70, 75). La mutation ¢DH1 ou
IDH2 est étroitement associée au profil moléculairée: est constante dans les gliomes avec
codélétion 1p19q et pratiquement absente dansliesas avec amplification de 'EGFR
(74). La mutation dDH1 ou IDH2 est un facteur majeur de bon pronostic, quel aquiteles
grade et ce indépendamment du profil moléculaiée 16).

Le mécanisme de tumorigénése via ces mutationsnestre peu connu (67). Tout
traitement de radiothérapie ou chimiothérapie éturespour la cellule un stress oxydatif. La
protéine IDH1 protége la cellule contre le stress tlaitements agressifs. IDH1 muté favorise
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la survie cellulaire et peut intervenir dans laarge aux traitements. Il reste a étudier I'effet

de cette mutation sur le fonctionnement de I'enziphl et sur la réponse aux traitements.

1.1.4.7. Role de 'EGFR

1.1.4.5.1. Description et fonctions générales B&FR : du géne aux

protéines

Le géne, les transcrits, les récepteurs

Le récepteur du facteur de croissance épidermigue@FR (epidermal growth factor
receptor) est un récepteur codé par le proto-ommgierbBl Le géne de 'TEGFR comporte
188 307 paires de bases (pb) et se situe en 7pd2bfBk N° d’accession NG_007726). Il
code pour 4 transcrits : les variants 1 a 4. Lduicdon de chacun de ces transcrits génére des
protéines appelées isoformes a, b, c et d (Figure 9

Le variant 1 (Genbank N° d’accession NM_00522856&6 pb contient 28 exons et
code pour une protéine (isoforme a, Genbank N°c#d'ssion NP_5219) de 1210 acides
aminés (aa), (Figure 10). Cette protéine corres@andécepteur a 'EGF ou HER1, chef de
file de la famille des récepteurs transmembranafER (« Human Epithelial Receptor »).
HER1 se compose d'une région extracellulaire, d'végion transmembranaire et d’'une
région intracellulaire.

La partie extracellulaire se divise en quatre dowesi(77) :
* |:domaine de liaison a 'EGF
e |l : domaine riche en Cystéines
* Il : domaine de liaison a 'EGF

e |V :domaine riche en Cystéines

La partie intracellulaire comporte deux domainagyfe 10) :
e un domaine tyrosine kinase,

* un domaine de régulation.
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Figure 9 : Schéma récapitulatif des variants et des isofoieddEGFR

Les variants 2, 3 et 4 (Genbank N° daccession NM232, NM 201283 et
NM_201284) comportent respectivement 2239 pb, 1pB5et 2865 pb (Figure 11). lIs
présentent une homologie de séquence avec le vardan1454 a 2126pb. Les variants 2, 3 et
4 codent respectivement pour les isoformes b, @& @t récepteur de 'EGFR qui sont des
protéines de 627 aa, 403 aa et 634 aa (GenbankabiCedsion NP_958439, NP_958440 et
NP_958441). Ces trois isoformes correspondent aréespteurs EGFR tronqués et/ou
solubles, composés de la partie extracellulaireédapteur entier (isoforme a), (Figure 9). En
effet, 'isoforme c est une forme tronquée et stdudar dépourvu de partie transmenbranaire :
il ne peut rester fixé a la membrane, ce qui exglique I'on puisse le mettre en évidence
dans le sang circulant. Pour les isoformes b eliels présentent une petite partie de la région
transmenbranaire qui pourrait étre responsable dinorage dans la membrane : elles
correspondent a des formes tronquées et a priarsalubles. Les différentes isoformes sont
identiques sur les 403 premiers aa. Les transcoitgespondants aux quatre isoformes sont

tous codés par le méme géne et sont obtenus Esagpialternatif (78, 79).
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Figure 11 : Voie de signalisation de 'TEGFR , Fortunato Cialdiet al, 2008 (80).

Trois étapes peuvent étre décrites dans la voiesigralisation dépendant de l'activation de 'EGFRa
premiére correspond a la fixation du ligand spégi® au niveau du domaine extracellulaire du réoaptea
seconde consiste en la formation d’'un homodimérEREGGFR ou d'un hétérodimére EGFR-HER2, EGFR-
HER3 ou EGFR-HER4 correspondant aux formes actvedoutissant a la phosphorylation ATP-dépendante
de résidus tyrosine de la partie intracellulaire décepteur. Finalement, cette phosphorylation ibdui
I'activation de la voie de signalisation intracdtiire. Les deux voies majeures concernées pariVation de
'EGFR sont la voie de RAS-RAF-MEK-MAPK qui cordgr@@ transcription de genes, la progression du eycl
cellulaire de la phase G1 a la phase S et la peddifion cellulaire, et la voie de PI3K-Akt laquebetive une
cascade de signaux anti-apoptotiques.(bFGF= babimblast growth factor, HB-EGF= héparin-binding EG
MAPK=mitogen-activated protein kinase, PI3K=phosfpthd inositol kinase, TGé&=transforming growth
factora, VEGF=vascular endothelial growth factor).
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Activité de 'EGFR et de ses isoformes

Le récepteur EGFR est activé par la fixation d’ersds ligands. Plusieurs ligands sont
connus: P'EGF (epidermal growth factor), T&HFtransforming growth factora),
I’Amphiréguline, lap-celluline, HB-EGF (heparin-binding EGF) ou I'Epgdline. Dans le
cerveau, le TGé& pourrait induire la déedifférenciation des astresyten cellules progénitrices
puis en cellules souches en agissant comme un éniéo@B1). La fixation de I'un de ces
ligands sur le récepteur EGFR (isoforme a) entraime dimérisation de ce dernier. Il s'agit
soit d’'une homodimérisation lorsqu’il s’associe an uautre EGFR soit d'une
hétérodimérisation lorsque I'association s’effecavec un autre récepteur de la famille HER
(Human Epithelial Receptpr(HER2, HER3 ou HER4). Cette dimérisation indudr p
phosphorylation I'activité tyrosine kinase du donwintracellulaire, ce qui déclenche alors
I'activation de deux principales voies de transiucen aval : la voie de signalisation RAS-
RAF- MEK-MAPK et celle de PI3K-Akt (80). Ces deuwies contrblent la transcription de
génes qui interviennent dans les mécanismes fontame de I'oncogenése tels que la
prolifération et la survie cellulaire, le caractémgasif et métastatique des cellules tumorales
et la néoangiogenése (Figure 11).

Les isoformes b, ¢ et d sont des récepteurs salubi¢gronqués dont I'action a été tres
peu étudiée. Heanest al (78) expliquent que les isoformes solubles modulention des
récepteurs cellulaires transmembranaires commeHAEGes mécanismes d’action possibles
sont variés et dépendent du récepteur transmemigac@nsidéré, de l'activité catalytique
propre de chaque récepteur soluble et de leur tapdiancrage au niveau de la membrane
plasmique. Les récepteurs solubles peuvent aingi @& compétition réversible ou
irréversible avec le récepteur membranaire au oivkaligand ou au niveau de la formation
des dimeres membranaires actifs. L'interaction dléfiérents récepteurs peut alors entrainer
une inhibition ou une activation de la voie conéern

En 1988, Bastet al (82) isolent un récepteur tronqué de 'EGFR de kD@ qui
contient le domaine de liaison a 'TEGFR mais passite catalytique intracellulaire. lls
montrent que ce récepteur de 100 kDa est resp@ndalvie inhibition du récepteur a 'TEGFR
(isoforme a) non pas par compétition au niveau aldidison avec le ligand mais par
hétérodimérisation avec I'isoforme a.

Le transcrit EGFR variant 3 et la protéine qu'eltele ont été étudiés par Reigtral
(77). Ce variant code pour une protéine tronquéspférme c, constituée de la partie
extracellulaire de I'isoforme a comprenant le gt liaison a 'EFGR et ayant perdu le

domaine transmembranaire et intracellulaire avectiVité catalytique tyrosine kinase.
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L’isoforme c est, d’apres Reitat al (77), reconnue par des anticorps anti-EGFR dirigés
contre la partie du domaine extracellulaire commaue isoformes a et c. Cette isoforme a
été détectée dans le placenta, dans des cultufdgaldastes, dans le sang et dans les urines.
Elle correspond a une forme tronquée soluble capdélse lier a des ligands de 'EGFR,
notamment au TGE Lorsqu'elle est fixée, cette isoforme pourraibral constituer des
hétérodimeres avec lisoforme a et moduler l'atdivdu récepteur a 'EGFR. Cette
modulation ne semble pas liée a une compétitiorawiss du ligand mais bien a une
interaction entre les différentes isoformes de ARG L’isoforme ¢ a par ailleurs été mise en
evidence dans des cerveaux de rats et plus spéuifignt au niveau des astrocytes. Elle aurait
un réle dans le contrdle de la prolifération celité et dans la différenciation. De plus, en
concentrations variables selon les tissus et ausodw développement, notamment pendant
'embryogénese, les difféerentes isoformes solubl@sient vraissemblablement une activité

régulatrice envers l'isoforme a (77-79, 82).

1.1.4.5.2. EGFR et gliomes

L’amplification du géne s’observe dans 40 a 60% gleblastomes selon les séries
(83-85) et dans 15 a 20 % des oligodendrogliomee®iastrocytomes de grade Il de TOMS
(86, 87). Il s’agit d'une amplification du gene qeut étre mise en évidence par différentes
techniques : PCR (réaction de polymérisation ennehaguantitative, CGH hiybridation
génomique comparatiyeFISH (hybridationin siturévélée par fluorescence). L’amplification
du géeneEGFRest d’'intensité variable : de quelques copiessantifiers pour chaque cellule.
L’expression protéique peut étre évaluée par imrhistachimie. Le scrore le plus utilisé (88-
91) est le score de Hirsch qui correspond a uressemiquantitatif obtenu en multipliant un
score d'intensité de marquage (1: absence de @mgeqau quelques traces, 2 : marquage
faible, 3 : marquage modéré et 4 : marquage fat)l@ pourcentage de cellules marquées.
L’amplification est alors corrélée avec une surespion protéique et un mauvais pronostic
(92, 93).

De nombreuses mutations peuvent étre observéesvaaundu geneEGFR Elles
concernent aussi bien les régions codantes padorteine intracellulaire a activité tyrosine
kinase que le domaine extracellulaire. Dans lesngdis, les anomalies rencontrées au niveau
de la région codante pour le domaine intracellal@iorrespondent a des duplications, des
délétions, des zones d’instabilité de microsagslik CA » et des duplications/insertions se
situant entre les exons 18 a 21 (94-96). La régamtante pour le domaine extracellulaire peut

étre le site de délétions de tailles variées ehdttions ponctuelles (97). Dans cette région la
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plupart des anomalies aboutissent a la formatiam d'anscrit mutant appelé EGFRVIIIL. I
differe du variant 1 de 'EGFR par une délétioréiessant les bases 273 a 1076 soit les exons
2 a 7 (8). La forme mutante EGFRVIII s’observe ddas gliomes de haut grade et surtout
dans 20 a 50% des glioblastomes. Elle pourraita&seciee a I'amplification du geB&FR
(98). Cette mutation donnerait une protéine troegagant perdu les acides aminés 6 a 273
(95) et donc le domaine de liaison a son ligand.r@&ranche, elle conserve son activité
tyrosine kinase intracellulaire qui serait actid&emaniere constitutionnelle.

En général, les glioblastomes qui présentent unglifcation du gene de 'EGFR
montrent simultanément des délétions sur le brag ldu chromosome 10. Cette zone
comporte notamment les génes suppresseurs de tuRTdEN et DMTB1 (deleted in
malignant brain tumours 1PTENest muté dans 45% des glioblastomes (99). Desiatédé
du géne codant DMTB1, un membre de la superfardiie « scavenger receptor cysteine-
rich » (SRCR), ont été mises en évidence dans appativement 25% des glioblastomes
(100). Les membres de la famille des SRCR sontigques dans de nombreuses fonctions
cellulaires, notamment l'initiation de la proliféi@n ou de la différentiation des cellules du
systeme immunitaire et les interactions protéiraémne.

