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EGFRpic  Domaine Intra-Cellulaire de ’EGFR
EGFRpec Domaine Extra-Cellulaire de ’EGFR

FGFR “Fibroblast Growth Factor Receptor”

GAPDH  Glycéraldéhyde-3-Phosphate DésHydrogénase
GBM Glioblastome Multiforme

GFAP “Glial Fibrillary Acidic Protein”

HB-EGF  “Heparin-Binding EGF”

HER “Human Epidermal Receptor”

HIF1la “Hypoxia Inducible Factors 1 alpha”

HLH Hémianopsie Latérale Homonyme

HPRT Hypoxanthine PhosphoRibosyl Transférase
HPS Hémalun Phloxine Safran

HRP “HorseRadish Peroxidase” ou péroxydase de raifort
HTIC Hypertension Intra-Créanienne

IDH Isocitrate DésHydrogénase

Ig Immunoglobuline

IGFR “Insulin-like Growth Factor Receptor”

IK Indice de Karnofsky

INA Alpha-InterNexine

IRM Imagerie par Résonance Magnétique

MAPK “Mitogen Activated Protein Kinase”

MGMT  « Og-méthylguanine-DNA méthyltransférase »
MLPA “Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification”
NeuN “Neuronal Nuclei”

NGF Nerve Growth Factor
NF NeuroFilament
OMS Organisation Mondiale de la Santé

p75NTR “p75 NeuroTrophin Receptor”



P-EGFR
PAS
PBS
PCR
PDGFR
PI3K
RCP
RIN
STIC
SNC
TBP
TDM
TGFa
TGN
TK
TMA
Trk

TT
URA
VEGF

EGFR phosphorylé

“Periodic Acid Schift”

“Phosphate Buffer Saline”

“Polymerase Chain reaction”

“Platelet Derived Growth Factor Receptor”
“Phosphatidyl Inositol 3 Kinase”

Réunion de Concertation Pluridisciplinaire
Nombre d’Intégrité des ARN

Soutien aux technigques innovantes et colteuses
Systeme nerveux central

TATA box binding protein
TomoDensitoMétrie

“Transforming Growth Factor a

Tumeur GlioNeuronale

Tyrosine-Kinase

Tissue Micro-Array

“Tropomyosin receptor kinase”

Tissu Tumoral solide

Unité Relative Arbitraire

« Vascular Endothelial Growth factor »
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I. INTRODUCTION

Les tumeurs primitives gliales (ou gliomes) sont les tumeurs primitives les plus fréquentes

du systeme nerveux central (SNC) et en représentent plus de la moitié des cas quel que soit I’4ge.

Le type histologique d’une tumeur cérébrale est actuellement défini par 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) sur la reconnaissance de caractéres morphologiques que possedent les
cellules tumorales comparativement aux cellules normales telles que les astrocytes, les
oligodendrocytes ou les neurones. Parmi les gliomes, les astrocytomes, les oligodendrogliomes et
les tumeurs mixtes oligo-astrocytaires sont les plus fréquents. Ils sont composés d’un ou plusieurs
contingents d’origine gliale. Les tumeurs glioneuronales (TGN), les gangliogliomes par exemple,
possedent un contingent glial et un contingent neuronal. Pour chaque type histopathologique I’OMS
distingue quatre grades de malignité croissante (I a IV). Les tumeurs de grade 1V, les glioblastomes,

ont une médiane de survie d’environ 12 mois.

Différents types de gliomes peuvent étre distingués selon la présence ou 1’absence d’un
contingent de tissu tumoral compact et d’un contingent de cellules tumorales isolées (CTI). Les CTI
infiltrent le parenchyme cérébral qui en général a conservé ses propriétés fonctionnelles. Elles
induisent une gliose réactionnelle. A I'inverse, le tissu tumoral compact ne se constitue que de
cellules tumorales et d’un stroma formé de néo-vaisseaux et de cellules inflammatoires. Cette
configuration spatiale conditionne le traitement des gliomes. Dans les tumeurs bien limitées,
dépourvues de contingent de CTI, un traitement chirurgical seul peut étre curateur tandis que dans
les autres formes, la prise en charge associera le plus souvent chirurgie, radiothérapie et
chimiothérapie.

Dans les gliomes, I’hypotheése oncogénétique actuellement admise est la transformation de
cellules souches ou de cellules progénitrices qui auraient la capacité de s’auto-renouveler et de se
différencier (cellules pluri- ou multipotentes). Elles seraient donc capables d’engendrer les

différents types morphologiques des cellules tumorales au sein d’une méme tumeur.

Ceci pourrait expliquer la grande hétérogenéité cellulaire rencontrée dans les gliomes,
rendant leur classification histologique difficile et peu reproductible. Ainsi, des contingents
cellulaires ayant une morphologie similaire peuvent étre présents dans des tumeurs de type et de
pronostic trés différents. Par exemple un contingent de type oligodendroglial ou « oligodendrocyte-
like » (« oligo-like ») peut étre observé dans des oligodendrogliomes, des glioblastomes, des
astrocytomes pilocytiques ou des gangliogliomes. En conséquence, dans ces tumeurs complexes et

de prise en charge délicate que sont les gliomes, il est nécessaire d’associer a I’analyse
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morphologique 1’é¢tude de marqueurs moléculaires. Ces deux approches sont complémentaires et

permettent d’établir ce que I’on appelle la classification histomoléculaire des gliomes.

Les données actuelles de la littérature indiquent que les gliomes diffus de bas grade (grade Il
de ’OMS : astrocytome diffus, oligo-astrocytome, oligodendrogliome) se caractérisent par une
fréquence élevée de mutations IDH1/2 (plus de 80 %) qui apparaissent a un stade tres précoce. Par
ailleurs, la majorité des astrocytomes diffus (environ 60 %) présentent des mutations de TP53, qui
constituent un marqueur pronostique de survie plus courte. A [I’inverse, dans les
oligodendrogliomes, on constate fréquemment une délétion du bras court du chromosome 1 (1p)
et/ou du bras long du chromosome 19 (19q9) (environ 70 % des cas) associée a une meilleure
chimiosensibilité et a une survie plus longue, sans amplification de I’EGFR (« Epidermal Growth
Factor Receptor »)

Les mutations IDH1/2 sont fréquentes (> 80 %) dans les glioblastomes secondaires qui se
sont développés a partir d’astrocytomes de grade Il ou Ill. En revanche, elles sont rares dans les
glioblastomes primaires dits de novo (< 5 %). Les mutations IDH1/2 constituent le plus important
facteur pronostique de la maladie chez les patients souffrant d’un glioblastome. Leur fréquence
élevée dans les oligodendrogliomes, les astrocytomes et dans les glioblastomes secondaires qui en
dérivent, suggérent que ces tumeurs puissent avoir en commun une méme population de cellules
progénitrices. En revanche, 1’absence de ce marqueur moléculaire dans les glioblastomes primaires
suggere une origine cellulaire différente. Les deux sous-types de glioblastome présentent cependant
un phénotype histologique similaire, ce qui pourrait étre di a la présence d’autres altérations

génétiques, notamment la perte de génes suppresseurs de tumeur sur le chromosome 10q.

Afin de rationaliser la prise en charge des malades atteints de gliomes, il est essentiel de
déterminer des groupes homogeénes de patients en tenant compte des données pouvant influencer le
pronostic et le choix du traitement. Elles sont d’ordre clinique, radiologique, histopathologique et

moléculaire.

La premiere partie de ce travail a comparé le profil moléculaire du contingent « oligo-like »
de gliomes non infiltrants et d’oligodendrogliomes. Les différents contingents cellulaires ont été
isolés afin d’étudier I’expression de marqueurs diagnostiques et pronostiques comme 1’expression
de p53, d’IDHI1, d’INA, de CD34 et d’estimer 1’index Ki67. Nous avons également recherché la
présence ou I’absence des délétions 1p et 19q, de mutation d’IDH et de BRAF par des techniques de
MLPA (« Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification »). Les résultats obtenus ont été

analysés comparativement avec les données cliniques (survie) et radiologiques.
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A la suite de cette étude, nous avons dans un deuxiéme temps analysé 1’expression de
différents variants de I’EGFR dans des gliomes infiltrants et non infiltrants (astrocytomes
pilocytiques, gangliogliomes, oligodendrogliomes, oligo-astrocytomes, glioblastomes), afin
d’étudier son implication potentielle dans I’infiltration tumorale. En effet, ’EGFR est a I’origine de
plusieurs transcrits (variants 1, 2, 3 et 4) qui codent plusieurs isoformes protéiques (a, b, ¢ et d). De
plus, des mutations géniques sont a 1’origine d’un transcrit mutant appelé EGFRVIII qui code un
récepteur tronqué mutant. Nous avons étudié 1’amplification génique, I’expression génique et
protéique de ’EGFR.
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1. GENERALITES
Il. 1. GLIOMES : DEFINITION, INCIDENCE

I1. 1. a) Définition

Tumeurs primitives du SNC, les gliomes constituent un ensemble hétérogene dans lequel
chaque type tumoral correspond a I’une des cellules du tissu de soutien nerveux appelé glie. La glie
se compose essentiellement d'astrocytes, d'oligodendrocytes et d'épendymocytes. Les gliomes

regroupent principalement les astrocytomes et les oligodendrogliomes.

Il. 1. b) Incidence

L’incidence des cancers primitifs du SNC a été estimée en France a 4 491 cas en 2009 (1).Elle
a augmenté au cours des dernieres décennies, notamment pour les tumeurs survenant chez les
personnes agees. Les cancers du SNC représentent environ 2% des tumeurs malignes de ’adulte et
sont un peu plus fréquents chez I’homme, aux alentours de 60 ans. Ce sont globalement des cancers

de mauvais pronostic. Le nombre de décés estimé en 2009 est de 2 984 (2).

Les gliomes sont les tumeurs primitives les plus fréquentes du SNC (40%) de 1’adulte et les
secondes aprés les leucémies chez I’enfant. Les glioblastomes sont les tumeurs cérébrales les plus
fréquentes, représentant 15% de toutes les tumeurs intracraniennes, et 60 a 75% des tumeurs
astrocytaires (3).

La cause des cancers primitifs du SNC est inconnue dans la grande majorité des cas. Il y a peu
de facteurs de risque clairement établis hormis la notion d’antécédent d’irradiation cérébrale
thérapeutique, notamment pendant I’enfance. Les formes familiales sont exceptionnelles,
principalement dans les neurofibromatoses de type 1 (ou maladie de Von Recklinghausen). Le
glioblastome peut exceptionnellement étre dii a une exposition a certains carcinogénes chimiques
d’origine professionnelle : nitrosoguanidine et nitrosourées (utilisés dans les laboratoires, reconnus
dans le tableau 85 des maladies professionnelles). Des études sont en cours sur le rdle des ondes
électromagnétiques et des pesticides, mais n’ont pas permis de documenter une aggravation des

risques (4).
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Il. 2. TUMEURS GLIONEURONALES : DEFINITION, INCIDENCE

I1. 2. a) Définition

Chez I’enfant ou I’adulte jeune, un diagnostic de gliome, quel qu’en soit le type histologique,
ne doit étre affirmé qu’apres avoir éliminé une TGN. Ces tumeurs possédent un contingent glial et
un contingent neuronal. Les TGN sont majoritairement de grade | ou Il, et représentent un
diagnostic différentiel des gliomes non infiltrants (versus gangliogliome et tumeur neuroépithéliale

dysembryoplasique) et des gliomes malins (versus TGN malignes).

Il. 2. b) Incidence

Les TGN représentent moins de 1% des tumeurs du SNC, et sont le plus souvent de

localisation temporale (plus de 70% des cas) (5).

Il. 3. ASPECTS CLINIQUES

La symptomatologie clinique peut étre tres variable, fonction de la localisation et de la
dynamique de la croissance tumorale. Les tumeurs bénignes croissent lentement et peuvent
atteindre des dimensions trés élevées avant de devenir symptomatiques. Une tumeur cérébrale doit
étre suspectée devant des signes neurologiques d’aggravation progressive, avec extension des
symptdmes dite « en tdche d’huile », mais le mode de révélation peut également étre brutal. Le
cerveau est dépourvu de lymphatique, compromettant le drainage de 1’cedéme, ce qui favorise la
compression du cerveau et 1’hypertension intracranienne (HTIC). L’cedéme ainsi formé diminue le
débit sanguin cérébral. Le syndrome d’HTIC correspond a un ensemble de signes dus a une
augmentation de la pression dans les vaisseaux du cerveau. L’HTIC peut étre provoquée par des
Iésions a l'intérieur du cerveau telles que des tumeurs mais également par des hématomes, des
accidents vasculaires, des infections, ou encore par une accumulation de liquide dans les cavités du
cerveau (hydrocéphalie). Elle se manifeste par des céphalées, des vomissements, des troubles de la

vision et peut évoluer vers un coma.

La plupart des signes cliniques apparait lorsque :
- Pexpansion tumorale comprime ou déplace le cerveau,
- la tumeur empéche la circulation normale du LCR favorisant I’hydrocéphalie,
- la 1ésion infiltre une ou plusieurs aires fonctionnelles,

- des remaniements hémorragiques, nécrotiques ou kystiques se produisent au sein de la tumeur.
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Les symptdmes révélateurs sont principalement :

- des céphalées (50%) : souvent homolatérales a la lésion (tumeurs sus-tentorielles), rétro-orbitaires,
rétro-auriculaires ou occipitales (tumeurs sous-tentorielles), fixées, d’intensité croissante chez une
personne sans antécédent cephalalgique,

- _une crise d’épilepsic (20%) : souvent partielle, possible valeur localisatrice (troubles

psychiatriques aigus ou atypiques (crise temporale partielle complexe) ou déficit neurologique
focalise),

- un déficit neurologique focalisé selon la topographie (cf. infra),

- une HTIC : céphalées inhabituelles et persistantes (typiquement réveillant en deuxieme partie de
nuit), nausées matinales, vomissements (classiquement au réveil et soulageant les céphalées),
troubles de la vigilance, troubles visuels, troubles de 1’équilibre, étourdissements, troubles du
comportement,

- une augmentation du périmetre cranien chez le jeune enfant, li¢ a ’'HTIC,

- des troubles cognitifs : changement de personnalité, troubles de 1I’humeur ou du caractére,

ralentissement idéo-moteur,

- un syndrome d’engagement.

Les crises focales ou les déficits neurologiques observés permettent de faire un diagnostic

neurologique topographique du processus (figure 1) :

i Central sulous Pramary
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Prefroetal sea
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(Hroca'’s areal
Serpory speech ares
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Audnory

association arsa
Primany

auditory cortex

Figure 1 : Les régions du cerveau humain :les déficits neurologiques observés permettent de faire un diagnostic
neurologique topographique du processus tumoral (6).
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- localisation frontale : syndrome frontal (problémes de mise en route, d’attention, de personnalité

ou d’émotion), hémiparésie, aphasie si atteinte de I’hémisphére dominant, anosmie homolatérale
(base des lobes frontaux), incontinence urinaire ou miction impérieuse (face interne).