Les tumeurs surexprimanB&lGFRont un mauvais pronostic (40, 89) et présenteat un
chimiorésistance au traitement utilisé PCV et/oun®zolomide (51, 91, 101-103). En
revanche, il a été montré que des molécules viganhiber I'activité de 'EGFR seraient

susceptibles d’améliorer la survie dans les tumsursxprimant ce récepteur (91, 101, 102).

1.1.5. Prise en charge et traitement

1.1.5.1. Prise en charge actuelle recommandée ebkion

Il n’existe actuellement pas de consensus pourisa gn charge des gliomes de grade
I OMS ou de grade A HSA. Une attitude de survaika peut étre proposée si les données de
limagerie sont suffisamment évocatrices, si la gigomatologie clinique est controlée, et si la

tumeur est située au sein ou a proximité de zamagibnnelles.

1.1.5.1.1. Concertation pluridisciplinaire

En dehors des cas d'urgence, il est recommandéogte stratégie thérapeutique soit

discutée par un comité pluridisciplinaire. Celuiféunit au minimum un chirurgien, un
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oncologue médical et/ou un oncologue radiothérapdid présence d’un pathologiste, d’'un

neuroradiologue et d’'un médecin de soins palligifssouhaitable.

1.1.5.1.2. Bilan d'imagerie

L’imagerie intervient aux différentes étapes deiise en charge. Si 'examen TDM
est souvent réalisé, pour des raisons de disp@jbdu moment du diagnostic, I'IRM
demeure I'examen de choix. En effet, et en deherscahtre-indications, cette modalité
d’'imagerie intervient dans la bilan préthérapeuwdig{en particulier avant une exérése
chirurgicale et avant la radiothérapie) et dansuei (aussi bien pour évaluer la qualité du
geste chirurgical que pour le suivi apres une thdmapie ou une chimiothérapie). Ceci
s’explique par la possibilité d'obtenir différendans d’acquisition dont la définition est

supérieure a celle d’'un examen TDM.

1.1.5.1.3. Chirurgie

La chirurgie a deux principaux objectifs : obtenme confirmation histologique du
processus tumoral et réaliser un geste curatif.

L’intérét d'une résection chirurgicale la plus largossible est clairement démontré
(24), sa faisabilité dépend cependant de la la#dis du processus tumoral par rapport aux
aires fonctionnelles. Une IRM fonctionnelle comp&par une cartographie peropératoire par
stimulation et [l'utilisation de la neuronavigatioapparaissent comme des méthodes
complémentaires souhaitables afin d’améliorer lality de I'exérese et de réduire les
complications. L'intérét de la radiothérapie estcdié. L'évolution péjorative est liee a la
récidive et/ou a la progression du processus tumoiteal mais surtout au changement de
grade.

Pour les gliomes de haut grade, I'exérése chiralgiest réalisée dans 75% des cas,
avec un triple objectif: confirmer le diagnostitstblogique, améliorer I'état fonctionnel
(35% d’amélioration, 50% de stabilisation, 10 a 18%ggravation et 3% de mortalité
chirurgicale) et augmenter la survie des patiddie radiothérapie et/ou une chimiothérapie
complémentaire sont réalisées respectivement daet B4% des cas.

La confirmation histologique étant indispensablia anise en route d’'un traitement
antitumoral (radiothérapie et/ou chimiothérapia)chirurgie est le seul moyen d’obtenir des

échantillons représentatifs de la tumeur. Danschess ou I'exérese chirurgicale n’est pas
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retenue par le comité pluridisciplinaire ou sidaibn est profonde, une biopsie diagnostique,
en conditions stéréotaxiques ou non est alorssémli

Pour guider le geste chirurgical, des aides teclesqgsont utilisées: IRM
fonctionnelle préopératoire, bistouri a ultra sonscroscope opératoire, neuronavigation,

cartographie per-opératoire, échographie per-opéeaexamen extemporane.

1.1.5.1.4. Anatomopathologie et biologie moléc@air

Les prélevements examinés doivent étre représisntdé la tumeur et doivent
intéresser, lorsqu’elles existent, les zones deepie contraste. lls doivent permettre de poser
un diagnostic anatomopathologique : déterminatintygde de gliome et du grade.

L’examen extemporané peut étre réalisé si la repdospathologiste est déterminante
pour guider I'acte chirurgical.

Les étalements cellulaires (smears) permettentréeser la cytologie en particulier
lors d’un examen extemporané.

Un fragment est congelé dans de l'azote liquiderpes analyses de biologie
moléculaire et la tumorotheque. Un échantillongarélen regard de la zone congelée sert de
contrble. Un fragment peut également étre fixé dhnglutaraldéhyde a 2,5% en vue d’'une
étude en microscopie électronique.

Le reste des prélévements est fixé dans du forimol-a 10% pour inclusion en
paraffine. Aprés coupe, coloration standard et etuchmunohistochimique a visée
diagnostique ou pronostique, le diagnostic et éelgrdes gliomes sont définis en fonction des
classifications OMS et HSA.

Les analyses moléculaires les plus utiles en pratgpnt la recherche d’'une perte des
bras chromosomiques 1p et 19q, d'une amplificaien/EGFR et d’'une méthylation de
MGMT.

1.1.5.1.5. Radiothérapie

Le délai entre la chirurgie et la premiére séareeadiothérapie doit étre le plus court

possible, logiguement inférieur a 5 semaines (104).

Le principe de la radiothérapie repose sur 'wiiien de rayonnements ionisants tels
gue les rayons X. lls provoguent l'ionisation desidas nucléiques, responsables de

I'altération des chromosomes, ce qui perturbe lesidns cellulaires. Elle est pratiquée de
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facon systématique au niveau de la tumeur et daome péri-tumorale de 3 cm d’épaisseur,

zone ou se situent les infiltrations tumorales oaspbles des récurrences.

Cette thérapie est facile a mettre en place maiadmrésistance des tumeurs la rend
plutét inefficace. Par ailleurs, elle est respoisabeffets toxiques liés a I'exposition des
tissus sains. lls peuvent étre précoces et trarest{fatigue, perte d’appétit, nausées et perte
de la mémoire a court terme), causés essentiellepagrune démyélinisation temporaire au
niveau des oligodendrocytes et des cedemes (10Baroune perméabilité capillaire (106) et
peuvent étre traités avec des corticoides. Legseféadifs, survenant de plusieurs mois a
plusieurs années aprées le traitement, sont quaunixesouvent irréversibles et sont liés aux

dommages directs causés au cerveau et aux vaisseaux

Pour les astrocytomes de bas grade dont la résexté&ié compléte, la radiothérapie
ne semble pas apporter de bénéfice notable suédtame de survie (107). En revanche, pour

les gliomes de hauts grades, elle permet de dolzbéervie (108)

1.1.5.1.6 Chimiothérapie

La chimiothérapie correspond a I'utilisation de égwlles chimiques ayant un effet sur
les cellules engagées dans le cycle cellulairée dst administrée oralement ou par injection.
Elle peut étre utilisée seule, en combinaison alaatres drogues ou en association avec la
radiothérapie et la chirurgie.

Jusqu’a ces derniéres années, le choix des drpguede traitement des gliomes était
limité aux molécules capables de franchir la begriéémato-encéphalique. Les protocoles
incluaient alors généralement un agent de la fandiddls nitrosourées telle que la carmustine
(BCNU®) ou la lomustine (CCN®). La barriere hémato-encéphalique qui constitue un
obstacle pour de nombreuses drogues peut étreuwcagtopar différents moyens : le mannitol
qui interrompt la barriere transitoirement, ou lé&acement d’éponges biodégradables

imprégneées de carmustine dans la cavité tumorale.

Les drogues de chimiothérapie les plus courammédises sont :

- des agents alkylants (ou assimilés) de 'ADN : dacprbazine, le témozolomide, des
nitrosourées tels que la carmustine, le fotémustihéa lomustine, des composeés

platinés tels que le cisplatine et le carboplatilseecréent une liaison covalente entre
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eux-mémes et un ou plusieurs groupements carbale/’ADN. La séparation des
deux brins d’ADN lors de la division cellulaireabrs impossible. La transcription est

alors bloquée.

- des anti-métabolites : ils inhibent la synthéseatgdes nucléiques, étape nécessaire a
la multiplication cellulaire. Ils regroupent 2 setlasses : les inhibiteurs d’enzymes

(méthotrexate) et les médicaments leurres.
- des alcaloides : ils agissent quant a eux au nideaduseaux de micro-tubules.

Le cocktail PCV (Procarbazine, CCNU, Vincristing)longtemps été considéré
comme le traitement le plus efficace en neurodmiel Il est généralement basé sur un cycle
de 6 semaines avec la Procarbazine administrée &% jours 8 et 21 a raison de 60
mg/mf/jour, le CCNU & 110 mg/frie premier jour et la vincristine en injectionrimteineuse
de 1,4 mg/rhles jours 14 et 29. Au maximum, souvent pour desons de toxicité, un patient
bénéficie de 6 cycles de PCV.

Une étude menée conjointement par I'Organisatiorofi@enne pour la Recherche et
le Traitement du Cancer (OERTC) et le Groupe d’Etu@liniques de I'Institut National du
Cancer du Canada (GEC INCC), a démontré que I'agagthylant témozolomide
(Témodaf), administré pendant et aprés la radiothérapipgeait la survie des patients de
maniéere significative comparativement a la radichi& seule (58, 103). La survie médiane
est augmentée de 2,5 mois dans le groupe expéam@wus essais de phase Il mettent en
évidence la premiere utilisation efficace de lanibthérapie dans le traitement du
glioblastome. A la suite de cette étude, la FDAogFand Drug Administration) et I’Agence
Européenne pour [I'Evaluation des Produits Médictaont approuvé en 2005 le
témozolomide pour son utilisation dans le gliolast, en administration concomitante a la
radiothérapie. Le témozolomide est un dérivé déalzarbazine. Il est converti spontanément
au pH physiologiqgue en un métabolite actif, le 5¥8thyl)-1-triazen-1-yl-imidazole-4-
carboxamide (MTIC). Cette molécule est adminisp@evoie orale et présente une excellente
pénétration dans le tissu cérébral et le liquidélm®spinal (109). La conversion spontanée
du témozolomide en MTIC produit un composé capatdeméthyler 'ADN (110). La
formation de G-méthylguanine est responsable de mésappariemestbabes au sein de
'ADN, et en cas de déficience du systéeme cellalale réparation des mésappariements,

entraine I'apoptose de la cellule concernée.
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Ainsi, idéalement, le choix de la chimiothérapiaipétre guidé par les résultats de
biologie moléculaire. En effet, le statut MGMT est critére prédictif de réponse et de survie
sans progression : la méthylation du promoteur elne®dIGMT induit I'inactivation de la
protéine MGMT qui ne peut alors plus réverser l#kion des guanines générées par le
témozolomide. La connaissance du statut méthyléehamu du geneMGMT dans I'ADN
tumoral du patient permet donc de choisir entrealdiothérapie seule et la radiothérapie
combinée au témozolomide. Cependant, actuellemmntun consensus n’existe sur la

meéthode a utiliser pour déterminer le statut MGMT.

La chimiothérapie systémique peut étre égalemesbdca#&e a une chimiothérapie
locale. Une étude de phase Ill concernant 'im@toh d’éponges imprégnées de carmustine
(GliadeP) directement dans le lit de la tumeur lors deésection chirurgicale a montré un
bénéfice de survie chez les patients traités camtipament aux patients implantés avec un
placebo (111, 112).

Pour les gliomes de grade Il, en absence de s@ndar peut utiliser du
témozolomide, de la carmustine (BCR)bu le classique PCV.

Pour les glioblastomes, la chimiothérapie standardespond a six cures mensuelles
de témozolomide en association concomitante adtteéérapie ou seules. Pour les patients
atteints d’'un gliome accessible a une résectionmagipe¢, elle peut étre associée a une
chimiothérapie locale : implantation de Gliddl¢tarmustine) & la primochirurgie. En cas de
contre-indication au témozolomide, il est possibisiliser le BCNU’.

Pour les oligodendrogliomes et les oligoastrocyt®rde grade lll, en absence de
standard, en adjuvant a la radiothérapie, il essipte d’'utiliser du témozolomide.

Lors de rechute, la chimiothérapie peut étre loc@iiadef’ si réintervention
chirurgical) ou systémique. La chimiothérapie éystjue dépendra du type tumoral :
témozolomide ou BCN® ou carboplatine ou carboplatine —étoposide paigl®blastomes
et les astrocytomes anaplasiques, témozolomide @NUS ou PCV pour les
oligoastrocytomes et les oligodendrogliomes anaplas. L'abstention thérapeutique et/ou

les soins palliatifs pourront également étre dissut
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1.1.5.1.7 Traitements médicaux associés

lls sont utilisés en fonction des besoins au mordendiagnostic a la phase de soins
palliatifs. De facon systématique, seront assodés traitements anti-épileptiques, des
traitements préventifs des infections opportunistedes traitements préventifs ou curatifs de
la maladie thromboembolique. En fonction des symmet® cliniques seront proposés des
traitements anti-oedémateux, des traitements piiévetes complications gastriques, des
traitements antalgiques ou des traitements pafadésurs de croissance hématopoiétiques.

1.1.5.2. Les traitements expérimentaux

Outre une meilleure utilisation des moyens théragees existants, les progres de la
biologie ont permis d’identifier de nouvelles cibléhérapeutiques. Cependant, malgré des
résultats expérimentaux encourageants, les traitesnse sont révélés relativement décevants
chez I'nomme. Les nombreuses stratégies de traitemeon concluantes sont
malheureusement des illustrations du problémeatkfuation des modéles expérimentaux a

la pathologie humaine.

1.1.5.2.1. La chimiothérapie intra-artérielle otrartumorale

Le franchissement de la barriere hémato-encéplaligar les drogues de
chimiothérapie reste la principale limitation polar traitement des tumeurs cérébrales.
L’administration locale des molécules de chimio#pée via une angiographie cérébrale
sélective pourrait permettre d’augmenter la conmedéion de ces produits dans la tumeur et
ainsi limiter la toxicité systémique. Plusieurs dgs de phase | et Il portant sur la
chimiothérapie intra-artérielle de vincristine oe dérivés du platine ont montré un certain
bénéfice (113). Cependant, la communauté des rmewologues attend une étude de phase
lll définitive démontrant le bénéfice de ce modeadthinistration face a la chimiothérapie

intraveineuse classique. La combinaison avec dgaudrogues est en cours d’étude.

1.1.5.2.2. La thérapie moléculaire

L’ensemble des altérations génétiques identifié@ssde glioblastome a conduit les
chercheurs a mettre en place des approches thép@suinnovantes qui ont atteint le stade
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des essais cliniques. La thérapie moléculaire é&eghinsi des traitements plus ciblés en

fonction des nombreux sous-types génétiques dblgiitbme pouvant étre définis

Les inhibiteurs de 'EGFR

Les inhibiteurs de tyrosine kinase ciblant 'EGF#tsles traitements les plus avancés
pour le traitement du glioblastome. Administrés paie orale, ces composés bloquent
I'activité tyrosine kinase du récepteur et donpkasphorylation, inhibant ainsi la cascade de
signalisation et les effets cellulaires qui en lé&st. Les agents les plus avancés dans leur
développement clinique sont le gefitinib (Iré¥sat I'erlotinib (Tarcevd) (114). Ces
inhibiteurs sont particulierement intéressants peuraitement du glioblastome, puisque leur
faible poids moléculaire leur permet de franchibgariere hémato-encéphalique. Le gefitinib
et I'erlotinib ont été approuvés pour le traitemdntcancer du poumon métastatique non a
petites cellules apres I'échec de la chimiothérdpigremiere intention. Les nombreux essais
cliniues de phase | et Il menés pour leur utiiisatdans le traitement du glioblastome ont
montré que ces deux molécules présentaient unégt@ancourageante, accompagnée d’'un
profil de toxicité raisonnable en monothérapie nicembinaison avec le témozolomide (115,
116).

Des anticorps monoclonaux sont également a ['étdée maniére a inhiber
spécifiqguement la fixation des ligands a 'EGFR qL1Les anticorps monoclonaux anti-
EGFR les plus utilisés sont le cetuximab et le fpamiimab. Tous les deux sont des anticorps
dirigés contre le domaine extracellulaire de lanferinactive c’est a dire sans ligand. Ils

agissent par compétition irréversible avec le lgyé80, 118).

Les inhibiteurs de I'angiogenése

La croissance et le maintien du glioblastome dépend’'un apport sanguin adéquat.
La formation de nouveaux vaisseaux sanguins estlonnée par l'interaction complexe de
plusieurs facteurs angiogéniques incluant le VE@&s€ular Epithelial Growth Factgr le
bFGF, et le PDGF (119, 120). Le ciblage des fastemm des voies impliqués dans

'angiogenése représente donc une approche pdiemicair le traitement de ces tumeurs.

Le VEGF étant I'un des facteurs majeurs responsadlinitiation de I'angiogenése,
plusieurs molécules ont été développées de fagohilder le récepteur au VEGF (121). Des

études récentes utilisant le thalidomide en momathé du fait de ses effets anti-

52



angiogéniques, ont montré une activité antitumoratelérée chez des patients atteints de
glioblastome récidivant (122, 123). Néanmoins, ¢enbinaison de thalidomide a d’autres

molécules de chimiothérapie semble étre plus effica23). Un rapport préliminaire suggere

I'activité antitumorale du bevacizumab (AvaSiinun anticorps humanisé monoclonal anti-

VEGF, en combinaison avec lirinotécan pour letéaient des glioblastomes récidivants

(124, 125).

L’imatinib mésylate, un inhibiteur du récepteur RDGF, a démontré une bonne
activité antitumorale dans plusieurs études de elilaen combinaison avec I'hydroxyurée
(119).

Autres cibles moléculaires

Plusieurs molécules ont été développées dans lal’'lmactiver certaines voies de
signalisation jouant un role dans la croissancegliemes et également dans la capacité de
migration des cellules tumorales dans le parenchg#nébral. L'objectif est de restaurer la
sensibilité des cellules tumorales aux différerdesgues proapoptotiques pour lesquelles
elles sont souvent résistantes. Parmi ces molécidampamycine cible la voie PI3K/Akt
(126), les inhibiteurs de farnesyltransférase béoqua voie des protéines RAS. Certains

inhibiteurs de la protéine kinase C sont égaleradid@tude (127).

1.1.5.2.3. Thérapies cellulaires, toxines et imntln@@pie

Plusieurs essais de phase | ont montré que l'adtration de cellules dendritiques
activées par des ARNSs, des peptides ou des lysateraux, était capable d’'induire une
réponse immunitaire antitumorale dans les gliori@8)

Les toxines ont également été étudiées pour ld@npel antitumoral. Un conjugué de
la toxine diphtérique couplé a la transferrine antréune activité dans des essais de phase |
et Il sans induire de toxicité sévere. La toxinghtierique fusionnée a I'lL-13 ou a 'EGF a
induit la régression complete de glioblastomes amfds chez la souris nude (129). Des
études de phase | ont montré la sécurité et ladfté antitumorale chez certains patients de la
fusion de I'exotoxine A d®seudomonas aeruginoasaec le TGE ou I'lL-4 (130, 131).
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1.1.5.2.4. La thérapie génique

De nombreux genes candidats, vecteurs et combiramat été étudiés dans le cadre
de la thérapie génique appliquée au glioblastoméesSeffets antitumoraux obtenus sur les
modéles animaux ont été encourageants, I'efficatitdes patients s’est révélée relativement
décevante. L'optimisation des systémes de déliwates génes et les récents résultats

obtenus ont permis de renouveler I'intérét de pe tye thérapie.

Les tumeurs gliales en général, présentent destéastiques originales qui rendent
leur traitement difficile mais qui expliquent égalent que les glioblastomes aient été parmi
les premiéres tumeurs a bénéficier de ce traitemguérimental (132). En effet, ces tumeurs
sont généralement focales et possedent un failleogpométastatique, ce qui les rend plus
faciles a cibler localement. Se développant dandissu a renouvellement trés lent, les
tumeurs gliales permettent d’obtenir une certaipécticité des traitements dépendant du
cycle cellulaire. Enfin, le cerveau constituantamvironnement immunologique privilégié du
fait du faible nombre de cellules immunitaires préss, il permet une meilleure

biodisponibilité des produits de thérapie génique.

Les rétrovirus ont été les premiers vecteurs viratiksés au cours des essais de
thérapie génique visant le traitement des glionedalt-grade. Puis, diverses stratégies se
sont développées avec l'utilisation des adénovidis,virus Herpes simplex (HSV), des
rétrovirus ou du virus de la maladie de Newcaddetre le systeme HSV-tk/GCV, les
vecteurs viraux ont été largement utilisés powdivrance de génes immunomodulateurs. Le
virus HSV a éteé utilisé pour délivrer les interlewds IL-4, IL-10 et IL-12 dans des études
précliniques montrant une augmentation de la suchiez les souris implantées avec des
tumeurs et traitées par IL-4 et IL-12 (133). Lesmmeé effets ont été obtenus avec des
vecteurs adénoviraux transduisant IL-12 et &NE34). Différents vecteurs ont également été
construits afin de cibler les molécules de régakatiu cycle cellulaire. Ainsi, 'adénovirus
ONYX-015, un virus oncolytique, a été utilisé dame étude de phase | pour sa capacité a se
répliqguer spécifiquement dans les cellules préséntme altération de la voie p53.
L’adénovirus Ad5-s24, quant a lui, ciblait spéaiment les cellules présentant une

altération dans la voie Rb (135).
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1.2. Caractérisation, classification et marqueessgliomes

La caractérisation d'une tumeur repose sur laerebe de particularités (ou
de caracteres) physiques ou biologiques détermimgebexpression d'un ou plusieurs genes
et dont I'ensemble constitue le phénotype tum&malMédecine et en recherche médicale, ce
phénotype est appréhendé sous des aspects digféadan I'approche que I'on a du malade ou
de la maladie, par exemple sur le plan diagnostitdnéeapeutique ou physiopathologique.

Etablir une classification d'un groupe de tumedisst en quelque sorte constituer une
distribution scientifique selon des critéres deuratvariable, morphologique, anatomique,
génétique ou autre. Pour les gliomes et dans bétaiel de nos connaissances, il est clair
gu'aucune classification fondée sur un seul typecd&re ne permet une approche
satisfaisante de ces pathologies. C'est la raismm [aquelle les classifications doivent

évoluer en intégrant de nouvelles données recorcaeme pertinentes.

Ces dernieres années, nous avons vu apparaisdadittérature relative aux gliomes,
le terme de marqueur. Pour nous, ce terme se reppae la notion de "caractére” que nous
avons évoqué plus haut. Sa connotation est plugmedtt plus scientifique. Ce terme ne doit
pas étre réduit a la seule notion moléculaire. Xiste d'authentiques marqueurs
morphologiques fiables et reproductibles. De mémh&ns les gliomes diffus, certains
caractéres cliniques ou radiologiques peuvent eétrasidérés comme des marqueurs
diagnostiques ou pronostiques, par exemple I'ada ptésence d'une prise de contraste et de

nécrose sur l'imagerie.

Dans notre travail sur les gliomes diffus, nousrsvpour but de rechercher, quelle
gue soit leur nature, des marqueurs ou des cripEdments susceptibles d'améliorer la prise

en charge de ces tumeurs ou de mieux comprendrerieagenése.
Ces marqueurs peuvent étre :
- diagnostiques : ils permettent un diagnostic plositiun typage tumoral,
- pronostiques : ils évaluent le degré de malignité,

- prédictifs ou théranostiques : ils prédisent labpiulité de réponse a un traitement

spécifique,
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certains marqueurs peuvent étre a la fois : diggnes, et/ou pronostiques et/ou

prédictifs.
Il faut que ces marqueurs soient

pertinents : ils permettent de définir des grougespronostics différents ou des

groupes de sujets répondeurs ou non répondeurs

fiables : ils sont recherchés par des techniquesugpes et reproductibles.