- localisation pariétale : crises focales sensitives, hémianopsie latérale homonyme (HLH)

controlatérale, si atteinte de I’hémisphére dominant : troubles de la parole, agraphie et agnosie
digitale.
- localisation temporale : si hémisphére dominant : aphasie ou dysphasie mixte, si hémispheére

mineur : désorientation spatiale, apraxie constructive, HLH gauche.

- localisation occipitale : quadranopsie controlatérale voire hémianopsie, agnosie faciale.

- localisation sous-corticale :

- capsule interne : hémiplégie controlatérale,

- thalamus : troubles de la sensibilité ou douleurs, controlatérales,
- noyaux gris : tremblements atypiques, dystonie,

- hypothalamus : troubles de 1’alimentation, déficit endocrinien.

- localisations sous-tentorielles :

- fosse postérieure : HTIC précoce, syndrome cérébelleux
- tronc cérebral : déficit des nerfs craniens uni- ou bilatéral (V, VI, VII, X), HTIC tardive

(obstruction aqueduc de Sylvius), hémiplégie, hémianesthésie ou troubles cérébelleux.

Il.4. STRUCTURE SPATIALE ET ASPECTS RADIOLOGIQUES

I1. 4. @) Structure spatiale

La croissance tumorale des gliomes se distingue de celle des autres tumeurs malignes. D’ une
part, une évolution métastatique est exceptionnelle (enceéphale, moélle, liquide céphalorachidien).
D’autre part, I’extension tumorale se fait par infiltration du tissu cérébral par des cellules tumorales
isolées. Cette infiltration induit une réaction du parenchyme cérébral qui présente une hyperplasie
astrocytaire, appelée gliose cérébrale. Les travaux de C. Daumas-Duport et coll. ont montré qu’il y
avait deux types de tissu tumoral : le tissu tumoral solide (TT) composé uniquement de cellules
tumorales et le tissu formé de cellules tumorales infiltrantes (CTI) (7). Les gliomes infiltrants
peuvent étre composés uniquement de CTI avec une densité de cellules tumorales variable dans la
tumeur, ou bien étre constitués de TT avec une composante associée de CTI. Lorsqu’une tumeur
présente une composante de TT, il s’y associe une néoangiogenése qui n’existe pas dans le

contingent de CTI.
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Les glioblastomes sont toujours formés de TT et d’une composante de CTI Les
oligodendrogliomes, les astrocytomes ou les oligo-astrocytomes peuvent aussi présenter une
structure mixte, mais au moment du diagnostic les deux tiers de ces tumeurs ne sont formées que de
CTI. Les astrocytomes pilocytiques et la plupart des gangliogliomes sont des tumeurs qui ne sont

constituées que de TT, sans composante de CTI associee.

I1. 4. b) Aspects radiologiques

L’Imagerie par Résonance Magnetique (IRM) cérébrale est I’examen de référence, sans puis
avec injection de gadolinium, qui permet de confirmer le syndrome de masse et d’orienter vers un
diagnostic (tableau 1). L’absence de prise de contraste a I’'IRM n’est pas prédictive du grade de

gliome.

La place de la tomodensitométrie (TDM), sans puis avec injection de produit de contraste,
est limitée :
- aux patients ayant une contre-indication a I’IRM ;
- au défaut d’acceés a I’IRM en situation d’urgence (signes HTIC, état de mal épileptique,...). La
TDM sera ensuite systématiquement complétée par une IRM. Les signes TDM tres évocateurs sont
une hyperdensité aprés injection du produit de contraste et aspect hétérogéne avec un cedéme péri-
Iésionnel (tableau 2). Une TDM thoraco-abdomino-pelvienne est souvent réalisée afin d’éliminer

une origine métastatique qui est plus fréquente qu’une tumeur primitive du SNC.

La connaissance des données radiologiques permet de vérifier la représentativité des
prélevements notamment biopsiques en s’assurant par exemple, de la présence d’une angiogenese
sur les lames d’une tumeur prenant le contraste sur I’imagerie. Les aspects sont schématiquement
dus :

- au tissu tumoral solide : les aspects sont secondaires a la neovascularisation avec au scanner un
renforcement de la prise de contraste et un hypersignal T1 sur I’IRM, renforcé aprés injection de
produit de contraste,

- & la nécrose : hypodensité sur le scanner et hyposignal T1 sur I’IRM,

- & la composante de CTI : elle ne prend pas le contraste mais, par I’intermédiaire de 1’cedéme qui
lui est généralement associé, elle se traduit par une hypodensité a la TDM et en IRM par un

hypersignal T2 et un hyposignal T1 a ’IRM.
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IRM

T1

T1 + Gadolinium

T2

Astrocytome Grade |
Astrocytome Grade Il
Astrocytome Grade 111
Oligodendrogliome

Glioblastome
Gangliogliome
Métastase

hypointense
hypointense
hypointense

hypo/isointense

+/- calcification

hypol/isointense
hypointense
hypointense (sauf
hémorragie ou

mélanome primitif)

-+
-/+
+, irréguliére
I+
si - : forme purement
infiltrante

++

+++

(néovascularisation et

perméabilité vasculaire)

hyperintense
hyperintense
hyperintense

hyperintense

(peu cedeme périfocal)

hyperintense
hyperintense
hyperintense

(cedéme périfocal)

Tableau 1 : Aspects a I'IRM des gliomes.

TDM

Non injecté

Prise de contraste

Astrocytome Grade |

Astrocytome Grade |1

Astrocytome Grade 11

Oligodendrogliome
Glioblastome

Gangliogliome

Métastase

iso/hypodense

+ , massive, 95% cas

souvent kystique, sans calcification

hypodense, 20% calcifications, pas

d’hémorragie, kyste rare

hypodense, hétérogene, remaniements

kystiques, hémorragiques, rares calcifications

hypodense, calcification (1/3)

hypo/iso/hyperdense

iso/hypodense

+++

souvent +

solide ou kystique, bien limitée,

+/- calcification

isodense, hypodensité en couronne de

I’cedéme périphérique, remaniements

nécrotiques

Ou hyperdense = hemorragique

Ou tres hyperdense = calcifiée

-/+, peu spécifique = IRM

+, hétérogene

-/+ (multinodulaire)

+++, en anneau périphérique pour

les grandes Iésions

Tableau 2 : Aspects des gliomes a la TDM.
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Figure 2 : IRM d’un astrocytome pilocytique (7).

Coupe sagittale en séquence T1 avec injection de
gadolinium. Lésion du tronc cérébral constituée d'une
Iésion nodulaire prenant le contraste et d'une portion
kystique  (hyposignal).  Hydrocéphalie (dilatation
ventriculaire).

Figure 3: IRM d’un astrocytome diffus de bas grade
frontal gauche (grade I1) (7).

Lésion intracérébrale  fronto-cingulaire  gauche,
expansive et infiltrante, assez mal limitée. Effet de masse
modéré sur les structures médianes antérieures
(déviation controlatérale de la faux).

A. Sagittal T1.

B. Axial FLAIR.

C. Axial T1 sans injection.

D. Axial T1 apres injection de gadolinium.

Figure 4: IRM d’un glioblastome temporo-occipital
droit (grade 1V) (7).

Lésion intracérébrale infiltrante temporo-occipitale
droite, mal limitée, spontanément hypodense. Nécrose
centrale, wdéme péri-lésionnel et effet de masse
important sur le carrefour ventriculaire droit dévié en
avant (déplacement de la calcification du plexus
choroide) et partiellement effacé.

Lésion en hypersignal T2, entourée d'eedéme, nécrosée
en son centre (nécrose : hypersignal T2 et hyposignal
T1). Aprés injection, rehaussement annulaire, épais et
irrégulier.

A. Axial T2.

B. Axial T1 apreés injection.

C. Sagittal T1 apres injection.

D. Frontal T1 aprés injection.
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Les gangliogliomes sont des tumeurs souvent kystiques, avec eventuellement un nodule intra-
tumoral. lls présentent un hyposignal T1 et un hypersignal T2 a I’IRM, d’aspect comparable a
d’autres tumeurs de bas grade comme les astrocytomes pilocytiques ou les xantho-astrocytomes. En
I’absence de kyste, ils prennent I’aspect d’une tumeur solide, bien limitée, avec peu d’effet de
masse et une infiltration tissulaire limitée. Les calcifications sont fréquentes. Comme les
astrocytomes pilocytiques, les gangliogliomes peuvent donner une fausse impression de malignité

s’ils se développent dans 1’espace sous-arachnoidien. Hémorragie et nécrose sont rares (5).

Une tumeur neuroépithéliale dysembryoplasique (DNET), qui fait partie des tumeurs glio-
neuronales, doit étre évoquée devant une tumeur d’aspect glial dans un contexte d’épilepsie partielle
souvent pharmacorésistante, ayant débuté avant 1’dge de 20 ans, sans déficit neurologique, de

topographie corticale, sans cedéme, sans effet de masse ni prise de contraste.

I1.5. CLASSIFICATION OMS 2007

Le diagnostic de certitude repose sur 1’examen anatomopathologique du tissu tumoral.
Plusieurs types de procédure chirurgicale permettent d’en  obtenir :  biopsie
diagnostique stéréotaxique (avec un cadre), sous neuronavigation (assistée par ordinateur), ou
résection tumorale partielle ou totale. Le choix de la procédure se fait selon la topographie et la
taille de la 1ésion, 1’état neurologique et général du patient et les orientations diagnostiques
radiologiques. Les indications de « non-biopsie » sont prises et justifiées en réunion de concertation

pluridisciplinaire (RCP).

La classification est fonction du type cellulaire prédominant et de la présence de critéres
d’anaplasie : faible différenciation, densité cellulaire élevée, atypies nucléaires, activité mitotique,
mitoses atypiques, nécrose, prolifération vasculaire et endothéliale, permettant de donner un grade.
Des problémes de reproductibilité se posent, qui résultent de la difficulté a distinguer les cellules
tumorales du parenchyme résiduel infiltré, de la difficulté de reconnaitre le type précis de la cellule
tumorale astrocyte ou oligodendrocyte (sans doute en raison de leur histogenése probable a partir de

progeniteurs gliaux transformés) et de la possible non-représentativité des prélevements (9).

Le grade définit le degré de malignité des gliomes :
- gliome de grade | (astrocytome pilocytique, 5% des gliomes). 11 s’agit d’une tumeur gliale, non
infiltrante, d’évolution bénigne, curable par la chirurgie quand celle-ci peut étre totale, qui dans sa
prise en charge nécessite surtout I’analyse et le suivi de symptdbmes neurologiques liés a sa

topographie (épilepsie, déficit), justifiant alors une évaluation réguliére.
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- a partir du grade 11, les gliomes sont infiltrants et toujours malins. On distingue les gliomes de bas
grade (I, 20 a 25% des gliomes) et de haut grade (111 et IV, 70 & 75% des gliomes) dont la prise en
charge et I’évolution sont différentes. Les tumeurs de grade 11 peuvent étre des oligodendrogliomes,
astrocytomes ou oligo-astrocytomes, celles de grade 111 des oligodendrogliomes ou astrocytomes ou
oligo-astrocytomes anaplasiques, les glioblastomes étant de grade IV. Les données de la génétique
moléculaire ont permis de distinguer les glioblastomes de novo des glioblastomes « secondaires »
qui résulteraient de la transformation maligne des tumeurs astrocytaires de grade 1l et I1l. En effet,
I’évolution naturelle d’un gliome de bas grade est la transformation en un gliome de haut grade,

dans un délai variable.

Les gliomes sont le plus souvent des tumeurs uniques mais il existe également des formes
multifocales qui posent le probléme du diagnostic différentiel avec des métastases cérébrales. Une
gliomatose cérébrale est une forme particuliére de gliome, infiltrant plus de 3 lobes. A la différence
des autres cancers, les tumeurs cérébrales primitives ne métastasent qu’exceptionnellement en

dehors du SNC (encéphale et moelle).

Il. 5. @) Les gliomes astrocytaires

L astrocytome pilocytique (figures 5 et 6), tumeur de grade I par définition, s’observe
typiquement chez 1’enfant et 1’adulte jeune au niveau de la fosse postérieure et de la ligne médiane.
Les astrocytomes pilocytiques sont des tumeurs bien limitées constituées uniquement de TT sans
composante de CTI. Ils se caractérisent par une architecture biphasique, avec des cellules
fusiformes, bipolaires, pouvant contenir un matériel éosinophile hyalin (fibres de Rosenthal
constituées d’alpha-béta cristalline) alternant avec des astrocytes protoplasmiques correspondant a
des cellules plus rondes avec des prolongements cytoplasmiques stellaires. Un contingent « oligo-
like » peut étre présent, au sein d’une architecture microkystique. On peut observer des corps
granulaires éosinophiles. La vascularisation est souvent anormale avec des vaisseaux remaniés,
télangectasiques et parfois une prolifération micro-vasculaire, expliquant la prise de contraste en
imagerie (diagnostic différentiel avec un astrocytome diffus grade II). Les mitoses sont rares mais
peuvent étre présentes de méme que de la nécrose ischémique, sans architecture palissadique en
périphérie. Si elle existe, elle est de type ischémique. Les cellules bipolaires expriment typiquement
la protéine gliofibrillaire acide des astrocytes (GFAP), également exprimée par les astrocytes
protoplasmiques de maniére plus inconstante. Les cellules rondes peuvent exprimer le facteur de

transcription Olig2 (10).

La variante pilomyxoide se caractérise par des cellules bipolaires se disposant le plus

souvent en pseudo-rosettes péri-vasculaires dans une substance myxoide dépourvue de fibre de
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Rosenthal ou de corps granuleux éosinophiles. Quelques mitoses peuvent étre présentes. La
prolifération analysée avec le marqueur Ki67 est plus élevée dans la variante pilomyxoide que dans
I’astrocytome pilocytique classique, atteignant dans certains cas 7 a 10 %. Le pronostic est plus
réserveé, en raison de la dissémination plus fréquente dans le LCR et de la fréquence des récidives
locales. Cette variante est classée grade Il de ’OMS.

Le xantho-astrocytome pléiomorphe est une tumeur astrocytaire de grade II, de I’enfant ou
de l’adulte jeune, avec des cellules trés pléiomorphes, certaines avec un cytoplasme spumeux
abondant, avec une expression de la GFAP pouvant étre refoulée en périphérie du contenu lipidique.
Des cellules multinucléées et des corps granuleux peuvent étre observés. Une activité mitotique
significative (>5 mitoses) et/ou la présence de nécrose conduisent a un « xantho-astrocytome

pléiomorphe avec aspects anaplasiques ». L’index Ki67 est en général <1%.