Dans ce mémoire, le terme de marqueur moléculegeupe :
les protéines détectables en immunohistochimieapwljautres techniques de routine,

les anomalies génomiques et génétiques que I'dmemglre en FISH ou par des
méthodes de biologie moléculaire (FISH, LOH, CGHawou autres).
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2. Objectifs et déroulement du travail

La prise en charge d'un patient atteint d’un glionepose actuellement sur une
démarche multisdisciplinaire mais qui nécessite érauation diagnostique pertinente. Cette
évaluation integre des données cliniques, radigleeg, histopathologiques, immunologiques
et génétiques. Certains marqueurs moléculairesaontiela de leur valeur diagnostique, un
sens pronostique et théranostique. lls constitueet voie important de recherche, compte
tenu des difficultés diagnostiques et de la réscgtaaux traitements conventionnels de
'immense majorité des gliomes infitrants. De ples, I'absence d’anomalie significative,
clairement identifiee, il N’y a pas, actuellemenh, thérapie ciblée dans ce type de maladie
contrairement a beaucoup d’autres cancers, a pgxredes astrocytomes sous-épendymaires
a cellules géantes de la maladie de Bournevilldesunhibiteurs de la voie mTOR peuvent

étre utilisés avec un certain résultat.
Dans ce but, notre travail s'est orienté dans dees :
1) Etude de la valeur diagnostique et pronost@pieertains marqueurs moléculaires :

- Délétions 1p et 19q: les données de la littérammntraient plusieurs types de
délétion 1p et 19q de valeurs diagnostique et iiouee discutées. Notre travall
publié dans l'article "1p19q LOH patterns and eggien of p53 and Olig2 in gliomas:
relation with histological types and prognosis"arpis d'établir une cartographie de
ces délétions et de préciser leurs valeurs diagyuaset pronostique.

- Expression de [I'Alpha-internexine (INA) et déléetoonlp, 19qg, 10p et 10q
'expression de I'INA recherchée par immunohistocie ayant été considérée comme
prédictive des délétions 1p et 199, nous avonsié&llekpression de cette protéine et
comparé nos résultats d’'une part avec la présemd¢alisence des délétions 1p19q et
10p10q, et d’autre part avec I'expression d'autr@gjueurs utilisés dans le typage des
gliomes infiltrants. Les résultats de ce travait donné lieu a un deuxieme article :
« Alpha-internexin expression in gliomas: relatimpswith histological type and 1p,
19q, 10p and 10q status ».

2) Analyse technique de la pertinence dautresgoeurs moléculaires comme

'expression de 'EGFR. Ainsi, I'amplification duege de 'EGFR pouvant étre considéerée
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comme un marqueur diagnostique, notamment dangligslastomes, et comme sa voie
d'activation représente une cible thérapeutiquenale, nous avons analysé l'expression
génique et protéique de I'EGFR et la pertinenceeddaifférents transcrits :

- Analyse comparative de I'amplification de 'TEGFRde son expression protéique. Ce
travail a été publié dans un troisieme articleDetermination of EGFR status in

gliomas: usefulness of immunohistochemistry andrgcent in situ hybridization »

by

- Les résultats obtenus dans I'étude précédente amiusonduits a compléter notre
travail par l'analyse I'expression des différengsiants et isoformes de 'EGFR. Ce
travail a fait I'objet de notre quatrieme publioatt « Adult diffuse gliomas produce

MRNA transcrits encoding EGFR isoforms lacking syne kinase domain ».
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3. Résultats

3.1. Publication N°1: 1p19q LOH patterns and exgoesof p53 and

Olig2 in gliomas: relation with histological typasd prognosis

3.1.1. Synthese

Introduction : La perte combinée des bras chromosomiques 19t liée a une
translocation déséquilibrée t(1 ;19)(g10 ;p10)cestsidérée comme un marqueur moléculaire
d’oligodendrogliome. Les altérations des bras 1pl@f dans les astrocytomes et les
glioblastomes sont plus rares et consistent enpaews partielles ou télomériques. Les
régions 1p36 (7Mb) et 19913.3 (0,9Mb) ont été idiémts comme des régions trés souvent
delétées. Ces délétions sont variables selon ke hygiologique et pourraient se révéler une

aide précieuse pour la classification des gliomes.

Nous avons analysé la perte d’hétérozygotie (LO&)rrqueurs microsatellites par
PCR sur I'ensemble des bras 1p et 19q. Les différgmpes de délétions ont été comparés
avec les types histologiques et avec d'autres reargutilisés pour caractériser les gliomes :
expression des protéines p53 et Olig2, amplificatie 'TEGFR. Enfin nous avons évalué la

valeur pronostique de la perte 1p et 19q.

Résultats et discussion: I'analyse de la LOH des microsatellites a perrdes

distinguer 5 types de délétion 1p et 19q :

* Rétention compléte du bras chromosomique ou abgkndélétion

* Perte télomérique englobant au moins le marqueptue télomérique, mais
sans perte interstitielle et centromérique,

« Délétion interstitielle avec rétention des margsewentromériques et
télomeriques,

» Perte dispersée portant sur un marqueur situé oftepu sur le chromosome,

* Perte complete, portant sur tous les marqueurgssigmtre le télomere et le
centromeére.

La perte compléte du bras 1p est associée a uteqmenpléte du bras 19g dans 90%
des cas (p<0,0001).
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Une délétion complete 1p19q est présente danddsudigodendrogliomes classiques
tandis que les autres types de délétion 1p19q plust fréquemment observés dans les
oligoastrocytomes.

La perte complete 1p19q est significativement @égoa la surexpression d'Olig2
(p=0,02), mais n'est jamais observée dans les twsrguexprimant la protéine p53. Nous
avons également constaté que les patients dortumesurs prennent le contraste ont une
survie plus longue lorsqu'une perte compléete 1Ekdgrésente.

Nous avons observé que la perte combinée compéstérds 1p et 199 se rencontrait
dans tous les oligodendrogliomes de type classifams la littérature, la fréquence des
délétions completes 1p et 199 dans les oligodetidmgs varie de 40 et 70%. La différence
avec nos résultats pourrait s'expliquer par lexcdes critéeres histopathologiques utilisés pour
le diagnostic d'oligodendrogliome ou bien dans KEestion des zones tumorales sur
lesquelles I'analyse moléculaire a été effectuémsotre étude, nous avons sélectionné pour
I'étude moléculaire des secteurs tumoraux typigies oligodendrogliome, c'est a dire formé
de cellules ayant un noyau caractéristique, entdue halo clair (aspect "d'ceuf sur le plat”),

avec ou sans minigémistocytes et dans des zonesdle®s de densité cellulaire élevée.

Nous avons trouvé une perte restreinte a la réi@® dans 25% des astrocytomes et
35% des oligoastrocytomes. D'autres types de dalélip et 19g ont été observés,
particulierement dans les oligoastrocytomes. Cesltas sont le témoin de I'hnétérogénéite

génomique des tumeurs gliales.

Nous avons également observé une relation entrédetats de I'analyse moléculaire
et ceux obtenus pour d'autres marqueurs. La présgex pertes complétes 1p et 19q était
associée a un haut niveau d’expression d’Olig2.dees marqueurs sont en fait tous les deux
associés au type histologique oligodendroglial. diaexpression de p53 et les pertes
complétes associées 1p et 19q sont mutuellementisexes. Le caractére "mixte" des
oligoastrocytomes était bien illustré par les nived’expression d’Olig2 et de p53 qui ont
des valeurs intermédiaires comprises entre celess aligodendrogliomes et celles des

glioblastomes.

Une amplification de 'EGFR n'a été observée quesdas oligoastrocytomes (14%)

et les glioblastomes (60%). Elle n'était jamaieEe avec les pertes complétes 1p et 19q.
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Un seul patient avec une perte 1p et 19q étaitddeaprés 45 mois alors que pour les
autres patients la médiane de survie était de 22 atde taux de mortalité de 42%. La prise
de contraste sur I'imagerie est reconnue commeitémecde malignité. Dans notre série, les
patients dont les tumeurs ne présentaient pas ide ge contraste avaient une meilleure
survie (45 vs 22 mois). De facon intéressante, pesn31 patients avec une tumeur prenant
le contraste, 5 des 6 patients avec une perte eébenpp et 199 étaient encore en vie aprées 23
mois alors qu’en absence de ces délétions la mediarsurvie était de 13 mois avec un taux

de mortalité de 60%.

Ainsi, déterminer les types des délétions 1p etd&tp les gliomes infiltrants apparait
important pour classer ces tumeurs et évaluerpgeamostic. Les délétions compléetes 1p et
199 sont associées avec le phénotype classiquigatiehdrogliome et a une survie globale
ou sans récidive plus longue alors que la pertéigiartélomérique 1p est plus souvent
rencontrée dans les tumeurs astrocytaires et &gsaain plus mauvais pronostic. En pratique,
les technigues permettant une analyse compléetbrdeshromosomiques 1p et 19q telles que
la CGH ou la recherche de LOH sont plus appropriéela FISH qui n'explore que les zones
1p36 et 19qg13.

(Les références bibliographiques sont identiquesdlles de I'article)

3.1.2. Article
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3.2. Publication N°2: Alpha-internexin expressiam gliomas:

relationship with histological type and 1p, 19qpHhd 10qg status

3.2.1. Synthese

Introduction : les délétions complétes des bras chromosomiquesetld9q
s’observent dans les oligodendrogliomes. Les a#létdes bras chromosomiques 10p et 10q
ont été rapportées dans les astrocytomes et l@slagiomes et sont associées a un mauvais
pronostic. La fréquence et le type de délétion #9plOq varient en fonction du type
histologique. Les anomalies sur le chromosome 10t sares ou absentes dans les
astrocytomes de bas grade, tandis que des pehégiizygotie s’observent dans 35 a 60%
des astrocytomes anaplasiques et qu'une délétiopléte du chromosome 10 est observée
dans 60 a 80% des glioblastomes. Les pertes deschramosomiques 1p et 19q seraient
exclusives des pertes 10q ou 10p10qg.

L’INA dont le géne se situe en 10g24.33 est umféat intermédiaire de classe IV
impliqué dans la synthese des neurofilaments eioigphogenese des neurones. Elle interagit
avec d'autres filaments intermédiaires comme ldimeset elle est exprimée dans les
neuroblastomes et les médulloblastomes. L'expmresiol' INA est plus importante dans les
oligodendrogliomes que dans les autres gliomestlresurs avec les délétions 1p et 19q ont
un profil d’expression proneural et 'INA est lergede la lignée neuronale le plus exprimeé
dans ces tumeurs. Une étude récente a montré guprdssion de I'INA évaluée par
immunohistochimie pourrait étre un bon marqueumpstique et prédictif de la délétion
1p19q.

Dans différents types de gliomes infiltrants, nausns étudié I'expression de I'INA
par immunohistochimie. Les niveaux d'expressioné@tanalysés en fonction de la présence
ou de l'absence des délétions 1p, 19q, 10p et &Gxrndinées par recherche de LOH. La
relation entre I'expression de I'INA et le statuawutres marqueurs utilisés pour caractériser
les gliomes comme I'expression de p53, d'Olig2estadnestine ainsi que I'amplification, de

'EGFR a également été étudiée.

Résultats et discussion L'analyse des LOH sur les bras chromosomiquesl g,
10p et 10g mettait en évidence différents typesiélétions : délétions completes de bras

chromosomiques, délétions interstitielles ou télogques, absence de délétion.
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Les délétions complétes des bras 1p et 19q étstatigtiguement associées, de méme
gue les pertes complétes 10p et 10g. En revanekecddélétions 1p 199 et les pertes
complétes 10p et/ou 10q s'excluaient mutuellener?,0007, p=0,0025 et p=0,004).

La fréquence des délétions completes 10p10q vamaibnction du type histologique.
Elles étaient présentes dans 75% des glioblastoR®¥%, des astrocytomes et 36% des
oligoastrocytomes mais elles étaient absentes ten®ligodendrogliomes (p=0,002). A
l'inverse, les délétions complétes 1p et 199 étgiedsentes dans tous les oligodendrogliomes
et absentes dans les autres tumeurs gliales &u(p&€®,0001). Deux glioblastomes et un

oligoastrocytome présentent une perte completaip gerte complete 199 associée.

En immunohistochimie, I'expression de I'INA se nrahsait par un marquage
cytoplasmique et périnucléaire dans les cellulanotales. Les neurones étaient aussi
marqués mais leur morphologie permettait de lendiser des cellules tumorales. Il est a
noter que I'expression de I'INA était hétérogénesdane méme tumeur. Nous avons évalué
I'expression de I'INA comme : absente, faible (&lde cellules tumorales) ou forte (> 10%).
Dans ces conditions, son expression différait dmrfasignificative en fonction du type
histologique : dans tous les astrocytomes et lieblgktomes et 91% des oligoastrocytomes
'expression de I'INA était faible ou absente alogsie 73% des oligoastrocytomes
I'exprimaient fortement (p=0,0005). Huit des nawuheurs avec une forte expression avaient
des délétions complétes 1p et 199 (p<0,0001). Ainsiexpression de I'INA s’observait dans
les oligodendrogliomes, tous codélétés 1p19q, ajarslle était absente ou faible dans les
tumeurs astrocytaires ou mixtes, ce qui est cordoanx données de la littérature. Comme
Ducrayet al (136), nous avons retrouvé une association easr@értes 1p et 19q et la forte
expression de I'INA. Cependant, nous avons obsemediscordance dans 10% de nos cas.
Trois oligodendrogliomes sur 11 avec délétions L3 exprimaient faiblement I'INA
(expression de I'INA dans moins de 10% des celltuesorales) et un oligoastrocytome sans
perte 1p ou 19q exprimait I'INA. Ces trois oligodeogliomes ne différaient pas des autres
sur les plans morphologiques, immunohistochimigi@gapression de p53, Olig2, nestine et
index Ki67) et génomiques. De plus, le marquageerabt était hétérogene en
immunohistochimie dans une méme tumeur, avec desszoositives et des zones negatives.

Ces dernieres peuvent étre a l'origine de fauxtifédars d'exploration biopsiques.

L’expression de I'INA était inversement liée a yrerte 10p10q (p= 0,008). Aucune
tumeur avec une perte 10q, c'est a dire une perteras qui porte le gene de 'INA, ne
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présentait de surexpression de I'INA (p=0,003). €@elant, toutes les tumeurs avec la
rétention de ce bras chromosomique n’exprimaiestIidA. Cela indique que la rétention
du bras 10qg est nécessaire mais pas suffisanexprd'ssion de I'INA. Ainsi, I'INA est un
marqueur intéressant a utiliser dans les gliomesssaciation avec les autres marqueurs, mais
I'étude de son expression en immunohistochimie elengt pas de remplacer l'analyse
moléculaire lorsque I'on cherche a mettre en édddes délétions chromosomiques 1p, 19q,
10p et 10g.

Le role de I'INA dans I'oncogenese des gliomesiesbnnu. Son expression dans les
oligodendrogliomes suggere que ces tumeurs pouatrdériver d’'un progéniteur commun
aux neurones et aux oligodendrocytes. Dans notrdegtune forte expression de I'INA est

apparue comme un facteur de meilleur pronostic.

L’expression de p53 et de la nestine variait enction des types tumoraux. Les
oligodendrogliomes exprimaient moins p53 (p=0,Xl)aenestine (p=0,0003) que les autres
tumeurs. Les oligodendrogliomes et les oligoastaugs exprimaient plus fortement Olig2
(p=0,009). L'index Ki67 et l'expression de nestaient plus élevés dans les tumeurs avec
pertes 10p et 10q complete (p=0,007 et p=0,008) twmeurs sans perte d’hétérozygotie pour
1p et 199 sous exprimaient Olig2 (p=0,004) maisexyprimaient p53 (p=0,003) et la nestine

(p<0,0001) en comparaison avec les tumeurs ayanperte 1p et 19q.

Six tumeurs présentaient une amplification du gdeelEGFR. Aucune de ces
tumeurs ne présentait de délétion 1p et 19g (pHA)JOCAing d'entre elles avaient une perte
10p10qg (p=0,03). La survie globale était meillepoir les patients dont les tumeurs avaient
une délétion 1p et 19qg sans perte du chromosomPBdiis les tumeurs avec rétention 1p et
19q, la perte 10q était de plus mauvais pronostie kja perte 10p (p=0,05). Une perte
combinée et compléte de 10p et 10q a été obsearde50% des astrocytomes anaplasiques
et 75% des glioblastomes. Les délétions complgiest 199 étaient mutuellement exclusives
des pertes complétes 10p isolée, 10q isolée ouOtOles résultats démontrent qu'il existe
dans les gliomes infiltrants deux voies oncogénéticdistinctes.

(Les références bibliographiques sont identiquesdlles de I'article)

3.2.2. Article
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3.3. Publication N°3: Determination of EGFR statias gliomas:
usefulness of immunohistochemistry and fluorescent situ

hybridization.

3.3.1. Synthese

Introduction : En pathologie tumorale, 'EGFR et sa voie de siga#bn
interviennent dans la prolifération, l'invasion ket survie cellulaires. Dans les gliomes
infiltrants, I'inhibition de la voie de 'TEGFR quee soit a I'aide d’anticorps monoclonaux ou
d’'inhibiteurs de [I'activité tyrosine kinase poutraétre une approche thérapeutique
intéressante. Dans ces tumeurs, les modificatiess plus souvent observées sont une
amplification du gene de I'EGFR, la présence d'wmiant mutant (EGFRvII) et une

surexpression protéique.

Nous avons étudié I'amplification génique et I'eegsmion protéique de I'EGFR dans
une série de 35 gliomes. L’amplification a été sxchée par FISH et I'expression protéique a

ete evaluée par immunohistochimie.

Résultats et discussion Une amplification de 'EGFR a été observée dhhsles 32
tumeurs analysées (34,4%). 72,7% des glioblastgmé&sentaient une amplification alors
gu'elle était absente dans les astrocytomes deeghhdet Ill. Dans les tumeurs
oligodendrogliales, elle s’observait dans 50% degpdendrogliomes de grade Il mais dans
aucun des grades Il. Dans notre étude, la préstmee amplification du géne de 'EGFR est
un marqueur de malignité liée au type histologiqueu grade. Certains auteurs ont trouvé
une amplification dans des gliomes de bas gradeer@ant, d’autres travaux suggérent qu’au
niveau moléculaire, les astrocytomes de grade Md#caamplification correspondent a des
glioblastomes. Nous avons observé une amplificai®iEGFR dans 3 oligodendrogliomes
de grade lll. Ces tumeurs n'ont pas bénéficié damsyse du statut 1p19q ni 10p10q. Il se
pourrait donc qu’ils s’agissent de tumeurs mixtestdseule la composante oligodendrogliale

a ete intéressée par les prélévements.

Dans ce travail, nous avons utilisé un anticorpgélicontre le domaine extracellulaire
du récepteur. Trois niveaux d’expression protéique été définis : absence d’expression,
expression intermédiaire et forte expression. WpEession protéique a été observée dans 18

des 35 tumeurs étudiées. Aucun astrocytome de graddl n’exprimait 'EGFR alors que
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son expression était présente dans 50% des astnoeytde grade Ill, 75% des glioblastomes,
83% des oligodendrogliomes de grade lll et 25%ade®dendrogliomes de grade Il. Dans

notre série, I'expression protéique de 'EGFR d&epar immunohistochimie s’'observe dans
51,4% des gliomes et plus particulierement dansuleeurs de haut degré de malignité. Ces
résultats sont en accord avec plusieurs étudesnquirent une expression de 'EGFR plus

importante dans les gliomes de haut grade.

Une relation existait entre la présence d'une divgition de IEGFRet le pourcentage
de cellules marquées en immunohistochimie (p=0,0@d4si que avec le score de Hirsch
(p=0,0003). Seize des 17 tumeurs ne montrant agpEEssion protéique ne présentaient pas
d’amplification génique. A linverse, 10 des 15 turs exprimant la protéine avait une
amplification du géne. Pour ces 10 tumeurs, celggéerait une régulation au niveau
transcriptionnel. Une forte expression de 'EGRRssamplification du géne que nous avons
observé dans cingq tumeurs, pourrait témoigner dagalation del'expression protéique de
TEGFR a un autre niveau : transcriptionnel, poatiscriptionnel ou translationnel. En
revanche, parmi les tumeurs sans expression puetélg 'EGFR, une seule présentait une
amplification. Dans cette tumeur, la protéine ae¥tdait détectée au niveau des cellules des
néovaisseaux tumoraux. L'étude par FISH ayant &aésée sur étalement cellulaire, il était
difficile de préciser si 'amplification observée situait dans les cellules tumorales ou au

niveau de la néovascularisation.

Notre étude permet de préciser les indicationsecsfes de I'immunohistochimie et
de la FISH pour déterminer le profil d’expressian [EGFR. Nos résultats indiquent qu’il
n'est pas utile de réaliser une étude par FISHahsénce d’expression protéique puisque
'amplification est absente dans ces tumeurs. Paws, la FISH n’est utile que dans les

tumeurs ou 'immunohistochimie détecte une expogsprotéique.

Des résultats legerement différents concernantliion entre 'immunohistochimie
et I'amplification de 'TEGFR dans les gliomes oi# @ubliés dans la littérature. Coulibaty
al (137) mettait en évidence un lien direct entrenpdification génique et I'expression
protéique. Dans cette étude, I'anticorps utilis#itédirigé contre le domaine extracellulaire.
La différence de marquage au niveau d’'un certambre de tumeurs ayant été observée dans
notre seérie lors de [l'utilisation de cet anticorp®us avons été amenés a évoquer une
régulation transcriptionnelle ou post-transcriptietle. Ainsi, nous avons été amenés a

étudier I'expression génique du gene de I'EGFR eteéhercher d’éventuels variants
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transcriptionnels a 'origine d’isoformes protéigueconnues de maniere différentes par les

anticorps utilisés.

(Les références bibliographiques sont identiquesdlles de I'article)

3.3.2. Article
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3.4. Publication N°4: Adult diffuse gliomas prod@ucmRNA

transcripts encoding EGFR isoforms lacking tyrogimase domain

3.4.1. Synthese

Introduction : Plusieurs études ont montré que I'EGFR intervdants 'oncogenése
des gliomes. L’anomalie la plus fréquente est I'iicpation du géne. Dans les glioblastomes,
I'expression d'un mutant constitutionnellement fadiEGFRUVIIlI, a été rapportée et son
expression peut étre associée a une amplificatomgge.

Le gene de 'EGFR est situé en 7pl2 et générerdifté transcrits. Le premier
transcrits correspond au variant 1 (EGFRv1) queqoolur le récepteur complet EGFR appelé
également isoforme a. Cette isoforme est une p@tFansmembranaire avec un domaine
intracellulaire a activité tyrosine kinase. Parsépge alternatif, le géne de 'EGFR peut
donner d'autres transcrits (variants v2, v3, v4) cadent pour des formes tronquées du
récepteur, les isoformes b, ¢ et d, qui ne présemas de domaine cytoplasmique avec
activité tyrosine kinase. Leur réle est peu connuvitro, ces isoformes sont responsables
d’'une diminution de la prolifération. Différentegdotheses ont été avancées pour expliquer
cet effet inhibiteur comme une liaison compétitides isoformes tronquées avec le ligand ou

la formation d’hétérodimeres inactifs.