Figure 5: Astrocytome pilocytique a) contingent piloide ou fibrillaire, b) contingent « oligo-like », ¢) contingent

fibrillaire et « oligo-like » d architecture microkystique, (HPS, x400).

Figure 6 : Astrocytome pilocytique a) bien limité par rapport au tissu cérébral adjacent (HPS, x100), avec des fibres
de Rosenthal (HPS, x200).

L’astrocytome diffus (grade I1) est defini par une cellularité augmentée par rapport a la
substance blanche normale, des atypies cytonucléaires et par la présence d’une mitose au maximum.
Il n’y a pas de nécrose ni de prolifération microvasculaire. Selon 1’aspect des cellules, on identifie

les sous-types :
27



- fibrillaire : le plus fréquent, constitué d’astrocytes tumoraux fibrillaires, avec des limites
cytoplasmiques floues donnant un aspect de « noyaux nus », ces noyaux étant hyperchromatiques et
¢largis. L aspect microkystique est fréquent. Quelques cellules gémistocytiques sont possibles.

- gémistocytique : composé d’au moins 20% d’astrocytes tumoraux gémistocytiques, avec un
cytoplasme éosinophile abondant, un noyau refoulé en périphérie. Ces cellules expriment GFAP et
souvent p53. Des infiltrats lymphocytaires péri-vasculaires sont fréquents.

- protoplasmique : le plus rare, constitué d’astrocytes tumoraux avec un petit corps cellulaire avec
des prolongements cytoplasmiques exprimant la GFAP. Les aspects microkystiques et mucoides

sont fréquents.

L’astrocytome anaplasique (grade I11) se caractérise par une densité cellulaire nettement

plus importante, des atypies nucléaires marquées et des mitoses (tableau 3).

La gliomatose cérébrale (grade I11) est un gliome diffus avec une infiltration importante du
SNC (au moins 3 lobes cérébraux), souvent bilatérale, avec possible extension cérébelleuse ou
médullaire. Le phénotype est le plus souvent astrocytaire, mais peut aussi étre oligodendroglial ou

oligo-astrocytaire.

La présence de nécrose et d’une prolifération microvasculaire (endothélio-capillaire)
caractérise les glioblastomes multiformes (GBM, grade 1V, figure 7). La nécrose est typiquement en
carte de géographie avec palissades cellulaires périnécrotiques, ou prend 1’aspect de vastes plages
de nécrose de type ischémique. Les mitoses sont nombreuses. L’OMS distingue les glioblastomes a
petites cellules qui se caractérisent par un monomorphisme, une activité mitotique intense et une
faible expression de la GFAP, les glioblastomes a composante oligodendrogliale qui comportent des
territoires typiquement « oligo-like », les glioblastomes a cellules géantes multinucléées (5% des
GBM), gémistocytiques, a cellules granuleuses (positives sur la coloration de PAS) ou a cellules
lipidiques en fonction du contingent majoritaire. Les gliosarcomes sont caractérisés par une
architecture biphasique, gliale et mésenchymateuse (2% des GBM). L’histologie peut simuler celle
d’un plus bas grade si le prélévement a porté sur la périphérie de la tumeur (CTI) ou dans un

territoire ne prenant pas le produit de contraste.
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Différen- Densité Atypies Activité Prolifération

Astrocytomes o . o S Nécrose .
ciation cellulaire nucléaires mitotique vasculaire
Grade |1 bien modérée occasionnelles 0 ou 1 mitose non non
Grade 11 moyennement augmentée présentes présente (>2) non non
Grade IV peu élevée marquées marquée oui oui

Tableau 3 : Grading OMS 2007 des astrocytomes.

Figure 7 : Glioblastome multiforme a) nécrose palissadique (HPS, x200), b)néovascularisation gloméruloide (HPS,
x200), ¢) front d’invasion mal limité (HPS, x100), d)nécrose palissadique et contingent « oligo-like » dans un
glioblastome avec contingent oligodendroglial (HPS, x200).

11. 5. b) Les oligodendrogliomes

Les oligodendrogliomes (figure 8) représentent 5 % des gliomes. lls sont composés de
cellules oligodendrogliales, arrondies, monomorphes, a noyaux réguliers, avec un halo-clair
périnucléaire formant un aspect caractéristique dit en « ceuf sur le plat » ou en « nid d’abeille ». Ces
aspects peuvent parfois manquer, comme dans des formes purement infiltrantes ou le cytoplasme
n’est pas visualisé, ces cellules ne pouvant étre identifiées que par leurs caractéristiques nucléaires.
Les noyaux sont ronds ou ovoides, a membrane nucléaire nette, avec des amas chromatiniens « en

bouton de chemise ». Ces cellules a petits noyaux sombres sont associées en proportion variable a
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des cellules a noyaux clairs nucléolés plus volumineux. La population tumorale présente alors une
anisocaryose, pouvant étre accentuée par la présence de noyaux pycnotiques (7). Une satellitose
périneuronale par des oligodendrocytes peut étre observée dans les territoires d’infiltration corticale.

Parfois, on observe des cellules arrondies, a cytoplasme éosinophile, avec un noyau excentré
présentant les caractéristiques nucléaires des oligodendrocytes, exprimant la GFAP, correspondant a
de mini-gémistocytes, de taille inférieure a celle des astrocytes gémistocytiques. Leur disposition
anarchique permet de les différencier des astrocytes réactionnels. Les oligodendrocytes
gliofibrillaires sont des cellules tumorales de petite taille avec un cytoplasme éosinophile arrondi et
un noyau central typique des oligodendrocytes. Des corps granuleux peuvent étre rarement
rencontrés. Ces tumeurs comportent généralement des zones microkystiques, des calcifications, et
leur vascularisation est constituée par un réseau dense de capillaires fins et ramifiés, dite

« endocrinoide ».

D'autres cellules tumorales n’ont pas un morphotype oligodendroglial typique. Certaines ont
un noyau plus volumineux avec un nucléole éosinophile tandis que d’autres ont un noyau allongé.
Ces cellules doivent rester peu nombreuses. Dans le cas contraire il faut envisager selon I’OMS, le

diagnostic de tumeur mixte oligo-astrocytaire.

Il n’existe pas de marqueur immunohistochimique spécifique des cellules
oligodendrogliales. L’anticoprs anti-GFAP soulignera également la gliose astrocytaire réactionnelle,
constituée d’astrocytes réguliérement répartis en damier, qui se développe lors de toute agression du

systeme nerveux central, quelle que soit sa cause.

Figure 8 : Oligodendrogliome a) néovascularisation fine (HPS, x100), b) contingent oligodendroglial formé de

cellules rondes avec un halo clair péri-nucléaire (HPS, x400).
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Les oligodendrogliomes de grade Il ne sont composés que de CTI monomorphes dont la

densité est faible. Des atypies nucléaires et des mitoses occasionnelles peuvent étre observeées.

Les oligodendrogliomes anaplasiques se composent généralement de CTI avec une
composante de TT. Les cellules tumorales conservent des caractéres oligodendrogliaux mais
peuvent montrer des variations morphologiques. Les oligodendrocytes mini-gémistocytiques ou
gliofibrillaires sont fréquents. La vascularisation est caractéristique, composée de petits capillaires
ramifiés. Des zones de nécrose, notamment avec des aspects palissadiques périphériques, peuvent

étre observées, comme dans les glioblastomes (tableau 4).

. . Différen- Densité Atypies Activité . Prolifération
Oligodendrogliomes o . ypI - Nécrose :
ciation cellulaire nucléaires mitotique vasculaire
. o . occasionnelle non
Grade Il bien modérée +/- marquées absente

(<5 mitoses)  (ou peu)

anaplasie .
possible,
Grade 111 focale ou augmentee présentes nombreuses  possible e
. proéminente
diffuse

Tableau 4 : Grading OMS 2007 des oligodendrogliomes (les mitoses sont exprimées pour 10 champ a fort
grossissement).

I1. 5. ¢) Les gliomes mixtes

Les auteurs de I’AFIP soulignent que la plupart des astrocytomes et des oligodendrogliomes
sont phénotypiquement mixtes ou hybrides par rapport a leur composition cytologique (5).
Rarement il apparait deux populations distinctes histologiquement et géographiquement présentant
des caracteres oligodendrogliaux ou astrocytaires. Les termes de gliome mixte et
d’oligoastrocytomes sont utilisés pour définir des tumeurs avec tous les degrés de différenciation
astrocytaire, oligodendrogliale ou bien lorsque les cellules ont une morphologie hybride oligo-

astrocytaire. Le grading OMS de ces tumeurs est présenté dans le tableau 5.

Oligo- Di_ffé_ren- DensiFé Atypi_es Acti\_/ité NéCrose Proliféra?ion
astrocytomes ciation cellulaire nucléaires mitotique vasculaire
Grade Il bien modérée occasionnelles rare non non
Grade Il moyennement augmentée présentes nombreuses non possible
Grade IV peu élevée marquées nombreuses oui oui

Tableau 5 : Grading OMS 2007 des oligo-astrocytomes.
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IL. 5. e) Référentiel gliomes diffus de I’adulte

Des algorithmes décisionnels ont été proposes pour les gliomes de bas grade et de haut

grade, sur la base de la classification OMS (figures 9).
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I1. 5. d) Les tumeurs glioneuronales

Figures 9 : Algorithmes diagnostiques pour
les gliomes de bas et de haut grade, pour
les gliomes de grade Il (en haut) et les
gliomes de grade Il et IV (en bas) (8).

Les gangliogliomes sont des TGN qui se développent préférenticllement chez 1’enfant ou

I’adulte jeune, qui sont bien limitées et le plus souvent de grade | (figure 10). Ils peuvent

exceptionnellement se transformer en tumeur de grade Il (gangliogliome anaplasique) lors

d’apparition de critéres d’anaplasie dans le contingent glial. Des critéres de grade II ont été

suggerés, mais ne sont pas encore établis (3). En raison de ce risque méme trés faible de

transformation, ce type de tumeur fait partie des diagnostics différentiels des tumeurs gliales chez

I’enfant et I’adulte jeune.
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Ces tumeurs de croissante lente sont composées de cellules gliales tumorales avec des
cellules ganglionnaires matures tumorales (5). Le composant glial est variable, mais constitue le
contingent cellulaire proliférant. 1l peut contenir des cellules retrouvées dans les astrocytomes
fibrillaires, les oligodendrogliomes ou les astrocytomes pilocytiques (3). Les fibres de Rosenthal et
les corps granuleux éosinophiles sont présents dans de nombreux cas. Les neurones dysplasiques
sont caractérisés par une perte d’organisation architecturale, une localisation anormale (Sous-
corticale), des regroupements en amas, une cytomégalie et des corps de Nissl agréges. Des neurones
bi- ou multinucléés sont fréquents (> 50% des cas). Le contingent neuronal, indispensable au
diagnostic de gangliogliome, est parfois peu abondant et doit étre recherché attentivement sur des
recoupes, notamment dans les cas présentant des corps granuleux. Une matrice fibrillaire peut étre
proéminente et contenir des cavités microkystiques ou une substance mucoide. Les mitoses sont
occasionnelles. La nécrose est absente. Seul le contingent glial peut présenter une progression
maligne. On peut observer des calcifications, des infiltrats lymphoides autour des espaces
vasculaires voire au sein du parenchyme cérébral ou tumoral. 1ls peuvent infiltrer la leptoméninge

en regard, sans pour autant avoir un caractére agressif.

En immunohistochimie, le contingent neuronal exprime NeuN, une protéine
neurofilamentaire (NF) et la synaptophysine. Il n’est pas connu de marqueur pour différencier les
neurones dysplasiques des neurones non tumoraux résiduels, mais CD34 serait exprimé par les
neurones dysplasiques dans 70 a 80% des gangliogliomes, surtout en localisation temporale. Le
contingent glial est le plus souvent de type astrocytaire, marqué par la GFAP. L’expression de la

p53 est corrélée avec le potentiel agressif. L’index Ki67 est situé entre 1 et 3 % (3).

Les DNET sont des tumeurs mixtes glioneuronales se développant durant I’embryogénése, de
localisation plutdt supra-tentorielle. L’aspect histologique des DNET est polymorphe. Trois
composantes histologiques y sont observées : 1’élément glio-neuronal, la dysplasie corticale et les
nodules gliaux. Cette tumeur est strictement bénigne et non évolutive, sauf a type d’hématome ou

d’infarctus hémorragique intra-tumoral (7).

Les tumeurs glioneuronales malignes ne sont pas reconnues par la classification OMS, mais
sont identifiées comme rares par I’AFIP (5), difficiles a classer et pouvant étre confondues avec des
glioblastomes (7,11). Cette entité est definie dans la classification de I’hopital Sainte-Anne comme
la présence d’une différenciation neuronale repérée a I’aide de I’immunohistochimie, au sein de
gliomes malins présentant :

- un aspect histologique inhabituel : notamment en cas de présence d’une double composante

tumorale astrocytaire et oligodendrogliale formant des foyers distincts,
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- et/ou un aspect radiologique atypique : présence d’une composante « charnue » prenant le

contraste, en hypersignal T2 et refoulant les structures environnantes.

En effet certaines cellules tumorales, d’aspect non neuronal, exprimeraient NF et/ou la
synaptophysine. Ces tumeurs seraient assez fréquentes (20% des glioblastomes), et de mauvais

pronostic.

Figure 10 : Gangliogliome a) contingent neuronal (HPS, x200), b) contingent neuronal avec infiltrat lymphoide
péri-vasculaire (HPS, x200).

IL. 5. e) Classification de I’Hbpital Sainte-Anne

La classification de 1’ Hbpital Sainte-Anne découle de I’étude de biopsies stéréotaxiques
étagées systématiques le long des trajets biopsiques, et de I’imagerie. Elle n’est pas reconnue par
I’OMS. Elle distingue parmi les gliomes de I’adulte, 3 catégories histologiques: les

oligodendrogliomes ou oligo-astrocytomes de grade A ou de grade B, et les glioblastomes (7).

Le grading des oligodendrogliomes est base sur la prise de contraste et I’hyperplasie des
cellules endothéliales, définie par une hyperplasie endothéliale de tous les capillaires dans au moins
un champ au faible grossissement (objectif 10), et par la présence ponctuelle de noyaux de cellules
endothéliales jointifs. On distingue :

- le grade A : absence d’hyperplasie endothéliale et de prise de contraste,

- le grade B : présence d’une hyperplasie endothéliale et/ou d’une prise de contraste.

Les oligo-astrocytomes selon cette classification incluent les tumeurs a composante
astrocytaire et oligodendrogliale, et les astrocytomes gémistocytiques puisque la classification OMS

tolere la présence de 20% d’oligodendrocytes tumoraux dans ces tumeurs.

Les glioblastomes multiformes sont définis avec les mémes critéres de base que ceux de

I’OMS, en définissant les CTI de GBM comme indifférenciées, a cytoplasme peu ou non visible,
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sans expression de la GFAP, a noyau oblongue, & membrane nucléaire peu visible et ne comportant

généralement pas d’amas chromatiniens.

Il. 6. VOIES DE SIGNALISATION et MARQUEURS MOLECULAIRES dans les
GLIOMES INFILTRANTS ET NON INFILTRANTS

L’absence de marqueur fiable de 1’oligodendrocyte tumoral et le caractere subjectif du
grading OMS rendent nécessaire 1’utilisation de marqueurs complémentaires afin d’améliorer la
classification des gliomes. En ce sens les examens de biologie moléculaire deviennent de plus en
plus importants. Ils peuvent avoir une valeur diagnostique, pronostique, ou étre prédictifs de la

réponse a certains traitements.

Ces examens sont réalisés a partir de prélevements tissulaires (inclus en paraffine ou

congelés en tumorothéque) et sanguins.

I1. 6. @) Voies de signalisation

La voie Ras/MAPK (« Mitogen Activated Protein Kinase ») est, en général, activée par le
biais d’un récepteur membranaire, lui-méme stimulé par un facteur de croissance ou une cytokine
qui, sans entrer dans la cellule, va transmettre le signal extracellulaire a I’intérieur de la cellule
(figure 11). Les récepteurs membranaires ont la particularité d’avoir une activité enzymatique de
phosphorylation de résidus tyrosine, appelée activité tyrosine-kinase (TK) permettant I’activation
du récepteur par phosphorylation, et ainsi 1’activation d’une cascade de phosphorylations de
nombreuses protéines intra-cytoplasmiques qui sont généralement d’autres kinases. La voie
Ras/MAPK constitue, avec la voie PI3K (Phosphatidyl Inositol 3-Kinase)/AKT, une des voies de
transmission du signal les mieux connues aboutissant, a la mise en jeu de facteurs de transcription
capables d’activer des genes impliqués dans la prolifération cellulaire, mais aussi dans 1’invasion et

la migration cellulaires, I’angiogenése et la survie cellulaire.

Parmi les récepteurs de facteurs de croissance capables d’activer la voie Ras/MAPK, les
principaux sont ’EGFR et les autres membres de la famille HER (« Human Epidermal Receptor »),
le FGFR («Fibroblast Growth Factor Receptor »), I'IGFR (« Insulin-like Growth Factor
Receptor ») et le PDGFR (« Platelet Derived Growth Factor Receptor »). La voie Ras/sMAPK est
anormalement activée dans de nombreux cancers. Les mécanismes d’activation de cette voie sont

principalement ’activation de récepteurs membranaires tels que ’EGFR, mais aussi la survenue de
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mutations somatiques, notamment au niveau des proto-oncogenes codant pour les protéines Ras ou

Raf, qui constituent des cibles thérapeutiques potentiellement intéressantes (12).

L’autre grande voie de signalisation intracellulaire est la voie PI3K/AKT qui joue un role
important dans un certain nombre de fonctions cellulaires, notamment la régulation de la
glycogeneése, la régulation de la taille de la cellule, 1a migration, I’apoptose et la prolifération. Cette
voie peut étre activée, soit directement par activation du récepteur a activité TK, soit par
I’intermédiaire de la protéine Ras. Les connexions qui existent entre ces deux voies sont, en fait,
probablement plus complexes encore et font intervenir d’autres voies de signalisation intracellulaire

(figures 11 et 12) (12).

Les altérations génétiques rencontrées dans les gliomes de haut grade activent certaines

voies de transduction du signal ou entrainent une dérégulation du cycle cellulaire.

Ligand —_—

(EGF, TGFe, amphiréguline,
epiréguline...}
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Synthése protéique
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Figure 11 : Schéma général simplifié des voies de signalisation RAS/MAPK et PI3K/AKT, intimement interconnectées
(12).
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Figure 12 : Principales cibles des altérations genétiques dans les gliomes (en gris clair : gene suppresseur de tumeur,

en gris foncé : proto-oncogene) (13).

I1. 6. b) Marqueurs moléculaires valides

1. 6. bl) Codélétion 1p19q

La perte compléte des bras chromosomiques 1p et 19q est considérée comme un marqueur
diagnostique des oligodendrogliomes (et des gliomes a composante oligodendrogliale) (14, 15). Elle
est due a une translocation déséquilibrée t(1;19)(q10;p10). C’est également un facteur de bon

pronostic et/ou prédictif d’une bonne réponse a la chimiothérapie (15).

A Tinverse, les pertes partielles 1p/19q et les pertes complétes de 1’un ou de 1’autre bras sont
de pronostic généralement défavorable (15). Cette divergence est fonction des critéres de sélection

des tumeurs, des techniques utilisées et des loci analysés sur les chromosomes.

Les tumeurs astrocytaires présentent une perte d’hétérozygotie assez fréquente (25 a 40%)
pour le bras 19q¢, mais la perte 1p/19g compléte est un événement rare (moins de 10%) (16). Une
étude a montré que 11% des astrocytomes de grade Il et 23% des astrocytomes de grade Il
présentent une perte partielle 1p36 (17). De rares patients atteints d’un glioblastome avec une perte
1p/19q ont une meilleure survie (18,19). Une autre équipe a montré qu’il n’y avait pas d’association
significative entre la présence ou 1’absence des pertes 1p ou 19q et la survie dans les astrocytomes

pilocytiques (19).

Les tumeurs glioneuronales malignes avec un contingent oligodendroglial présentent
également des pertes 1p et/ou 19q dans 71% des cas (20). Dans les gangliogliomes, aucune

altération concernant 1p et 19q n’a été rapportée (21).
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L’internexine-alpha (INA), un filament intermédiaire exprimé dans les neurones, est
surexprimée dans de nombreux gliomes, notamment les oligodendrogliomes mais peu ou pas dans
les astrocytomes pilocytiques et les glioblastomes. La surexpression de I’'INA est fortement liée a la
perte 1p/19q et représente un marqueur de bon pronostic et prédictif d’'une bonne réponse a la

chimiothérapie (22).

1. 6. b2) EGFR

La surexpression du facteur de croissance EGF (« Epidermal Growth Factor ») et de ses
récepteurs (comme EGFR) joue un réle dans la progression tumorale par I’intermédiaire, entre
autres, de I’activation de voies de transduction du signal utilisant Ras ou AKT (16). Des niveaux
¢levés d’EGFR peuvent étre induits par une amplification du géne, une surexpression, des
mutations activatrices ou une activation par des facteurs de croissance autocrines. Ces niveaux

¢levés d’EGFR jouent un réle dans la tumorigénicité et sont associes a un pronostic défavorable.

L’EGFR est un récepteur TK transmembranaire. 1l est codé par le proto-oncogene c-erbB1
(chromosome 7). Différents ARNmessagers (ARNm) de ’EGFR, résultant d’un épissage alternatif,
codent différentes isoformes protéiques (figure 13). Le variant 1 (28 exons) code le récepteur entier
a ’EGF ou isoforme a ou HERL. Il se compose d’une région intracellulaire, d’une région
transmembranaire et d’une région extracellulaire (figure 13). La partie intracellulaire comporte un
domaine TK. La partie extracellulaire se divise en quatre domaines :

- | : domaine de liaison a ’EGF,
- Il : domaine riche en cystéines,
- 1ll : domaine de liaison a I’EGF,

- IV :domaine riche en cystéines.

Les variants 2, 3 et 4 codent respectivement les isoformes b, ¢ et d de ’EGFR correspondant
a des récepteurs tronques et a priori solubles, composes d’une partie extracellulaire du récepteur et
dépourvus de domaine transmembranaire et TK intracellulaire (23). Les différentes isoformes sont

identiques sur les 403 premiers acides aminés.

Il existe également une isoforme formée par clivage de ’EGFR (PI-sEGFR), ayant une
séquence identique au domaine extra-cellulaire, qui serait produite aprés fixation du ligand sur
I’EGFR. En effet le clivage protéolytique est un processus commun de régulation des protéines
transmembranaires. Ce clivage peut étre induit par la voie de la PKC suite a la phosphorylation du

récepteur, soit par des metalloprotéases (24,25).
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Figure 13 : Schéma récapitulatif des variants et des isoformes de I’EGFR (26).

Un variant muté, le variant vIll (délété pour les exons 2 a 7 du domaine extra-cellulaire) a
été observe dans 20 & 50% des glioblastomes. Ce variant mutant code une protéine ayant perdu le
domaine de liaison au ligand, mais avec une activité TK constitutive ce qui stimule la voie de
transduction du signal en permanence et augmente son pouvoir tumorigéne en favorisant la

prolifération cellulaire (16).

L’EGFR est activé lors de la fixation d’un de ses ligands. Plusieurs ligands sont connus :
I’EGF, le TGFa (« Transforming Growth Factor a »), I’Amphiréguline, la B-celluline, HB-EGF
(« Heparin-Binding EGF ») ou I’Epiréguline. Dans le cerveau, le TGFo pourrait induire la
dedifférenciation des astrocytes en cellules progénitrices puis en cellules souches en agissant
comme un mitogene (27). La fixation du ligand EGF peut induire la phosphorylation des résidus
tyrosine en position 845, 992, 1068 et 1173 de I’EGFR dans des lignées cellulaires de glioblastomes
(28). 1l a egalement été montré que la transactivation de ’EGFR par HSP90a extracellulaire

favorise la migration de cellules de glioblastome (29).

La fixation de 1’un de ces ligands sur ’EGFR (isoforme a) entraine une dimérisation de ce
dernier. 1l s’agit soit d’une homodimérisation, soit d’une hétérodimérisation. Cette dimérisation
induit, par phosphorylation, I’activit¢ TK du domaine intracellulaire, déclenchant alors 1’activation
des deux principales voies en aval : Ras-MAPK et PI3K-AKT (30).
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Les isoformes b, ¢ et d sont des récepteurs tronqués, « solubles », dont I’action a été peu
étudiée (31). Ces isoformes moduleraient 1’action de récepteurs transmembranaires comme I’EGFR.
Les mécanismes d’action possibles sont variés et dépendent du récepteur considéré, de 1’activité
catalytique propre de chaque récepteur soluble et de leur capacit¢ d’ancrage au niveau de la
membrane plasmique. En effet, I’isoforme d posséde un motif d’ancrage pour le GPI (Glycosyl-
Phosphatidyl-Inositol), qui est un phospholipide situé dans le feuillet externe de la membrane

plasmique et qui peut servir de structure d’ancrage a des glycoproteines.

Les récepteurs « solubles » peuvent agir par compétition reversible ou irréversible avec le
ligand, ou au moment de la dimérisation. L’interaction des différents récepteurs peut alors entrainer

une inhibition ou une activation de la voie concernée.

Basu et coll. ont isolé un récepteur tronqué de ’EGFR de 100 kDa qui contient le domaine
de liaison & I’EGFR mais pas le site catalytique intracellulaire. Ils montrent que ce récepteur de 100
kDa est responsable d’une inhibition du récepteur a I’EGFR (isoforme a), non pas par compétition

au niveau de la liaison avec le ligand, mais par hétérodimerisation avec I’isoforme a (30).

Le transcrit EGFR variant 3 et la protéine qu’elle code ont été étudiés par Reiter and al. Ce
variant code une protéine tronquée, I’isoforme c, constituée de la partie extracellulaire de 1’isoforme
a comprenant le site de liaison a I’EFGR mais ayant perdu le domaine transmembranaire et
intracellulaire avec 1’activité TK. L’isoforme c serait reconnue par des anticorps anti-EGFR dirigés
contre la partie du domaine extracellulaire commune aux isoformes a et ¢ (32). Cette isoforme a été
détectée dans le placenta, dans des cultures de fibroblastes, dans le sang et dans les urines. Elle
correspond a une forme tronquee soluble capable de se lier a des ligands de ’EGFR, notamment au
TGFa. Lorsqu’elle est fixée, cette isoforme pourrait alors constituer des hétérodimeres avec
I’isoforme a et moduler I’activit¢ de ’EGFR. Cette modulation ne semble pas liée a une
compétition vis-a-vis du ligand mais bien a une interaction entre les différentes isoformes de
I’EGFR. L’isoforme c a par ailleurs ét¢ mise en évidence dans des cerveaux de rat et plus
spécifiquement au niveau d’astrocytes. Elle aurait un réle dans le contrdle de la prolifération
cellulaire et dans la différenciation. De plus, en concentrations variables selon les tissus et au cours
du développement, notamment pendant I’embryogénése, les différentes isoformes solubles auraient

vraisemblablement une activité régulatrice envers 1’isoforme a.

L’amplification de I’EGFR est fréquemment associée avec une perte du chromosome 10, et
des délétions et/ou mutations de CDKN2A. L’amplification de I’lEGFR est en revanche rarement

associée a une mutation de TP53 et ces deux voies de progression tumorale semblent exclusives
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I’une de I’autre. L’amplification de I’EGFR est fréquente dans 40 a 60 % des glioblastomes de novo
et s’observe dans 15 a 20% des oligodendrogliomes et astrocytomes de grade Ill. C’est une
anomalie d’intensité variable, de quelques copies a des milliers pour chaque cellule. Mais la valeur
pronostique de cette amplification n’est pas démontrée, en dehors de quelques sous-populations de
patients. Il n’existe pas toujours de corrélation entre la surexpression de la protéine en
immunohistochimie et I’amplification du gene. Cependant, il a ét¢é montré que dans les
glioblastomes, une forte expression de ’EGFR était fortement prédictive d’une amplification du
gene (33,34).

Dans les gangliogliomes, I’altération la plus fréquente est un gain du chromosome 7, sans

amplification de ’EGFR, sans expression anormale de I’EGFR, ni mutation TP53 ou PTEN (3).

Il. 6. b3) TP53

La voie des MAPK est également régulée par un gene suppresseur de tumeur, TP53, qui
inhibe le cycle cellulaire. Les mutations de TP53 conduisent a la formation d’une protéine p53
anormale qui s’accumule dans le noyau et devient détectable en immunohistochimie. La
dérégulation de p53 compromet l'apoptose habituellement déclenchée par toute altération du
génome. Les mutations de TP53 concernent environ 50% des cancers et, dans les tumeurs ou le
géne n'est pas muté, il existe fréquemment une altération fonctionnelle de la protéine. De trés
nombreuses mutations ont été décrites dans les tumeurs gliales. Ces altérations sont fréquentes dans
les tumeurs astrocytaires (grade Il et 1), les glioblastomes secondaires et seraient un facteur de
progression maligne des gangliogliomes (3,35,36). Des études sur des séries de gliomes
pédiatriques de grade I et II n’ont pas mis en évidence de mutation de TP53 (37). Mais il n’y a pas
de mutation spécifique aux gliomes, et elles ne sont pas recherchées en pratique diagnostique
courante. Par contre, I’immunohistochimie anti-p53 peut remplacer (dans une certaine mesure) la

mise en évidence des mutations de TP53.