L’expression des isoformes tronquées et de lenstréits n’a jamais été étudiée dans
les gliomes. Nous avons donc analysé l'expressiea idoformes et des transcrits
respectivement par immunohistochimie et RT-PCR ftjative. Pour ['étude
immunohistochimique, nous avons utilisé deux ampisp I'un dirigé contre le domaine
extracellulaire et reconnaissant toutes les isofop@téiques y compris le mutant vlll et

l'autre dirigé contre le domaine intra cellulaieel(EGFR (Figure 12).
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Figure 12: Domaines protéiques détectés par les anticorps

- reconnaissance du domaine extracellulaire par flemtps Ventana (gris)
- reconnaissance du domaine intracellulaire par liantps Novocastra (noir)

Résultats et discussion Le pourcentage de gliomes marqués avec un ansichirigé
contre le domaine extracellulaire était de 98%satpwe seulement 78% des gliomes étaient
marqués lorsque I'on utilisait un anticorps dirigéntre le domaine intracellulaire. Pour
certaines tumeurs, le marquage obtenu avec les aaicorps est vraiment différent alors
gu’il est identique dans d'autres tumeurs. Danstetodes tumeurs, le marquage avec
I'anticorps dirigé contre le domaine intracelluéaiest équivalent ou plus faible que celui
obtenu avec l'anticorps dirigé contre le domaingraeellulaire. C'est a dire que aucun
marquage obtenu avec I'anticorps dirigé contredmaine intracellulaire n’est supérieur a
celui obtenu avec l'anticorps dirigé contre le domaextracellulaire. Les résultats de
immunohistochimie sont en faveur de I'hypothés&ung expression des isoformes
protéigues tronquées. Les fortes intensités de umge) obtenues avec I'anticorps Ext-Ab
refletent leur expression en plus de celles deftisne fonctionnelle de 'EGFR et du mutant
EGFRUVIII lesquels sont ciblés par I'anticorps Inb-A=n effet, ce dernier ne permettant pas de
mettre en évidence les formes tronquées, sans deniatracellulaire, la différence de
marquage observé peut étre attribué a leur préséeacdétection ou non de ces dernieres
dépend donc de I'anticorps utilisé et cela poueafliquer les discordances observées dans la

littérature concernant I'étude de I'expression’8#&FR dans différentes tumeurs.

Nous montrons dans cette étude que les gliomessdékpriment les différentes
isoformes protéiques : tous les variants de 'E@dent exprimés. Leur niveau d’expression
était variable : le variant EGFRv1+vlll avait unedmne d’expression a 7, 3 [0,4-390,2], le
variant EGFRv2 0.02 [0-0,5], le variant EGFRv3 B2.-1396,8] et le variant EGFRv4 94.6
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[2,1-4445,2]. Il existait une relation tres étro@etre les niveaux d'expression de chacun des
variants (p<0,0001). Une expression du mutant EGIFRvEté mise en évidence dans 26%

des tumeurs.

Les niveaux d'expression des variants EGFRv1+vR],v3 et v4 étaient plus éleves
dans les glioblastomes (p<0,05). La présence damhlEGFRVIII était associée au type
histologique et elle a été observée dans un astmmey 10 glioblastomes et un
oligoastrocytome mais dans aucun oligodendrogligoa®,01). Par ailleurs, I'expression du
variant EGFRv1+vlll était plus fortement corréléeea I'immunomarquage obtenu avec
'anticorps dirigé contre le domaine intracelluéiInt-Ab) qu'avec celui obtenu avec
I'anticorps dirigé contre le domaine extracelluafExt-Ab). Il est a souligner également que
les profils d’expression des variants differenbedk type histologique. Les glioblastomes ont
des niveaux d'expression plus élevés des varid@fsR&3, -v4 et du mutant EGFRvIII que

les autres types tumoraux.

Huit glioblastomes sur 20 présentaient une amplifim du gene de EGFR tandis
gu'elle était absente dans les autres tumeurs QPZ#D, Les glioblastomes avec une
amplification du gene deEGFR exprimaient plus fortement les variants EGFRv1, w2 gt
v4. La présence du mutant EGFRVIII était associkepésence d'une amplification. Comme
nous l'avions déja observée dans notre précédmilyr un faible marquage avec I'anticorps
Ext-Ab était associé a I'absence d’amplificatiooralqu’un fort marquage avec I'anticorps
Int-Ab était lie a une amplification deElGFR Cela suggere que 'amplification génique est
etroitement liée a une forte expression des isadsrpossédant le domaine intracellulaire a

activité tyrosine kinase c'est a dire I'isoformetde mutant EGFRvIII.

Nos résultats indiquent que le réle de 'TEGFR dBoscogenese des gliomes, au
travers de I'expression de ses différents varianisoformes, est trées complexe. Actuellement
le role des isoformes tronquées est mal connujcphérementin vivo. In vitro, elles
pourraient avoir un effet régulateur de la voie l#5FR dans les cellules normales et
tumorales. Elles seraient capables de diminuerdbfération cellulaire, soit par compétition
au niveau de la fixation du ligand soit par forroatid’hétérodimére dépourvus d'activité

tyrosine kinase.

La synthese des formes protéiques tronquées deétraitprise en compte lors de la

mise en place d'un traitement anti-EGFR. Elles aemt interagir avec des thérapies dirigées
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contre le domaine extracellulaire et ainsi expligeerr échec. Néanmoins, il a été rapporté
gue la présence de formes tronquées serait prédlidé la réponse au gefitinib sur des

cultures cellulaires d'adénocarcinomes endométriaux

A notre connaissance, cette étude est la premiérapporter I'expression des
différents transcrits de 'EGFR dans les gliomes.rble des isoformes pour lesquelles ils
codent doit étre clarifié. Leur présence pourraitdifier la prise en charge diagnostique et

thérapeutique de ces tumeurs.

(Les références bibliographiques sont identiquesdlles de I'article)

3.4.2. Article
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4. Discussion et perspectives

4.1. Marqueurs moléculaires des gliomes

Dans nos différents travaux, nous avons étudiémifits marqueurs de gliomes :
'expression du Ki67, de I'Olig2, de p53, de lsstiee, de I'alpha-internexine, la présence des
délétions 1p, 19q, 10p et 10q, I'amplification dEGFR. Certains sont diagnostiques et
d’autres pronostiques. Nous allons discuter suoasent de la signification de chacun

d'entre eux.

4.1.1. Marqueurs immunohistochimiques usuels: Ki@lig2, p53,

Nestine

Nous avons qualifiéces marqueurs "d'usuels" car ils sont d'utilisataisée et

reproductible en immunohistochimie dans tous Iberatoires.

Le Ki67 est un marqueur de prolifération utilisé mmutine pour le diagnostic de
nombreuses tumeurs. Nous avons mis en évidenceelati®on entre I'index Ki67, le grade et
la survie. Ces résultats sont concordants avec deua littérature (14, 57) : l'index Ki67 est
un marqueur de prolifération et son expressionliéstau grade tumoral dans les gliomes

infiltrants.

Olig2, est un facteur de transcription nucléaxpriné par les cellules progénitrices
lors de la différenciation oligodendrogliale. Damss travaux, l'expression d'Olig2 est trés
forte dans les oligodendrogliomes (78% de celltlesorales marquées en moyentaa)dis
gu'elle est plus faible dans les tumeurs astro®gdi6 a 52% de cellules tumorales marquées
en moyenne). Pour expliquer la présence d'une ssipred'Olig2 a la fois dans les tumeurs
astrocytaires et oligodendrogliales, plusieurs llypses peuvent étre avancées : soit Olig2
n’'est pas un marqueur spécifique de différenciatitigodendrogliale en condition tumorale,
soit les populations tumorales sont hétérogends|'esqression d'Olig2 qui est détectée est
due a des cellules oligodendrogliales normalesiuéies dans les composantes infiltrantes
(138).

109



Les mutations du gengs3 codant pour la protéine p53 qui surviennent a tades
précoce semblent préférentiellement étre assoai®esumeurs astrocytaires caractérisées par
une évolution progressive vers la malignité (astmmes de bas grade, astrocytomes
anaplasiques, glioblastomes dits secondaires).i,Attens les glioblastomes, la voie de
transduction du signal dépendante de p53 est alf@e des mutations du gepg3 (31, 35,

36). Lorsque le géne p53 est muté, la dégradation detaine est diminuée, ce qui conduit a
son accumulation et elle peut étre détectée parumoimstochimie. Nous avons trouvé une
plus forte expression de p53 dans les tumeurscystices et oligoastrocytaires que dans les

oligodendrogliomes et dans les tumeurs de gradmitiparées a celles de grade Il.

La nestine, est une protéine des filaments intdiarés exprimée dans les cellules
souches et progénitrices. Elle est progressivemamplacée par la GFAP au cours de la
maturation cellulaire. Son expression est tresabéei Elle apparait comme un marqueur
pronostic intéressant car lorsqu’elle est faiblemerprimée, la médiane de survie est
nettement plus élevée (85). L'expression de laimesst plus forte dans les glioblastomes
(85). Les cellules exprimant la nestine ont un espedifférencié ou un morphotype

astrocytaire.

Les bonnes corrélations que nous avons retroueés leur expression et le type
histologique et/ou le grade indiquent qu'ils pedviare partie du panel de marqueurs

diagnostiques ou pronostiques des gliomes infiigran

4.1.2. L'alpha-internexine

L'étude de I'expression de I'INA dans les gliomssptus récente. Elle s’observe dans
les oligodendrogliomes et les gliomes avec penest119q alors qu’elle est absente ou faible
dans les tumeurs astrocytaires ou mixtes dépourdeaes altérations génomiques. D'autre
part, les tumeurs avec perte 10q n’expriment patilement I'INA contrairement a celle
avec rétention de ce bras chromosomique. Dans sétre, toutes les tumeurs avec une forte
expression de I'INA ont une rétention du bras chweamique 10q. Cependant toutes les
tumeurs avec cette rétention n’expriment pas I'INC&la indiquerait que la rétention du bras

10q est nécessaire mais pas suffisante a I'expredsi I'INA.
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Nous avons retrouvé comme d'autres auteurs (136association entre les pertes 1p
et 199 et la forte expression de I'INA. Cependamii§odendrogliomes avec délétions 1p et
19q expriment faiblement I'INA et un oligoastrocgte sans perte 1p ou 19q exprime I'INA.
De plus, le marquage obtenu est hétérogene dansnanee tumeur. Ainsi, 'INA est un
marqueur intéressant a utiliser dans les gliomeassnciation avec les autres marqueurs déja
utilisés mais ne permet pas de remplacer I'étud&cutaire a la recherche des délétions
chromosomiques 1p, 19q, 10p et 10q.

4.1.2. Les marqueurs génomiques et génétiques

4.1.2.1. Les délétions 1p et 19q, 10p, 10qg

Un autre moyen de caractériser les tumeurs gliass I'étude des marqueurs
génomiques. L'anomalie qui présente le plus d’&ttéur le plan diagnostique et pronostique
correspond a la codélétion 1p19q (14). Les teclasdas plus fréquemment utilisées pour
rechercher cette anomalie sont les techniques 8él let de PCR (recherche d'une perte
d'hétérozygotie) (102, 139-142). La CGH est unbrtiie intéressante mais son application

en routine est difficile & mettre en ceuvre en rmuti

Dans un travail personnel réalisé dans le laboeatet non publié, nous avons
comparé les techniques de FISH et de PCR. ParmR3esas analysés avec ces deux

techniques, nous avons relevé des résultats dettsrdans trois observations :

- Dans un astrocytome pilocytique la FISH pernietd@bserver seulement
3,92% de cellules présentant une délétion de lomégp36 alors que la PCR mettait en

evidence la présence de la délétion.

- Dans un oligo-astrocytome de grade Il OM3Jetgrade B HSA, la FISH
mettait en évidence 1,20% de cellules présentaatdéhétion en 19q13 alors que la PCR

conclue a la présence de la délétion 1p et 19q.

- Dans un oligo-astrocytome de grade Il OMS egidele B HSA. La FISH de
ce cas est bien réalisée sur du tissu tumoraleselidnontre une délétion 19q (dans 37,25%
des cellules) mais qui n'est pas confirmée pagdanique de PCR.
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Ces discordances peuvent avoir différentes expicat
- La sensibilité des méthodes et les anomaliedlegi@étectent,

- Les cellules tumorales peuvent présenter une mobwgie, un

immunophénotype ou un génotype variable,

- En raison de la structure spatiale infiltrantes dgiomes, la proportion de

cellules tumorales varie, de méme que celle depallation de cellules réactionnelles.

La recherche d'une LOH est réalisée a partir deémeétinclus en paraffine. L'ADN
tumoral extrait est comparé a de I'ADN non tumdaéamhoin en général leucocytaire. Pour
eviter les faux négatifs, nous effectuons nos aealydans des zones tumorales contenant au
moins 50 % de cellules tumorales. Des coupes séci@erées permettent un contréle précis
de la zone étudiée et de sa densité tumorale aement a la CGH pour laquelle I'analyse

est réalisée sur tissu congelé et ne peut doncgteentle controle histologique précis.

Les techniques de FISH peuvent s'effectuer suer@tits cytologiques ou sur coupes
en paraffine. Chacune de ces méthodes présentaetages. Sur smears, comme l'analyse
porte sur des noyaux entiers, le seuil diagnostigstede 10% de cellules délétées. En
revanche, cette technique ne permet qu'une analgd@cre de la densité cellulaire tumorale
et du microenvironnement. L'utilisation de coupéségs permet de pallier a ces difficultés.
Cependant, l'analyse sur sections tissulaires siéeede mettre en évidence 35 a 50% de
cellules comportant la délétion pour conclure @rdsence de cette derniére dans la tumeur
(50, 102, 143, 144).

En utilisant un grand nombre de marqueurs, la tgclende LOH permet de préciser si
la délétion porte sur un bras chromosomique conmmlebien si elle est restreinte a un ou
guelques loci. A l'opposé, les sondes FISH promosi&ms le commerce ne permettent de

mettre en évidence que les délétions en 1p36 €t319q

Ces deux techniques FISH et PCR nous semblent éomeplaires, chacune pouvant

pallier le manque de sensibilité de I'autre (50).

Dans la premiere série que nous avons étudiéerolaofiion de codélétion 1p/19q
(78,57%) retrouvée dans les tumeurs oligodendiegliale la classification OMS est

concordante avec les données de la littérature, (4B). Nos résultats montrent donc que la
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codélétion est plus fréequente dans les oligoderidrogs « classiques ». Il existe donc bien
une relation étroite entre différenciation oligodeogliale et présence de la codélétion 1p/19q
(49, 146). Néanmoins des tumeurs a différenciatisinocytaire présentent cette codélétion
lorsque I'on regarde que les régions 1p36 et 19G&3.données sont conformes a celle de la

littérature (145).

Le support moléculaire du meilleur pronostic desdurs avec pertes 1p et 19q n’est
pas connu. Quelques génes candidats localiséesbrds 1p et 199 on été identifiés comme
susceptible de favoriser ou de limiter la prog@sdumorale. Des études(93, 147) montrent
la récurrence de mutations en présence de la daigin déséquilibrée t(1;19) . C'est le cas
du gene CIC situé en 19q13.2 et codant pour usépur transcriptionnel intervenant sur des
géenes du développement mais également dans laatiégulde la voie RAS/MAPK.Ces
auteurs décrivent également des mutations surrdgaghromosomes et notamment dans les
genes IDH1 (chromosome 2), NOTCH1 (chromosome 9)Dét2 (chromosomel5) qui

seraient plus fréquentes en présence de la tratisind(1 ; 19).

Nous avons montré que déterminer le statut 1pl®qute pour discriminer les
différents types histologiques de gliomes et pdentifier les tumeurs prenant le contraste de
meilleur pronostic. Ainsi le statut 1p19q est um lmoarqueur diagnostique et pronostique si

I'ensemble des bras chromosomiques 1p et 19q sahs#s.

Différentes types de délétions 10g et 10q peuveand @bservées. 50% des
astrocytomes anaplasiques et 75% des glioblastgm&sentent une perte combinée et
complete de 10p et 10qg. Les délétions complétest 19q sont mutuellement exclusives avec
les pertes complétes 10p isolées, 10q isolées petl@0g. Cela témoigne de I'existence de
deux voies oncogéniques distinctes pour les tumegoitguses de I'un ou de l'autre type de

délétion.

Il existe donc deux profils distincts dans les igles concernant les délétions 1p, 19q,
10p et 10g. Le premier correspond aux oligodendvogds qui présentent une codélétion
1p/19q sans perte 10p ou 10q. Il s’'agit d’anomaliesouvées aussi bien dans les
oligodendrogliomes de grade Il que de grade llls Hélétions 1p et 19q signent ainsi une
voie oncogeéneétiques particuliere et apparaisserdleBgnt comme des marqueurs
diagnostiques. Le second profil correspond aux tumastrocytaires avec une absence de

délétion 1p et 19q et a la présence de délétiops 10q et ou 10p10g. Les délétions du

113



chromosome 10 sont principalement observées dantuteeurs de grades lll et IV. Leur
présence est un signe de progression tumoralewsengoie d’'oncogénese qui est propre aux
tumeurs astrocytaires et différente de celle dg@déndrogliomes.

PTENest un gene suppresseur de tumeurs situé en (10Dg28le pour une protéine
dont l'activité lui permet d’inhiber la voie Ras/KE&rk, ainsi que FAK, la kinase d’adhésion
focale et la voie PI3K/AKElle agit ainsi a la fois sur la morphologie, lgazdére invasif et
la prolifération des cellules tumorales. Le géP€EN est plus souvent délété dans les
glioblastomes. La mutation deEP53 et la perte de°TEN semblent mutuellement exclusifs
(35).

4.1.2.2 Amplification de 'TEGFR

Un autre marqueur de mauvais pronostic décrit dahtéérature est 'amplification de
'EGFR (148). L'implication de 'EGFR dans de lartarigenese des gliomes est a l'origine
du développement de thérapies anti-EGFR. Certaétades (101, 103) montrent que
'amplification génique de 'EGFR ou son expressimmtéique ont une valeur prédictive

péjorative par rapport a la réponse aux traitements

Dans nos différents travaux, la présence d'une iicaplon génique de 'EGFR

apparait comme un marqueur de malignité. Elle €ofesdans 40 a 50% des glioblastomes.

Nos études ont également permis d’évaluer l'utiigdl'immunohistochimie et de la
FISH pour étudier le profil d’expression de 'EGFRa FISH est une technique lourde et
fastidieuse au contraire de I'immunohistochimie sNésultats indiquent qu’il n’est pas utile
de réaliser la FISH en I'absence d’expression pyo&recherchée avec un anticorps dirigé
contre le domaine extracellulaire puisque I'ampéfion est absente dans ces tumeurs ou en
présence d’'une expression retrouvée avec un apsictrigé contre le domaine intracellulaire
puisque I'amplification est présente dans ces tusmed notre avis, la FISH n’est utile que
dans les tumeurs pour lesquelles les résultats '@edé immunohistochimique ne

correspondent a aucune de ces deux situations.
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4.1.3. Type histologique et profil moléculaire

Les différents marqueurs que nous avons utilisés des travaux permettent de

définir plusieurs profils :

» Les oligodendrogliomes de morphologie classiquesentent une expression
de I'INA dans plus de 10% des cellules tumoralese diorte expression
d’Olig2, une perte compléte des bras chromosomidieset 19q et une

rétention du bras 10q.

* Les glioblastomes et les astrocytomes se caraatérigar une expression de
I'INA dans moins de 10% des cellules tumorales, sunexpression de p53 et
de la nestine, des pertes des bras chromosomidy&R0d ou 10g et une
amplification de 'TEGFR

» Les oligoastrocytomes ont un profil se rapprochdes tumeurs de type

astrocytaire mais sans marqueur spécifique.

Jusqu’au développement des techniques de biologiécuolaire, le diagnostic des
gliomes reposait sur l'aspect histologique. Avec rdse en évidence d’anomalies
moléculaires caractéristiques de certains typestuheeurs gliales, des classifications
moléculaires ont été proposées. Cependant, auciahgsa de biologie moléculaire ne peut se
faire sans étude morphologique. Celle-ci intervieom seulement au moment de la sélection
des zones tumorales a étudier mais égalementdofmterprétation des résultats de biologie

moléculaire.

La bonne corrélation entre le diagnostic histolagicet le diagnostic moléculaire
génomique repose sur la rigueur avec laquelle e zmalysée en biologie moléculaire a été
sélectionnée. Ainsi, dans notre expérience, ledtidék 1p et 19 g sont quasi-constantes dans
les zones présentant des caractéristiques hisolegi oligodendrogliales typiques : des
cellules tumorales avec un noyau rond, a chromatnuttée et au cytoplasme clarifié

éventuellement associées a un contingent minigéayisgue GFAP positif.

L'interprétation de I'analyse moléculaire nécessite contrdle histologique. Quelle
gue soit la technique de biologie moléculaire sg##i, il existe un seuil de sensibilité et des
valeurs limites pour lesquelles il peut étre dificde porter un diagnostic formel. Par

exemple, lorsque la densité tumorale est insuffesénférieure a 20% de cellules tumorales)
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les techniques de PCR ne sont pas assez sendibiesigiecter une anomalie génomique et
cela peut avoir comme conséquence de méconnairanomalie ou bien de ne pas pouvoir
conclure (zone d’incertitude). De plus, alors cquedne sélectionnée était identique pour tous
les marqueurs testés, nous avons trouvé pour reri@iarqueurs de LOH des valeurs
ambigués ne permettant pas d'affirmer s'ils étalélétés ou retenus (publication n°® 2, Figure
1).D'autre part, il n'est pas certain que les Q€kpntent le méme génotype que les cellules
constituant le TT et que ces deux contingents séagt d'une maniére identique aux
traitements. Ceci est illustré par les récidivesepbées dans les glioblastomes traités par anti-
VEGF. Apres une période d'amélioration liee adetbxique sur le contingent cellulaire du
TT, ces tumeurs récidivent a partir de la compasdet CTl dont la sensibilité au traitement
est différente(149).

Les techniques de biologie moléculaire sont réalissur des lysats cellulaires ce qui
ne permet pas d'identifier le type cellulaire portée I'anomalie génétique. Seule une analyse
morphologique permet de distinguer le type celielan cause, cellules tumorales ou cellules
stromales. On peut espérer que dans les annéasrales techniques de microdissection et
de microanalyses se simplifieront et permettron¢ @pproche combinée moléculaire et

morphologique.

L'étude immunohistochimique représente a la foisamplément et une alternative a
I'analyse moléculaire génomique. En apportant pmoghe morphologique, en technique
standard ou en double marquage, elle permet amsinoeilleure caractérisation du type
cellulaire. L'immunohistochimie permet également désmontrer qu'une protéine est bien
exprimée, méme s'il faut dans certains cas I'assact'autres méthodes comme le Western
blot. Ces aspects nous sont clairement apparugueraous avons étudié l'expression de
'EGFR. De plus, I'étude immunohistochimique peussbstituer a I'analyse génomique dans
la mise en évidence d'une anomalie génétique. 18Hdst un exemple, nous y reviendrons.

Ainsi, a I'heure actuelle, si I'on souhaite qu'utassification des gliomes diffus
réponde a ce que l'on attend d'elle pour une grseharge optimale des malades, elle doit
nécessairement associer des données morphologitpysiogiques, histologiques et
immunohistochimiques) et génomiques. Ces donnéssmecependant pas suffisantes a elles
seules. L'intégration des caractéristigues radiqlazs est une étape essentielle de la
démarche diagnostique et la décision thérapeufigaée prend en compte d'autres facteurs
comme la localisation de la tumeur et son étenkage et I'état général du malade.
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4.2. Les variants de 'EGFR

Notre dernier axe de travail a été I'étude de tesgion des isoformes protéiques et
des variants ARN de EGFR Les résultats obtenus en immunohistochimie appuie
'hypothése de I'expression d'isoformes tronquéed’HGFR. La détection ou non de ces
dernieres dépend de I'anticorps utilisé et celargdtuexpliquer les discordances observées
dans la littérature concernant I'analyse de I'egpien de 'EGFR dans différentes tumeurs.
En combinaison avec d’autres marqueurs comme Qbi§2,0u les délétions 1pl19q, I'étude

de I'expression de 'EGFR pourrait aider a carassties gliomes.

L’étude de I'expression génique des variants momfue les formes tronquées
EGFRv2, v3 et v4 codant pour les isoformes b, @ sbnt exprimés avec le variant EGFRv1
et le mutant EGFRVIII et que les profils d’expressides variants dépendent des types
histologiques. Ces variants v2, v3 et v4 dérivenistdu variant 1. lls seraient obtenus par
épissage alternatif. Ce mécanisme reposerait sunddification des sites donneurs et
accepteurs d’épissages. Si I'expression des différeariants est liée, elle reste dépendante

des sites de polyadénylation de chacun des exoneowEs.