Dans les grades 11, les mutations de TP53 et la perte 1p19q s’excluent mutuellement, sauf
exception. Il est classiqguement admis que les tumeurs de grade Il avec mutations de TP53 ont un

moins bon pronostic que celles présentant une perte 1p19q (38).

I1. 6. b4) Mutations des genes des IDH (lIsocitrate Déshydrogénase)

C’est un marqueur diagnostique et de bon pronostic pour les gliomes infiltrants de grade 11

et 111, et les glioblastomes secondaires.

Il a été rapporté¢ dans les gliomes des mutations du geéne de I’isocitrate déshydrogénase

(IDH). 11 existe 3 enzymes (IDHI, 2 et 3). La fonction d’IDH1 (située dans le cytoplasme et les
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péroxysomes) est mal connue. IDH2 serait impliquée dans la production d’énergie (mitochondrie)
et dans la défense cellulaire contre le stress oxydatif. Les mutations les plus fréquemment
retrouvees dans les gliomes sont R132H (pour IDH1) et R172K (pour IDH2). Les mutations
d’IDH1 et d’IDH2 sont exclusives 1’'une de 1’autre, et entrainent une réduction de I’activité
enzymatique de la protéine correspondante. Les mutations d’IDH1 favoriseraient I’augmentation du
facteur transcriptionnel HIF1a (« Hypoxia Inducible Factor ») impliqué dans la croissance tumorale
en hypoxie (39) et dans la promotion de I’angiogenése via BDNF (« Brain Derived Growth
Factor ») et son récepteur TrkB (« Tropomyosin receptor kinase B ») (40). De plus ces mutations ne

sont pas associées a une amplification de ’EGFR (35,41).

Le mécanisme de tumorigenése via ces mutations est encore peu connu (42). Aucune donnée
publiée dans la littérature ne permet d'expliquer la meilleure survie des patients dont les tumeurs

sont porteuses de ces mutations (39).

Le taux de mutation d’IDH1 dans les astrocytomes pilocytiques est trés faible (42). Il est
respectivement de 70% et 50% dans les tumeurs astrocytaires de grade Il et 111, de 72 a 100% dans
les oligodendrogliomes et rare dans les glioblastomes primaires (5%) (35). Un travail portant sur les
gangliogliomes a retrouvé 8% de mutations d’IDH1 et 8% de mutations silencieuses ou non-sens
d’IDH2 (43). Une série japonaise de gliomes n’a pas mis en évidence de mutation IDH dans les

astrocytomes pilocytiques ni dans les gangliogliomes (44).

Il. 6. b5) BRAF

Des réarrangements du géne BRAF ont été décrits dans les astrocytomes pilocytiques
sporadiques mais pas dans ceux associés a une neurofibromatose de type 1 (45). Ceci témoigne du
role de la voie de signalisation des MAPK dans la tumorigenése des astrocytomes pilocytiques. En
effet B-Raf est I’isoforme de Raf dans les cellules nerveuses, et I’activation de la voie des MAPK
existerait dans 82% des astrocytomes pilocytiques (et dans 100% des astrocytomes pilocytiques de
la fosse postérieure). Ces altérations du géne BRAF peuvent étre de différentes natures :

- la mutation V600E de BRAF a été retrouvée dans 9% des astrocytomes pilocytiques, 18% des
gangliogliomes de grade | mais elle est quasi-absente dans les glioblastomes (46),

- une duplication en tandem en 7934 formant un gene de fusion KIAA1549-BRAF entrainant
I’activation constitutive de B-Raf et donc de la voie des MAPK a été retrouvée dans 60% a 70% des
astrocytomes pilocytiques et 36% des tumeurs glioneuronales de bas grade (42,47,48),

- une duplication en tandem en 3p25 (2% des astrocytomes pilocytiques) produisant un géne de
fusion incluant I’oncogéne RAF1 (entrainant ’activation constitutive du domaine kinase de Raf)
(42,47,49).
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A I’inverse, une autre équipe a mis en évidence la mutation BRAF V600E dans 25% des cas
d'une série de gliomes pédiatriques de grades Il a 1V, sans mise en évidence du géne de fusion
KIAA1549-BRAF (37).

Une équipe a montré que 1’expression de B-Raf (avec activation constitutive du domaine
kinase) serait suffisante pour induire la formation d’astrocytome pilocytique dans des cellules

nerveuses progeénitrices de souris (50).

La présence ou I’absence d’altération de BRAF n’aurait pas d’influence sur la survie. La
présence du transcrit de fusion KIAA1549-BRAF peut avoir une utilité diagnostique, mais la valeur
pronostique et la signification thérapeutique de ces altérations restent a déterminer (42,48,51).

Il. 6. b6) MGMT (Og-méthylguanine-DNA méthyltransférase)

Le gene de la MGMT est localisé sur le chromosome 10026 et code une protéine de
réparation de I’ADN (Acide Désoxyribonucléique), qui répare les lésions induites par des agents
alkylants. En effet I’alkylation induit une cytotoxicité et 1’apoptose, mais 1a MGMT excise ces
groupes alkyles en position Og de la guanine pour éviter I’apoptose. Or une concentration élevée de
MGMT inhibe I’action thérapeutique des agents alkylants utilisés en chimiothérapie et contribue a
I’échec de ce traitement. La méthylation du promoteur de la MGMT est responsable d’une
inactivation de I’enzyme, associée a une meilleure réponse aux traitements par agents alkylants

(ttmozolomide, Témodal®).

Environ 40% des glioblastomes et la majorité des oligodendrogliomes présentent une
inactivation de MGMT par hyperméthylation de son promoteur. Une large étude a démontré une
meilleure survie pour les patients présentant un glioblastome avec méthylation du promoteur de la
MGMT et traités par radiothérapie et témozolomide par rapport a ceux traités par radiothérapie
seule (24% survie a 2 ans contre 15%). Cette méthylation aurait également une valeur prédictive
positive de réponse aux agents alkylants dans les grades Il et I1I. Il n’y a pas encore de technique de
référence pour la recherche du statut MGMT mais I’immunohistochimie semblerait intéressante
pour prédire la réponse au traitement. 11 n’existe cependant pas de corrélation fiable entre
I’expression de la protéine et la méthylation du promoteur, et I’expression de MGMT en immuno-
histochimie est difficile a analyser. Le STIC ECOM (phase rétrospective) a étudié quatre techniques
de biologie moléculaire analysant la méthylation du promoteur MGMT et I’immunohistochimie, et
a montré que la meilleure technique pour prédire la suivie globale et sans récidive dans une

population de patients atteints de glioblastome était le pyroséquencage (8).
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Il. 6. b7) Marqueurs de différenciation et de prolifération

Les cellules tumorales des gliomes et des tumeurs glioneuronales sont susceptibles
d’exprimer des marqueurs de cellules peu différenciées (marqueurs de cellules souches ou
progenitrices) tels que la nestine, Olig2, CD34, ou des marqueurs de différenciation astrocytaire
comme la GFAP, ou neuronaux comme NeuN, NF, synaptophysine. La chromogranine A est
exprimée le plus souvent par des neurones dystrophiques. L’anticorps Ki67 reconnait une protéine
exprimée lorsqu’une cellule est engagée dans le cycle cellulaire et dont 1’expression nucléaire

permet de définir un indice de prolifération corrélé au grade tumoral dans les gliomes (3).

I1. 6. ¢) Autres marqueurs moléculaires

1. 6.cl) PTEN

Le gene suppresseur de tumeur PTEN, codant pour une protéine phosphatase inhibitrice de
la voie de signalisation PI3K/AKT, est aussi la cible de mutations inactivatrices dans les gliomes.
PTEN est muté dans 15 a 40% des glioblastomes, le plus souvent des glioblastomes primaires, mais
moins de 2% ont une délétion homozygote. Plus 80 mutations de PTEN ont été détectées.

L’association de la forme mutée EGFRvIII avec la perte de PTEN induit la transformation
de précurseurs neuraux chez la souris, alors que séparément, ces anomalies n’ont pas d’effet

tumorigéne (52).

1. 6. c2) CDKN2A

ARF ARF
4 4

La protéine pl est un des produits du locus CDKNZ2A. La liaison de la protéine pl
avec la protéine MDM2 induit une stabilisation des protéines MDM2 et p53. Cette stabilisation
provoque une augmentation des taux de p53 et un arrét du cycle en phase G1 et G2/M (53). La voie

p53 /p21 IMDM2 /p14ARF est altérée dans 87% des glioblastomes (54).

Les genes CDKN2A et CDKN2B, situés en 9p21, codent respectivement les protéines
p16™K4 ot p15™K® qui inhibent la formation des complexes cycline-CDK4/CDK6 et la
phosphorylation de la protéine RB1 (3,55). Leur surexpression entraine 1’arrét du cycle cellulaire.
Dans les gliomes, leur inactivation résulte dans la majorité des cas d’une délétion homozygote,
retrouvé dans 33% des glioblastomes et 24% des astrocytomes anaplasiques (56). D’autres
mécanismes, comme des mutations ponctuelles ou I’hyperméthylation des ilots CpG dans les
régions promotrices peuvent expliquer le défaut d’expression de pl6, observé dans 50% des

astrocytomes anaplasiques (3).
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La délétion homozygote de CDKN2A a été rapportée comme favorisant la progression de
certains oligodendrogliomes (57). Une autre étude suggere qu’une délétion homozygote de
CDKNZ2A associée a une activation de BRAF pourrait étre promotrice de malignité dans certains
astrocytomes pédiatriques (58). Une autre équipe a montré que 86% des glioblastomes avaient des
altérations de CDKN2A et que la majorité des glioblastomes présentait une inactivation de la voie
pl6/cdk4/cyclineD1/pRb (59).

I1. 6. c3) Neurotrophines et récepteurs des neurotrophines

D’autres récepteurs TK pourraient intervenir dans 1’oncogenése des gliomes comme les
récepteurs des neurotrophines. Les neurotrophines sont des facteurs essentiels pour la croissance, la
survie et la différenciation des neurones. Elles regroupent le « Nerve Growth Factor » (NGF), la
NeuroTrophine 3 (NT3) et le BDNF. Il existe 2 types de récepteurs des neurotrophines :

- de haute affinité: Trk A, B et C (« Tropomyosine receptor kinase ») impliqués dans
I’activation de voies de survie et de différenciation cellulaire et dont les ligands sont respectivement
NGF, BDNF et NT3,

- de faible affinité : p75"'" (« p75 NeuroTrophin Receptor ») impliqué dans la survie et la mise
en route de signaux apoptotiques et dont les ligands sont le pro-NGF et le pro-BDNF (forme

immature des neurotrophines).

La forme mature des neurotrophines est associée a la survie cellulaire en agissant sur leurs
récepteurs TK. La forme immature induit un signal de mort, dépendant de p75"™® et de son
corécepteur, la sortiline. Les genes du NGF et de la sortiline sont localisés sur le bras court du
chromosome 1 et il serait donc possible qu’ils soient impliqués dans I’oncogenése gliale. De plus, la
présence d’une surexpression de BDNF dans les gliomes indique que cette neurotrophine pourrait

étre impliquée dans la tumorigenése de ces tumeurs (60).

Par ailleurs, des interactions entre les récepteurs des neurotrophines et ceux de I’EGF ont été
mises en évidence mais différent selon les types cellulaires étudiés. Ainsi, une transactivation de
TrkB et EGFR a été détectée dans des cellules de carcinome ovarien (61). A I’inverse, 1’activation
de TrkA par le NGF diminue Dexpression d’EGFR dans un modele de cellules de
pheochromocytome de rat (62), alors que la transactivation de ’EGFR par TrkA et NGF a été

décrite dans des monocytes humains (63).
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1. 7. HYPOTHESES ONCOGENETIQUES

Dans les gliomes, I’hypothése oncogénétique actuellement admise est la transformation de
cellules souches ou de cellules progénitrices qui auraient la capacité de s’auto-renouveler et de se
différencier (cellules pluri- ou multipotentes). Elles seraient donc capables d’engendrer les
différents types morphologiques des cellules tumorales au sein d’une méme tumeur (35). Ceci

pourrait expliquer la grande hétérogénéité cellulaire rencontrée dans les gliomes. Ce caractére

hétérogene rend leur classification histologique difficile et peu reproductible.

La mise en évidence de mutations IDH dans les gliomes de grade I, Il et les glioblastomes
secondaires mais pas dans les glioblastomes de novo, a permis de proposer 2 voies de

gliomageneése.

| Glial progenitor cells | |

Glial progenitor cells

| 1DH1 mutation (>85%)

Common precursor cells

l TP53 mutation (>65%)

l Loss 1p/19q (>75%)

| Diffuse astrocytoma |

| Oligodendroglioma |

Anaplastic
oligodendroglioma

Figure 14 : Classification histo-moléculaire et gliomagenese (64).

La gliomagenese IDH-dépendante, a 1’origine de plus de 85% des gliomes infiltrants de

grade Il. La cible pourrait étre un précurseur glial. En fonction des altérations moléculaires

concernant TP53 et 1p19q, on distingue :
- les gliomes IDH"/p53/perte 1p19q, rares.

EGFR amplification (~35%) l’
TP53 mutation (~30%) Anaplastic
PTEN mutation (~25%)

NF1 alteration (~20%) geliocyiomd
LOH 10p (~70%)

LOH 10q (~70%) LOH 10q (>60%)

Primary Secondary
glioblastoma Glioblastoma

- les gliomes IDH"/p53*/perte 1p19q, le plus souvent de phénotype astrocytaire,

- les gliomes IDH*/p53 /perte 1p19q", le plus souvent de phénotype oligodendroglial.

Ces différents sous-types n’ont pas été analysés dans les grades III (38).



La gliomagenese IDH-indépendante, dont le précurseur glial n’est pas connu a ce jour, est
un groupe hétérogene comprenant :
- les grades Il triples négatifs (IDH/p537/codél1pl9q’), de pronostic plus péjoratif,

- les gliomatoses primitives.

Les glioblastomes de novo dériveraient de la transformation maligne d’une cellule souche
neurale. Quatre sous-types ont été décrits en fonction des altérations génétiques (65) :
- glioblastomes classiques, avec amplification de I’EGFR,
- groupes proneural et neural : souvent IDH1*/p53*/amplification PDGFRa",

- glioblastomes mésenchymateux, avec altérations NF1, délétions de PTEN et CDKN2A.