4.3. Perspectives

4.3.1. Analyser nos résultats en fonction de lasifeation de I'Hopital

Sainte-Anne

L'utilisation de cette classification permettra lpagblement de reclasser un certain
nombre d'oligoastrocytomes et de glioblastomesligéntifier parmi eux des tumeurs glio-

neuronales malignes (TGNM). Dans, ce travail, nooiipleterons le panel de marqueurs
avec la recherche des mutations IDH1/2 et d'ungspatie du chromosome 1.
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4.3.2.IDH1 et 2

Les mutations d'IDH1/2 ont récemment été décrilems les gliomes infiltrants
guelques soit le sous type histologique (62 a 724lus souvent il s’agit de mutations de
IDH1 (150). La présence de telles mutations sassbciée a une meilleur survie au contraire
de la présence d'une amplification de 'EGFR quaiseassociée a une pronostic péjoratif
(151). Plusieurs auteurs proposent d'inclure letustanutationnel de IDH1 dans la
classification de 'OMS (152). Nous n’avons pasdé&uces mutations dans nos travaux et
nous avons le projet de compléter l'analyse desénes par leur recherche.

Les mutations du genBH1 et delDH2 (63-65) correspondent dans 90% des cas aux
mutations notées R132H pour IDH1 et R172H pour IDHES s’observent dans 59% a 88%
des astrocytomes diffus de grade Il, 50% a 78%ad#scytomes anaplasiques et 50% a 88%
des glioblastomes secondaires (63, 65, 68-74). lcgluit de la mutation R132H est
sélectivement reconnu par lanticorps anti-R132H édbnc peut une étude
immunohistochimique peut remplacer en routine diagn la recherche de la mutation (153).
Deux études récentes montrent que la présence slemcgations est associée a une
augmentation de la survie des patients porteuigidmes de grade I, lll et IV (70, 75). La
mutation dIDH1 ou IDH2 est étroitement associée au profil moléculairée: est constante
dans les gliomes avec codélétion 1pl9q, et pratigné absente dans les gliomes avec
amplification de 'EGFR(74). La mutation I@H1 ou IDH2 est un facteur majeur de bon
pronostic, quel que soit le grade et ce indépendamhiiu profil moléculaire (76). Il est donc
nécessaire de rechercher dans tous les gliomgwd'ssion du mutant R132H de IDH1 par
immunohistochimie et en cas de négativité de commptitte étude par une étude de biologie

moléculaire pour rechercher directement une mutatio IDH1 ou IDH2.

4.3. 3. Les variants de 'EGFR et ses isoformésde et expression dans

les autres tumeurs

Nos résultats indiquent que le réle de TEGFR démscogenese des gliomes est tres
complexe et que les isoformes tronquées pourramatvenir. Actuellement la fonction de
ces isoformes tronquées est mal connue, partieatiéntin vivo. Leur présence ont été mise
en évidence dans les adénocarcinomes mammairesndamétriaux (154, 155), les

carcinomes cervicaux (156) et les cancers pulmesaion a petite cellules (157). Notre étude
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est la premiére a rapporter I'expression des difféy transcrits de 'EGFR dans les gliomes.
In vitro, elles pourraient avoir un réle régulateur de ¢éevde 'EGFR dans les cellules
normales et tumorales. Elles seraient capablesndi@wkr la prolifération cellulaire, soit par
compétition au niveau de la fixation du ligand qmar formation d’hétérodimere donc sans
activité tyrosine kinase. La présence des fornmmsjurées doit ainsi étre prise en compte dans
la prise en charge thérapeutique. Les interactioie ces isoformes et les traitements anti-
EGFR ne sont pas connues. Leur présence pourigigesr I'échec des thérapies dirigées
contre le domaine extracellulaire. Ainsi, il a éapporté que I'expression de formes tronquées
serait prédictive de la réponse au gefitinib dasatiénocarcinomes mammaires. Mudkeal
(155) détectent ainsi une isoforme soluble de 1l@aforme D) circulante dans le sérum
dont la faible expression serai liée a un plus rasugronostic et dont la décroissance serait
proportionnelle a la réponse thérapeutique. D’auttudes montrent un polymorphisme
d’expression de 'EGFR avec des variants présentist pronostics difféerents et une
susceptibilité variable aux traitements usuels dassadénocarcinomes endométriaux (158).
Halle et al mettent en évidence un plus mauvais pronosticrésepce des isoformes solubes
(156).

Pour tenter d'apporter quelques éclaircissememtte sle de ces isoformes dans la
gliomagenese, nous développons actuellement ddsaresil cellulaires de glioblastomes
(lignée U87). Cette étude s’effectuera selon dewdétes. Dans le premier modéle, les
cellules seront transfectées de maniere stabldesaADNc correspondant aux isoformes,
seuls ou en association, afin de les surexprimansiun second modele, les cellules seront
soumises a des ShRNA spécifiques de chaque isofafimed’en inhiber I'expression de
maniére isolée ou en association. Les modelestsensnite utilisés pour observer le rble des
isoformes dans les mécanismes cellulaires apnasilstion des cellules par des facteurs de
croissance (ligands) spécifiques de 'EGFR (épiiaguTGFx, EGF) ou en présence ou non
des molécules de thérapies classique et ciblanGHE (Cetuximab, Genfitinib,
Panitumumab...). Le rble des isoformes de 'EGFR danmodification des mécanismes
cellulaires par stimulation sera étudié par I'asalygle la croissance et de la prolifération des
cellules, des processus apoptotiques et de I'éetie la voie de transduction de 'EGFR
(phosphorylation de la partie intracellulaire désdforme a, activation de facteurs de
signalisation en aval (BRAF, KRAS, PI3K, mTOR...).
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Parallelement, nous analysons l'expression géenegfuerotéique de 'EGFR dans
d’autres tumeurs. Ces travaux se déroulent au deif'Equipe Accueil 3842. Certains

résultats sont en cours de publication.

Ainsi, dans une série de 69 méningiomes, nous savoantré que les différents
variants sont exprimés avec un profil propre auxingiomes (une forte expression des
variants vl et v4) et qu'une forte expression de eariants serait de bon pronostic. Il
semblerait que le mécanisme oncogénétique impliqlanvoie de 'EGFR dans les

meéningiomes serait différent de celui des glioni&®j.

Deux études sont en cours dans le service et aoertedes tumeurs dont le traitement
peut faire appel a des thérapies anti-EGFR, lesna@décinomes colorectaux et les
adénocarcinomes pulmonaires. L'approche sera sagarle a celle développée pour les
gliomes avec une analyse de l'expression protéaugenique sur des tumeurs humaines,

couplée a une analyse expérimentale sur cultutkegadees en utilisant différents modeles.

Notre objectif est de préciser le réle des variatgsI'EGFR dans l'apparition de
résistances a des thérapies ciblant la voie deHEG
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5. Conclusion

Concernant les délétions 1p et 19q nous avonstghlirtune cartographie de ces
délétions et préciser leurs valeurs diagnostigyar@tostique. Les délétions complétes 1p et
19q sont associées avec le phénotype classiquigatiehdrogliome et a une survie globale

ou sans récidive plus longue.

L’expression de 'INA recherchée par immunohistocie est prédictive des délétions
1p et 19q. Les délétions des bras chromosomiqupsefid0q ont été rapportées dans les
astrocytomes et les glioblastomes et sont assoaiéss mauvais pronostic. L'expression de
I'INA est plus importante dans les oligodendrogksmgue dans les autres gliomes. Les
tumeurs avec les délétions 1p et 199 ont un padipression proneural eiNA est le gene
de la lignée neuronale le plus exprimé dans cesedwsn Les anomalies moléculaires
apparaissent ainsi comme des marqueurs diagnostigaes mettent également en évidence

des voies oncogénétiques différentes.

L'amplification du gene de 'EGFR est considérémem un marqueur diagnostique,
notamment dans les glioblastomes, et sa voie bdicth représente une cible thérapeutique
potentielle. L'amplification est observée dans ®blastomes. C'est un marqueur de

malignité liée au type histologique et au grade.

Concernant I'analyse des variants et des isoformleeBEGFR, les résultats montrent
gue les gliomes diffus expriment les différentaxfasmes protéiques : tous les variants sont
exprimeés et leurs profils d’expression differentogaele type histologique. Actuellement le
réle de ces isoformes est mal connu, particuliergnmevivo. A notre connaissance, cette
étude est la premiere a rapporter I'expressiondiiérents transcrits de 'lEGFR dans les

gliomes.
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L’'oncogenése des gliomes et les anomalies moléeslgui les caractérisent sont de
mieux en mieux connus. La classification histologigpeut maintenant s’appuyer sur des
marqueurs moléculaires caractéristiques de chaesntyges histologiques. Ces marqueurs
permettent également de mieux appréhender le piord®s ces tumeurs et leur réponse aux

thérapeutiques.

De nombreux points restent néanmoins a éclaircorréler I'ensemble des ces
anomalies moléculaires avec les groupes histolegigiéfinis selon la classification HSA,
rechercher les mutations d’IDH1/2, valider ces itéssi en fonction des densités tumorales,
evaluer I'expression des isoformes de 'EGFR daastres tumeurs et comparer leurs profils
d’expression a ceux des gliomes, déterminer le dideces isoformes et leur valeur

théranostique.
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TITRE: Etude de marqueurs moléculaires et des varianttEd&-R dans les gliomes
infiltrants de I'adulte

RESUME:

Les difficultés de classification et les traitertseécevants des gliomes infiltrants
conduisent a rechercher des marqueurs diagnostiQuasostiques et théranostiques. Dans
notre travail, nous avons i) recherché les délétigm 199, 10p, 10g et une amplification de
I'EGFR et étudié I'expression de I'INA, ii) analysé lrssion génique et protéique de
I'EGFR.

La délétion compléte 1p19q est associée au phématigodendroglial et a une survie
plus longue alors que les pertes 10p et 10q séet lau phénotype astrocytaire et a un
pronostic défavorable. Une forte expression d’INst @n marqueur de bon pronostic,
prédictif de la délétion 1p19q mais I'étude immustdthimique ne permet de remplacer
l'analyse génomique. La présence d'une amplificatio géne de EGFRest un marqueur de
malignité lié au type histologique et au gradedlgkstomes et astrocytomes de grade IlI)
ainsi qu'a la présence du mutant vlll.

Par épissage alternatif, le gene d&dFR donne les transcrits variants v1, v2, v3, v4
qui codent pour les isoformes protéiques a, b, @. &os résultats montrent que les profils
d’expression des variants et des isoformes diftersglon le type histologique. Les
glioblastomes ont des niveaux d'expression plugéélales variants EGFRv3, -v4 et du
mutant EGFRVIII que les autres types tumoraux.

Nous avons comme projets de corréler nos résudtdés présence ou l'absence des
mutations IDH1/2, d'analyser I'expression génidqueretéiqgue de 'lEGFR dans d'autres types
tumoraux et de préciser le réle des isoformes disartt des modéles expérimentaux de
cultures cellulaires.

TITTLE : Molecular markers and Variants of EGFR in Inéiting Gliomas in Adults

ABSTRACT:

Due to difficulties in classifying infiltrating gimas and disappointing treatment
results we looked for diagnostic, prognostic andrdhostic markers. In our study we i)
assessed 1p, 19q, 10p, and 10qg deletions as w&8lG&R amplification and studied INA
expression and ii) analyzed EGFR gene and protgiression.

Complete 1p19qg deletion was associated with agodéndrocyte phenotype and
longer survival while loss of 10p and 10g was lahke an astrocyte phenotype and poor
prognosis. Strong INA expression was a markerooidgorognosis and predictive of a 1P19q
deletion but immunohistochemistry could not replgeaetic analysis. Amplification of the
EGFR gene was an indicator of malignancy correlatiéd histological type and grade (grade
Il glioblastomas and astrocytomas) as well asviiemutant.

Alternative splicing of the EGFR gene gave thendmaipt variants vl, v2, v3, v4
which coded for the protein isoforms a, b, ¢ an@®dr data showed that expression profiles
of transcript variants and isoforms differed acomgdto histological type. Glioblastomas
expressed higher levels of EGFRv3 and -v4 variants the EGFRvIII mutant compared to
other tumor types.

Our perspectives include correlating our resulith ihe presence or absence of
IDH1/2 mutations, analysis of EGFR gene and progejoression in other tumor types and to
clarify the role of isoforms using experimental ratsdand cell culture.
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