Il. 8. PRONOSTIC ET PRISE EN CHARGE

I1. 8. @) Pronostic

Le pronostic est déterminé par un ensemble de parameétres relatifs a la tumeur (type, taille,
éventuelle extension controlatérale, grade, opérabilité, anomalies moléculaires (perte 1p19q,
mutations IDH et TP53)) mais également au patient (&ge, état cognitif, degré de handicap). Certains
facteurs moléculaires (comme la méthylation du promoteur du géne de la MGMT) ne sont pas
encore de pratique courante méme si leur impact pronostique est fortement suspecté (2). L’indice de

Karnofsky (IK), présenté en annexe 1, évalue 1’état fonctionnel et général du patient.

Pour les astrocytomes pilocytiques, le pronostic est favorable, surtout aprés exérese
complete. 1l en est de méme pour les DNET et les gangliogliomes de grade |, avec 84 % de survie a

5 ans si la chirurgie est compléte.

Pour les gliomes de grade Il : la médiane de survie évolue de 2 a 9 ans. Pour les gliomes de
grade Il : le pronostic est tres fortement influencé, indépendamment des facteurs cliniques et
radiologiques, par la perte 1p19q : si elle est présente, la médiane de survie est doublée (7 ans

versus 3 ans). Pour les glioblastomes, la médiane de survie se situe entre 10 et 17 mois.

I1. 8. b) Prise en charge (recommandations Haute Autorité Santé, 2010)

La prise en charge thérapeutique est définie en RCP et a pour objectif d’améliorer le
pronostic, mais également 1’état fonctionnel du patient. Cette prise en charge se fait en accord avec
le patient, et la personne de confiance le cas échéant, sur la base de I’avis rendu en RCP. La prise en

charge est présentée au patient au cours d’une consultation d’annonce et fait 1’objet d’un accord

a7



mutuel. La prise en charge thérapeutique peut faire appel a la chirurgie, a la radiothérapie et a la

chimiothérapie, diversement combinées.

Stratégies thérapeutiques :
- pour le glioblastome, le traitement de référence est une exérése chirurgicale large si possible,
suivie d’une radiothérapie et d’une chimiothérapie par témozolomide concomitante puis adjuvante
(protocole de Stupp). Pour les patients présentant un état général altéré (IK < 70), il n’y a pas de
traitement de référence, la stratégie thérapeutique est discutée en RCP.
- pour les autres gliomes : la stratégie thérapeutique est discutée en RCP. Il n’existe actuellement
pas de consensus pour la prise en charge. Pour les gliomes de haut grade, 1’exérése chirurgicale est

réalisée dans 75% des cas.

Néanmoins, si aucun consensus n’est bien défini, il existe des recommandations pour la
prise en charge des gliomes infiltrants de 1’adulte, proposées par certains réseaux de cancérologie.

IIs visent a guider les différents intervenants médicaux dans la prise en charge des patients.

Prise en charge chirurgicale. La chirurgie est généralement ’approche thérapeutique
initiale pour réduire le volume tumoral. En plus de son réle de confirmation histologique, elle
contribue a la qualité et a la durée de la survie, selon la localisation de la tumeur et les facteurs
cliniques du patient. Une chirurgie maximaliste ne doit pas aggraver 1’état fonctionnel du patient.
Elle n’est donc proposée qu’a condition de préserver sa qualité¢ de vie. La chirurgie éveillée a pour
objectif de préserver la fonctionnalité. Dans un certain nombre de cas, pour des raisons
topographiques, fonctionnelles ou encore liées a 1’état général du patient ou & son refus, une
chirurgie d’exérése n’est pas réalisable. Le type histologique présumé de tumeur est déterminant
pour choisir entre biopsie et exérese : pour un gliome de bas grade, la biopsie et I’exérése sont a
discuter. C’est la plupart du temps la résection chirurgicale qui est choisie en présence d’un foyer
circonscrit dans un lobe cérébral. Si la lésion est profonde, la biopsie stéréotaxique est retenue. Pour

un gliome de haut grade, I’exérese est préférée lorsqu’elle est possible.

L’étendue de la résection et la détermination de la maladie résiduelle sont évaluées dans les
24 a 72 heures suivant la chirurgie par la réalisation d’une IRM post-opératoire, ou a défaut d’une
TDM sans et avec injection. L’exérése est considérée totale en 1’absence de résidu tumoral visible.
Elle est dite sub-totale si le résidu tumoral post-opératoire est inférieur & 1,5 cm® et incompléte si le

résidu tumoral est supérieur & 1,5 cm?®,

Anatomie pathologique. Les prélevements examinés doivent étre représentatifs de la

tumeur et doivent intéresser, lorsqu’elles existent, les zones de prise de contraste. lls doivent
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permettre de poser un diagnostic anatomopathologique : détermination du type de tumeur et du
grade. L’examen extemporané peut étre réalisé si la réponse du pathologiste est déterminante pour
guider I’acte chirurgical. Les étalements cellulaires (smears) permettent de préciser la cytologie en
particulier lors de ’examen extemporané. Un fragment sera congelé dans de 1’azote liquide pour les
analyses de biologie moléculaire et pour constituer une tumorotheque. Un échantillon prélevé en
regard de la zone congelée sert de contréle. Un fragment peut étre fixé dans du glutaraldéhyde a
2,5% en vue d’une étude en microscopie €lectronique. Le reste des prélévements est fixé dans du
formol-zinc a 10% pour inclusion en paraffine. Aprés coupe, coloration standard et étude
immunohistochimique a visée diagnostique ou pronostique, le diagnostic et le grade des gliomes est
défini en fonction de la classification OMS. Les analyses moléculaires sont ensuite réalisées

(nécessité de prélevements sanguins concomittants au geste opératoire).

Radiothérapie. La radiothérapie peut étre post-chirurgicale, exclusive ou associée a la
chimiothérapie de maniére concomitante ou séquentielle. La radiothérapie post-chirurgicale est
débutée dans les 6 semaines suivant 1’intervention chirurgicale (délai le plus court possible). Elle est
focale (dirigée sur le volume tumoral avec une marge), conformationnelle (conforme a I’image), en
3 dimensions (utilise 1’imagerie (IRM, TDM) pour délimiter les volumes). Une aggravation du
tableau clinique peut s’observer au cours de la premiére semaine d’irradiation. Si I’indication de

radiothérapie est retenue, le schéma de traitement varie selon le grade du gliome.

Chimiothérapie. La chimiothérapie est fréquemment utilisée (tableau 6). Elle est le plus
souvent administrée par voie systémique (orale ou IV), et parfois par voie locale (implant

intracavitaire dans le temps opératoire).

Voie Molécules Modalités
d'administration d'administration
En continu (7 |7) pendant
la radiothérapie
ou en discontinu

Temozolomide

Vaie orale (5 tous les 28 {)
Lomustine En discontinu
Carmustine En discontinu

Voie infraveineuse
Fotémustine En discontinu

Mixte (selon les Protocole PCV

molécules) {procarbazine, lomustine, En discontinu
vincristine)
Implant intracavitaire Carmustine Unique, peropératoire

Tableau 6 : Principales chimiothérapies utilisées dans le traitement des gliomes.
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Le témozolomide est converti spontanément en un métabolite actif, le 5-(3-méthyl)-1-
triazen-1-yl-imidazole-4-carboxamide (MTIC). Cette molécule est administrée par voie orale et
présente une excellente pénétration dans le tissu cérébral et le liquide cérébrospinal. La conversion
spontanée du témozolomide en MTIC produit un composé capable de méthyler ’ADN. La
formation de Og-méthylguanine est responsable de mésappariements des bases au sein de I’ADN, et
en cas de déficience du systéeme cellulaire de réparation des mésappariements, entraine 1’apoptose
de la cellule concernée. La connaissance du statut MGMT permettrait donc de choisir entre la
radiothérapie seule et la radiothérapie combinée au témozolomide. Il serait également important
dans le choix de Il’utilisation ou non d’alkylant autre que le témozolomide (carmustine,

procarbazine,...).

Corticothérapie. Les corticoides oraux ou parentéraux sont fréquemment utilisés en neuro-
oncologie. Ils agissent essentiellement sur I'cedéme péritumoral. Par ce biais, ils permettent une
réduction de I'HTIC et une amélioration fonctionnelle rapide (réduction des déficits et des crises
comitiales). Mais il existe de nombreux effets indésirables (aspect cushingoide, myopathie,
complications psychiatriques, diabete cortico-induit, ostéoporose, ostéonécrose aseptique des tétes

fémorales ou parfois humérales, hémorragies et perforations digestives, syndrome de sevrage, etc.).

Traitement antiépileptique. Un traitement antiépileptique est nécessaire a titre
prophylactique pendant la période péri-opératoire et chez les patients ayant présenté une crise
inaugurale ou continuant a souffrir de crises itératives. Sauf exception, il n'est pas indiqué au long
cours chez les patients dont I'histoire ne comporte aucune crise. Le choix du traitement utilisé ne
présente pas de spécificité ; les médicaments les plus fréquemment utilisés en premiere intention
sont le lévétiracétam (Keppra®), l'acide valproique (Dépakine®), la lamotrigine (Lamictal®) et la
carbamazepine (Tégrétol®) en monothérapie. En cas de chimiothérapie envisagée, on privilégiera

les agents non inducteurs enzymatiques. 1ls nécessitent une surveillance des effets indésirables.

Autres traitements symptomatiques. Divers traitements peuvent étre nécessaires au cours
de I'évolution d'une tumeur cérébrale : antidépresseurs, anxiolytiques, anticoagulants, antalgiques,
antiémetiques, protecteurs gastriques, anti-cedémateux autres que les corticoides (Mannitol®,
Diamox®).

Prise en charge globale. La prise en charge globale des patients tient compte a la fois du
patient et de son entourage. Elle intégre également, en raison du pronostic défavorable a court

terme, une possible prise en charge palliative d’emblée.

50



I1. 8. ¢) Suivi et évaluation de la réponse aux traitements

Le suivi varie selon le grade tumoral : environ tous les 6 mois pour un gliome de bas grade,
de I’ordre de 2 a 3 mois pour les gliomes de haut grade. Le suivi repose sur 1’examen clinique et
I’IRM cérébrale, pour évaluer la réponse aux traitements et rechercher d’éventuelles complications.
Le principal critére d’évaluation est la taille de la prise de contraste. Des aspects d’augmentation de
taille de la tumeur & I’'IRM dans les suites immédiates (généralement moins de 3 mois) de protocole
Stupp peuvent exister sans qu’il n’y ait de progression tumorale véritable. Ce phénomeéne est
dénommé pseudo-progression. Le diagnostic différentiel avec une récidive tumorale authentique est
difficile, et un avis RCP est demandé. Le suivi est alors souvent plus rapproché. Devant un tableau
de dégradation clinique, brutal ou progressif, la décision de changement ou d’interruption des

traitements oncologiques doit étre précédée d’une évaluation clinico-radiologique.

Le suivi a distance par IRM a pour but de dépister les récidives, les transformations et

éventuellement les radio-nécroses apres radiothérapie.

I1. 8. d) Traitement des récidives

Lors de rechute, la chimiothérapie peut étre locale (Gliadel® si ré-intervention chirurgicale)
ou systémique. La chimiothérapie systémique dépendra du type tumoral. L’abstention thérapeutique

et/ou les soins palliatifs pourront également étre discutés.

I1. 8. e) Traitements expérimentaux

Le traitement des gliomes diffus reste decevant malgré les progres significatifs de la
chirurgie, de la radiothérapie et des chimiothérapies cytotoxiques. L’échec de ces traitements
s’explique par le caractére trés infiltrant de ces tumeurs limitant I’efficacité des thérapies locales, et
leur résistance intrinséque a la radiothérapie et aux chimiothérapies cytotoxiques. Depuis quelques
annees, de nouvelles approches thérapeutiques se sont développees. Les gliomes de par leur
biologie constituent des tumeurs candidates aux thérapies moléculaires ciblées. En effet, I’activation
des voies PDGFR et EGFR dans les gliomes a conduit a évaluer I’efficacité de plusieurs agents

inhibant I’activité tyrosine kinase des récepteurs membranaires de ces facteurs de croissance.

Ainsi, I’imatinib (Glivec®) qui est un inhibiteur de 1’activit¢ TK du PDGFR, le gefitinib
(Iressa®) et ’erlotinib (Tarceva®) qui sont des inhibiteurs oraux des domaines TK de I’EGFR ont
fait ’objet d’essais thérapeutiques en monothérapie ou en association dans les gliomes malins en
récidive. Les résultats sont a ce jour décevants avec un taux de réponse globalement inférieur a
15%. L’échec des traitements anti-EGFR pourrait s’expliquer par une diffusion insuffisante de ces

traitements au sein de la tumeur, par une activation concomitante de multiples récepteurs a TK
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distincts de I’EGFR, ou, de I’activation de la voie des RTK qui ne passe pas par une stimulation au
niveau du récepteur membranaire mais en rapport avec une activation de la voie de signalisation en
aval comme une inactivation de PTEN. Cependant, les authentiques réponses obtenues valident le
concept de thérapie ciblée dans les gliomes. Les efforts sont actuellement poursuivis pour identifier
les tumeurs les plus susceptibles de répondre a ces traitements et pour apprécier dans quelle mesure
ces agents peuvent étre combinés de facon avantageuse entre eux et avec les traitements radio-

chimiothérapie en premiere ligne de traitement.

Des inhibiteurs de PI3K et de mMTOR (comme des analogues de la rapamycine) font 1’objet
d’essais cliniques en cours. La forme mutante EGFRVIII observée dans un tiers des GBM a été
aussi administrée par des injections sous-cutanées dans une approche thérapeutique de type
vaccinale, avec des résultats prometteurs en combinaison avec la radio-chimiothérapie qui
demandent a étre confirmés dans un essai controlé. Les résultats des thérapies moléculaires ciblées
les plus intéressants obtenus a ce jour ’ont été avec les anti-angiogéniques et en particulier le
bévacizumab (Avastin®) qui est un anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF (« Vascular
Endothelial Growth Factor ») nécessaire au développement de la néovascularisation et a la

croissance tumorale des gliomes malins (66).

TAVAREC est un essai de phase 2, randomise, multicentrique, européen, (environ 150
inclusions), évaluant 1’efficacité du témozolomide associé ou non a du bévacizumab, chez des
patients ayant un gliome en rechute. L’objectif de cet essai est d’évaluer 1’efficacité du
témozolomide associé ou non a du bévacizumab, chez des patients présentant un gliome de grade 11

ou I, non 1p/19q codélété, en rechute apres une ligne de traitement.

IGR TARCEVA est un essai de phase 1 européen et multicentrique évaluant I'erlotinib
(Tarceva®) seul chez des enfants ayant une tumeur cérébrale maligne réfractaire ou récidivante, et
évaluant l'erlotinib associé a une radiothérapie en traitement de premiére ligne, chez des enfants
ayant un gliome du tronc cérébral. L’objectif de cet essai est de déterminer la dose la mieux tolérée

d’erlotinib (un inhibiteur de ’EGFR) chez ces enfants.

MYOCET est un essai de phase 1 (12 inclusions) évaluant la tolérance de la doxorubicine
chez des patients jeunes ayant un gliome malin réfractaire ou en rechute. L’objectif de cet essai est
de déterminer la dose de doxorubicine recommandée, chez des patients jeunes (entre 3 et 18 ans)

ayant un gliome malin.

CILENT est un essai de phase 1, francais, multicentrique, évaluant la tolérance d’un
traitement associant du cilengitide a une radiothérapie, chez des patients jeunes (6 mois a 21 ans, 40
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inclusions) ayant un gliome infiltrant du tronc cérébral. L’objectif de cet essai est de déterminer la
dose recommandée de cilengitide, lors d’un traitement administré en association avec une

radiothérapie, chez des patients jeunes ayant un gliome infiltrant du tronc cérébral.
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[11. JUSTIFICATION DE L’ETUDE ET OBJECTIFS

Les gliomes sont des tumeurs hétérogénes. Sur le plan clinique, certaines de ces tumeurs ont
un potentiel infiltrant comme les oligodendrogliomes ou les glioblastomes tandis que d’autres sont
caractérisées par leur bonne limitation comme les astrocytomes pilocytiques et les gangliogliomes.
Cette hétérogénéité se manifeste également, dans un méme sous type histopathologique, sur le plan
morphologique. Ainsi, des contingents cellulaires ayant une morphologie similaire peuvent étre
présents dans des tumeurs de type et de pronostic tres différents. Par exemple un contingent formé
de cellules claires qui caractérise les oligodendrogliomes, peut étre observé dans des glioblastomes
comme dans des astrocytomes pilocytiques ou des gangliogliomes.

D’autre part, les anomalies de ’EGFR présentes dans les gliomes infiltrants et de haut grade

font suspecter le réle de cette voie dans la capacité d’invasion des cellules tumorales.

En conséquence, dans ces tumeurs complexes et de prise en charge délicate, il est justifié
d’associer a 1’analyse morphologique 1’étude de marqueurs moléculaires. Cette approche a pour
objectif de compléter ce que I’on appelle la classification histomoléculaire des gliomes et de mieux

comprendre la physiopathologie dans I’oncogenese des gliomes.

Ainsi, dans ce travail, nous avons :
- comparé le profil immuno-moléculaire de différents contingents tumoraux de gliomes non
infiltrants (astrocytomes pilocytiques) et de tumeurs glioneuronales de bas grade (gangliogliomes)
avec celui d’oligodendrogliomes de grade |1 et 11, afin de savoir si un méme morphotype présente
les mémes marqueurs moléculaires,
- comparé I’expression génique et protéique de I'EGFR, ainsi que son activation (forme
phosphorylée du récepteur) dans ces tumeurs et dans des oligo-astrocytomes de grade 11 et 111 et des
glioblastomes, afin d’estimer I’implication de I’EGFR dans les capacités d’infiltration tumorale,
- analysé les résultats en fonction des données cliniques et des types histologiques selon la
classification de I’OMS.

Dans nos travaux, nous avons :
- utilisé du matériel biologique cryopréserve et inclus en paraffine (obtenu grace a la Tumorotheque
du Limousin) des patients opérés au CHU de Limoges et pour lesquels un diagnostic d’astrocytome
pilocytique, de gangliogliome, d’oligodendrogliome, d’oligo-astrocytome ou de glioblastome a été
posé,
- analysé ’aspect histopathologique des tumeurs en utilisant la classification de ’'OMS 2007 et en

identifiant les différents contingents cellulaires tumoraux,
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- evalué I’expression de marqueurs en immunohistochimie sur coupes en paraffine en mettant au
point une technique de Tissue Micro-Array (TMA) manuelle afin d’analyser les profils des
différents contingents histologiques d’'une méme tumeur, y compris 1’expression des récepteurs aux
neurotrophines (TrkA, TrkB, p75NeurcTrophin Receptor (,75NTRYY ot de Jeurs ligands (« Nerve Growth
factor » (NGF), BDNF),

- recherché des altérations génétiques concernant les pertes 1p, 19q, et les mutations de BRAF,
IDH1 et IDH2 par MLPA sur tissu tumoral (et tissu non tumoral si disponible) a partir de matériel
fixé au formol-zinc et inclus en paraffine,

- analysé I’expression génique de I'EGFR, en recherchant une amplification du géne par MLPA
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), en quantifiant I’expression des variants
ARNmM (Acide RiboNucléique messager) codant les formes de I’EGFR & partir des fragments
tumoraux cryoconservés par technique de RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polymerase Chain
Reaction) quantitative en temps réel,

- étudié I’expression protéique de ’EGFR en immunohistochimie a 1’aide de trois anticorps, 1’un
dirigé contre le domaine extra-cellulaire (EGFRpgc), 1’autre contre le domaine intra-cellulaire
(EGFRpic), et un reconnaissant une forme phosphorylée du récepteur (P-EGFR),

- recueilli les données de survie a I’aide des dossiers cliniques,

- évalué I’association des différentes données entre elles et déterminé leur utilité.
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IV. MATERIELS ET METHODES

IV. 1. Données clinicopathologiques et histopathologiques

L’étude porte sur 14 astrocytomes pilocytiques, 12 gangliogliomes, 13 oligodendrogliomes,
5 oligo-astrocytomes et 17 glioblastomes provenant de pieces opératoires de patients pris en charge
au CHU de Limoges entre 1996 et 2009.

L’utilisation des prélévements pour cette étude s’est faite dans le respect de la Loi de
Bioéthique 2004, notamment son article L1211-2 qui indique que « l'utilisation d'éléments et de
produits du corps humain a une fin médicale ou scientifique autre que celle pour laquelle ils ont été
prélevés ou collectés est possible, sauf opposition exprimée par la personne sur laquelle a été opéré
ce prélevement ou cette collecte, diment informée au préalable de cette autre fin. Lorsque cette
personne est un mineur ou un majeur sous tutelle, l'opposition est exercée par les titulaires de
l'autorité parentale ou le tuteur ». A ce titre, le CHU de Limoges a mis en place une procédure
institutionnelle d'information et de recueil des oppositions des patients a I'utilisation de leur(s)
prélevement(s) a des fins de recherche. Lors de la consultation médicale, le patient est informé par
le personnel médical et sous réserve de son consentement, de la possibilité de 1’utilisation de ces
prélévements a des fins de recherche. En cas d’opposition du patient, un formulaire d’opposition est
envoyé a la "cellule de gestion des échantillons et collections biologiques du CHU de Limoges". En
I’absence d’opposition, les prélevements sont dits requalifiés pour la recherche. Avant toute
utilisation des prélévements a des fins de recherche, la « cellule de gestion des échantillons et
collections biologiques du CHU de Limoges » est consultée pour Vérifier que les prélevements des

patients sélectionnés pour 1I’étude ont été requalifiés pour la recherche.

Dé¢s I’arrivée des tumeurs dans le laboratoire d’Anatomie Pathologique, la nature (tumorale
ou non) de I’échantillon a été contrélée par un étalement cytologique, puis un fragment a été
congelé dans 1’azote liquide puis conserve a -140°C dans la tumorotheque du service. Le reste de la
piéce opératoire a été fixé dans une solution de formol-zinc (formaldéhyde 30%, chlorure de
sodium 9 g/L, sulfate zinc 3 g/L) pendant 12 a 24h puis déshydraté et inclus en paraffine. Les

renseignements cliniques et les données de survie ont été obtenus par une enquéte rétrospective.

Le diagnostic anatomopathologique a été établi selon la classification de I’OMS 2007, en

double relecture.

Les contingents ont été définis comme suit :
- contingent piloide : prolifération d’astrocytes fusiformes bipolaires, avec parfois des fibres de

Rosenthal, exprimant la GFAP.
56



- contingent oligodendroglial : cellules au noyau rond avec une chromatine dense formant des amas
chromatiniens, et un cytoplasme souvent clair.

- contingent « oligo-like » : cellules ressemblant au contingent oligodendroglial, mais retrouvées
dans un astrocytome pilocytique (cellules rondes dans les zones microkystiques) ou dans un
gangliogliome.

- contingent fibrillaire et «oligo-like » : zone tumorale dans laquelle des cellules fusiformes
d’aspect fibrillaire et des cellules rondes « oligo-like » sont intriquées.

- contingent neuronal : éléments cellulaires de grande taille a cytoplasme vaste et au noyau
nucléolé, parfois binucléé correspondant a des neurones dystrophiques, seuls ou associés a des

cellules gliales astrocytaires et/ou oligodendrogliales pouvant prédominer.

V. 2. Extraction d’ADN génomique et technique MLPA

IV. 2. a) Extraction de ’ADN (Acide DésoxyriboNucléique)

Aprés contrdle sur coupes colorées a 1’hémalun-phloxine-safran (HPS), I’ADN génomique
(ADNQg) a été extrait a partir du tissu inclus en paraffine (zone tumorale présentant au moins 20%

de cellules tumorales, et zone non tumorale si présente).

L’extraction a été faite avec le kit QIAamp® DNA MicroKit (Qiagen). Un déparaffinage (10
minutes au xylene puis 2 fois 30 secondes a 1I’éthanol absolu) est réalisé a partir d’un poids maximal
de 10 mg de tissu. Aprés évaporation de 1’éthanol a 37°C, I’extraction a été poursuivie selon le
protocole fourni par le fabricant. L’ARN (Acide RiboNuléique) résiduel a été éliminé par
incubation des échantillons dans une solution de RNase. Les ADNg ont été ¢élués dans 20ul d’eau
sans nucléase et leurs concentrations ont été évaluées par spectrophotométrie (spectrophotometre
NanoDrop ND1000, Labtech).

IV. 2. b) Techniqgue MLPA

La MLPA permet, en une seule réaction, la détection de variations du nombre de copies de
nombreux loci et la recherche de points de mutation de plusieurs geénes. Le principe est d’obtenir
pour chaque locus a étudier, un fragment amplifié dont la taille permet de I’identifier et de le

quantifier aprées électrophoreése.

A chaque locus étudié correspond un couple de sondes. Ces sondes comportent chacune
deux parties : I’'une complémentaire de la séquence du locus cible (hybridation spécifique), I’autre

correspondant a une séquence oligonucléotidiqgue commune a chaque couple de sonde. La réaction
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se déroule en trois phases, (i) hybridation : ’ADNg dénaturé du patient est mis en présence des
couples de sondes, les sondes de chaque couple se fixant @ 1 ou 2 bases de distance, (ii) ligation :
chaque couple de sondes hybridées va étre lié par une ligase, (iii) amplification par PCR multiplex
en utilisant un couple d’amorces commun a tous les fragments. Les produits d’amplification
obtenus ont été dénaturés dans une solution de formamide-ROX 500 (marqueur de taille
fluorescent), puis séparés en fonction de leur taille et quantifiés par électrophorese capillaire sur
séquenceur (Genetic analyzer 3130XL, Applied Biosystems). Grace au logiciel GeneMapper®
(AppliedBiosystems), chaque fragment peut alors étre visualisé sous la forme d’un pic qui, selon
son amplitude par rapport au tissu non tumoral, permet la détection du nombre de copies au niveau
d’un locus. L’interprétation des résultats a été faite a I’aide d’un tableur Microsoft Excel® qui a
permis de déterminer pour chaque pic d’intérét, la « fraction de pic » aprés comparaison avec les
sondes controles. La comparaison de ces fractions avec le tissu contréle a donné un ratio. Un
« gain » correspond a un ratio supérieur ou égal a 1.2, une « perte » a un ratio inférieur a 0.8. Les
ratios supérieurs a 2 définissent des amplifications et ceux inférieurs a 0.4 des délétions
homozygotes (67,68). Pour les mutations ponctuelles, la simple détection d’un pic est interprétée

comme présence de cette mutation.

Nous avons utilisé cette technique pour mettre en évidence la présence de délétion 1p et/ou
19q, ’amplification de 'EGFR, la délétion de PTEN et CDKN2A, la recherche du géne de fusion
KIAA1549-BRAF, du mutant BRAFV600E et de quatre mutations concernant IDH1 et IDH2 (Kits
SALSA® MLPA® P088 Oligodendroglioma, SALSA® MLPA® P105 Glioma-2, SALSA®
MLPA® P370 BRAF-IDH1-IDH2, MRC-Holland).

Un seul kit MLPA permet I’analyse d’EGFR, PTEN et CDKN2A. En cas d’amplification de
I’EGFR, la manipulation a été reproduite en présence de compétiteurs oligonucléotidiques des
sondes EGFR en suivant le protocole du fournisseur (MRC-Holland). Cette étape permet
d’empécher I’amplification par PCR des sondes se fixant sur EGFR, et de pouvoir visualiser celles
de PTEN et CDKN2A de maniére quantitative.

En I’absence de tissu cérébral non tumoral disponible pour chaque patient, 1’échantillon
contrble utilisé correspond a la moyenne des fractions obtenues dans les tissus cérébraux non
tumoraux de six patients de la série. Les résultats pour trois astrocytomes pilocytiques et deux

gangliogliomes sont ininterprétables en raison d’une trop faible quantité d’ADNg.

En I’absence de recommandation pour I’interprétation de cette technique, le gene de fusion

KIAA1549-BRAF lié & une duplication en tandem en 7g34 a été considéré comme présent si :
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- au moins 2 sondes s’hybridant aux exons de BRAF (exons 12, 14 et 17 inclus dans la zone de
duplication) ont un ratio > 1,2,

- les sondes s’hybridant sur les exons 4 et 11 de KIAA (situés dans la zone de duplication) ont un
ratio > 1,2,

- au moins une sonde s’hybridant sur un géne situé dans la zone de duplication (HIPK2,
MKRN1) a un ratio > 1,2,

- les sondes s’hybridant sur les exons 4 et 8 de BRAF et I’exon 19 de KIAA (situés hors de la
zone de duplication) ont un ratio < 1,

- au moins 3 sondes s’hybridant sur les genes situés en dehors de la zone de duplication

(ADAM22, DPP6, FKBP9, GLI3, LFNG, TFR2) ont un ratio < 1.

V. 3. Extraction d’ARN et RT-PCR quantitative en temps réel

IV. 3. a) Broyage des tissus

La nature et la densité tumorale des échantillons cryopréservés a -140°C ont été controlées
grace a une coupe au cryostat colorée a I’hémalun-phloxine. Le broyage de 10 a 30 mg de tissu
permet de dissocier les composants tissulaires par pulvérisation avec des billes en céramiques
(CK14, Ozyme) dans un tampon de lyse (QiaZol® Lysis Reagent, Qiagen) a 1’aide d’un broyeur par
oscillation (Précellys24®, Ozyme), selon le protocole du fournisseur. A la fin du broyage, les
microtubes ont été laissés 5 minutes a température ambiante avant transfert du surnageant dans un
microtube stérile. Dans deux cas (un astrocytome pilocytique et un gangliogliome), 1’étude n’a pu

étre réalisée en raison de la faible quantité de matériel cryopréservé.

IV. 3. b) Extraction d’ARN

Elle repose sur une méthode chromatographique réalisée manuellement a température
ambiante selon le protocole du fournisseur avec le kit RNeasy®L.ipid Tissue Mini (Qiagen) pour les
prélevements d’au moins 10 mg, ou avec le kit RNeasy®Micro (Qiagen) pour les prélévements de
moins de 10 mg. Les ARN sont retenus sur une membrane de silice alors que I’ADNg, les protéines,
et le reste des composants cellulaires et tissulaires sont exclus. Les ARN ont été elués avec 30 pL
(Mini kit) ou 14 pL (Micro kit) d’eau sans RNase et leurs concentrations ont été¢ évaluées par

spectrophotométrie (spectrophotometre NanoDrop ND1000, Labtech).

La qualité des ARN a été contrblée par électrophorése capillaire (RNA 6000 Nano Kit,
Bioanalyser 2100, Agilent). Les électrophorégrammes des ARN ribosomiques 18S et 28S ont
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permis de déterminer un nombre d’intégrit¢ des ARN (RIN). La qualité des ARN augmente avec le

RIN, qui ne doit pas étre inférieur a 6.

IV. 3. ¢) RT-PCR quantitative en temps réel

Aprés dénaturation des structures secondaires de I’ARN (500 ng) et des hexameres (2 pL)
de nucléotides a 65°C pendant 10 minutes, la transcription réverse a été réalisée avec le kit
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis® (Roche) selon le protocole fourni par le fabricant dans
un thermocycleur GeneAmp PCR System 9700 (AppliedBiosystems). L’ADN complémentaire
(ADNC) obtenu a été stocké a -20°C.

Les amorces spécifiques des isoformes de I’EGFR et des genes de référence ont été
sélectionnées sur Primer 3 (http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.ntm). Leur spécificité pour la
région cible a été verifiée sur Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Le gene de reférence
est HPRT (Hypoxanthine PhosphoRibosyl Transférase), connu comme géne stable dans les gliomes.
Les génes GAPDH (Glycéraldéhyde-3-Phosphate DésHydrogénase) et TBP (TATA box binding
protein) ont été testés comme géne de référence pour les tumeurs non infiltrantes de notre série, au
cas ou HPRT varierait de maniére trop importante dans ces tumeurs. La localisation des amorces sur
les genes et la séquence des amorces sont présentées dans le tableau 7. La taille maximale des
amplicons est de 160 paires de base. Lors de manipulations antérieures dans le laboratoire, la
séquence des genes amplifiés avait déja été vérifiée par séquencage, et la taille des produits obtenus

vérifiée par électrophorese (sur gel d’agarose a 4% marqué au bromure d’éthidium).

La PCR quantitative en temps réel a été réalisée sur un appareil Rotor Gene (Corbett
Research) avec le kit LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche), selon le protocole
du fabricant, en présence de 3 mM de MgCl,, de 0,2 a 0,5 uM d’amorces et de 2 pL d’ADNc
dilués au 1/5° pour un volume réactionnel total de 20 pL. Chaque cas a été étudié en duplicate. Le
nombre de cycles est de 45 pour EGFRVIII, 50 pour v2 et 40 pour les autres génes. Les gammes
standards d’amplification (de 10 & 10° copies) pour chaque géne ont été obtenues & partir de
I’ADNCc de cellules U87 (lignée cellulaire de glioblastome). La reproductibilit¢ de 1’amplification a
été verifiée pour chaque PCR par I’utilisation de calibrateurs (2 points de la gamme standard). La
courbe de fusion (« melting curve ») réalisée a la fin de chaque PCR a permis de confirmer la

spécificité de la réaction par obtention d’une seule température de fusion.
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CO

Gene Amorce  Localisation Séquence 5°-3° Tm  Efficacitt  amorce Ta
(LM)
sens exon 29-30 CTCCCAGTGCCTGAATACATA 58°C
EGFR o
vl anti- 1 0,5 58°C
SENs exon 30 GGCTGATTGTGATAGACAGGA 58°C
sens exon 15 TGCACCTACGGGTCCTAAT 58°C
EGFR o
v2 i 0,98 0,5 58°C
i exon 16 TGAAGCAAAGGGAGAAATTG 58°C
sens exon 10 AAGGAAATCACAGGTTTGAGC 58°C
EGFR o
v3 anti- . 0,99 0,5 58°C
SEns exon 10bis TCCAAGGGAACAGGAAATATG 58°C
sens exon 15 CTACGGG CCAGGAAATGAG 60°C
EGFR °
V4 anti- 0,98 0,2 62°C
. exon 17 CGCTGCCATCATTACTTTGA 60°C
sens exon 1-8 GCTCTGGAGGAAAAGAAAGGTAAT 60°C
EGFR o
vill anti- 0,92 0.2 62°C
sens exon 8 TCCTCCATCTCATAGCTGTCG 60°C
sens exon 6 CTTTCCTTGGTCAGGCAGTA 58°C
HPRT  anti- 0,99 0,5 58°C
e exon 7 TGGCTTATATCCAACACTTCG 58°C
sens exon 6 AGATCCCTCCAAAATCAAGTGG 65°C
GAPDH anti- 0,86 0,25 60°C
sens exon7 GGCAGAGATGATGACCCTTTT 64°C
sens exon6 GAGCTGTGATGTGAAGTTTCC 61°C
TBP B 1,01 0,5 60°C
exon 7 TCTGGGTTTGATCATTCTGTAG 61°C

SENS

Tableau 7 : Caractéristiques des amorces utilisées pour la PCR quantitative (C° : concentration, Tm : température de
fusion des amorces, Ta : température de la réaction).

La quantification relative des échantillons a été effectuée par la méthode comparative des
déviations des cycles threshold (AACt modifié selon Pfaffl) (69) en appliquant une correction en
fonction de I’efficacité de la réaction. Le taux d’ARNm est exprimé en unité relative arbitraire
(URA) d’un geéne d’intérét (EGFR variant 1 a 4) normalisé par celui d’un ou plusieurs geéne(s) de

référence.

Pour EGFRUVIII, I’analyse est qualitative (présent ou absent), la quantification etant

impossible du fait d’une importante quantité de dimeéres d’amorces a la fin de chaque PCR.

IV.4. Tissue Micro Array manuel

La technique de TMA consiste a prélever des carottes de tissu tumoral et non tumoral, si
disponible, inclus en paraffine, au sein de zones repérées sur les coupes histologiques
correspondantes colorées a 1’hémalun-phloxine. Dans la mesure du possible, deux carottes de 2 mm
de diametre par contingent tumoral a ¢tudier ont été utilisées pour éviter la perte d’information en

cas de décollement des spots. Ces carottes ont été prélevées manuellement a 1’aide d’un stylet. Elles
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ont ensuite été déposées selon un plan pré-établi dans un bloc de paraffine receveur pouvant
contenir jusqu’a 24 échantillons. Les blocs ont été laissés 12h a 1’étuve a 37°C pour solidariser les
carottes avec le bloc de paraffine receveur, puis placés a 4°C avant la coupe au microtome. Les
coupes de 5 um d’épaisseur ont été déposées sur lames Superfrost®plus et incubées une nuit a
I’étuve a 56°C. Une lame controle a été colorée a I’HPS, et les autres lames ont été utilisées pour

I’immunohistochimie.

En raison d’artéfacts de décollement des spots lors de la réalisation de la technique, cing cas
ne disposent d’aucune donnée immunohistochimique (un astrocytome pilocytique, trois
gangliogliomes et un oligodendrogliome). Pour les cas disposant de deux spots interprétables, le
résultat correspond a la moyenne des deux valeurs sauf pour I’évaluation de 1’index Ki67 dont la

valeur la plus élevée a été conservée.

IV. 5. Immunohistochimie

IV. 5. a) Technique automatisée : technique immuno-enzymatique en 3 temps,
simple marquage

Cette technique de routine est réalisée grace a un automate Benchmark XT (Ventana
Medical Systems®), selon les recommandations du fournisseur. Les caractéristiques des anticorps

sont récapitulées dans le tableau 8.

Les éetapes de la technique sont : déparaffinage, réhydratation, prétraitement par la chaleur,
inhibition des péroxydases endogeénes, blocage des sites non spécifiques, fixation de 1’anticorps
primaire spécifique, puis de 1’anticorps secondaire (anticorps biotinylé) suivi de I’avidine couplée a
la péroxydase, révélation avec le chromogene DAB (diaminobenzidine), contre coloration a
I’hématoxyline suivie d’un bain au carbonate de lithium. Les lames ont été déshydratées
manuellement dans de 1’éthanol absolu puis immergées dans du toluéne avant d’étre montées en
milieu non aqueux. Les controles isotypiques pour les techniques utilisant EGFRpgc, EGFRpc et P-
EGFR (anticorps non utilisés en routine) ont été réalisés avec des anticorps isotypiques a la méme

concentration que I’anticorps primaire. Ces controles étaient négatifs.
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Anticorps primaire

Antigéne Localisation du Structure marquée
espece
reconnu par marquage o _
d’origine nature (clone) dilution fournisseur
I’anticorps
protéine nucléaire exprimée au
. .- . IgG1 monoclonale
Ki67 Nucléaire cours des phases G1, S, G2 et M du souris (Mib-1) 1/200 Dako
| -
cycle cellulaire
.- . ’ . 19G2 monoclonale
p53 Nucléaire protéine p53 (sauvage et mutée) souris (00-7) 1/50 Dako
. filaments intermédiaires spécifiques . 1gG1 monoclonale
NF Cytoplasmique souris 1/600 Dako
des neurones (2F11)
. protéine des filaments . 1gG1 monaclonale .
INA Cytoplasmique ; o souris 1/2000 Invitrogen
intermédiaires neuronaux (2E3)
principale protéine des filaments
. intermédiaires des cellules gliales : . IgG1 monoclonale
GFAP Cytoplasmique T souris 1/1000 Dako
marquage astrocytaire voire (672)
épendymaire
protéine du cytosquelette de cellules
Nestine Cytoplasmique souches neurales et de cellules souris 19G1 monoclonale ~ 1/10000 Millipore
progénitrices
, . protéine nucléaire spécifique des ) 1gG1 monoclonale .
NeuN Nucléaire souris 1/300 Millipore
neurones (A60)
. . protéine transmembranaire des . 1gG1 monoclonale
Synaptophysine Cytoplasmique » . souris 1/10 Novocastra
vésicules synaptiques neuronales (27G12)
protéine sécrétée par les neurones
Chromogranine Cytoplasmique dystrophiques et de rares neurones lapin polyclonale 1/3000 Dako
non tumoraux
facteur de transcription exprimé par
Olig2 Nucléaire les cellules progénitrices lapin IgG polyclonale 1/200 IBL
oligodendrogliales
IgG2a
IDH1 Cytoplasmique isocitrate déshydrogénase 1 souris monoclonale 1/100 Dianova
(H09)
protéine membranaire de
. progéniteurs hématopoiétiques, . 1gG1 monaclonale
CD34 Membranaire _ souris 1/25 B-D
voire de cellules souches neurales (My10)
dans les gangliogliomes
. domaine extracellulaire de I’EGFR . 1gG1 monoclonale
EGFRpec Membranaire . souris 1/500 Ventana
(toutes les isoformes) (3C6)
Membranaire domaine intracellulaire de ’EGFR . 19G1 monoclonale
EGFRpc . . souris 1/500 Novocastra
+/- Cytoplasmique (isoforme a et variant I11) (EGFR.25)
Cytoplasmique a
tyrosine 1068 phosphorylée . IgG1 monoclonale Cell
P-EGFR renforcement souris 1/2500 o
(domaine intracellulaire de ’EGFR) (1H12) Signaling

membranaire

Tableau 8 : Anticorps utilisés pour [ 'immunohistochimie en technique automatisée.
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IV. 5. b) Technique manuelle : technique immuno-enzymatique en 2 temps,
simple marquage

Cette technique a été mise au point pour les marquages de neurotrophines et de leurs
récepteurs (tableau 9) sur carcinome canalaire infiltrant du sein, connu pour exprimer ces antigénes
a 1’état normal et pour les surexprimer dans les Iésions carcinomateuses. Elle a été réalisée a 1’aide
d’un kit (EnVision+ System-HRP®, Dako) utilisant un polymere marqué a la péroxydase de raifort

(HRP) conjugué a des anticorps secondaires.

Anticorps primaire

Antigéne Localisation du Structure marquée
reconnu par marquage espéce
q d’origi nature (clone dilution fournisseur
Panticorps onigme ( )
cytoplasmique et/ou ) ) Ig monoclonale Cell
TrkA . récepteur TrkA lapin 1/150 o
membranaire (14G6) Signaling
cytoplasmique et/ou domaine extracellulaire du . 1gG polyclonale
TrkB . ’ lapin 1/25 Santa Cruz
membranaire récepteur TrkB (H181)
. peptide soluble mature (BDNF) et ) 19G polyclonale
BDNF cytoplasmique ) lapin 1/75 Santa Cruz
précurseur (pro-BDNF) (N20)
. peptide soluble mature (NGF) et . 1gG polyclonale
NGF cytoplasmique 5 lapin 1/125 Santa Cruz
précurseur (pro-NGF) (H20)
cytoplasmique et/ou 19G polyclonale
p75NTR yiop a . corécepteur p75" R lapin tadaed 1/150 Santa Cruz
membranaire (H137)

Tableau 9 : Anticorps utilisés pour I’ immunohistochimie en technique manuelle.

Les étapes de la technique sont :
- déparaffinage des lames par 2 bains de toluene de 10 minutes, 2 bains d’éthanol absolu de 3
minutes, puis réhydratation dans I’eau courante pendant 5 minutes et dans du PBS (Phosphate
Buffer Saline, 1X) pendant 1 minute,
- prétraitement par la chaleur : immersion des lames dans un tampon citrate a pH7 (3 tours de 5 min
au micro-ondes a 750W), puis refroidissement au moins 30 minutes,
- inhibition des péroxydases endogenes : dépdt de 100 pL par lame de la solution « Peroxydase
Block » du kit pendant de 5 minutes, puis 2 lavages de 5 minutes avec de 1’eau distillée puis du
PBS,
- blocage des biotines endogénes (Biotin Blocking System®, Dako) selon le protocole du
fournisseur, puis 2 lavages de 3 minutes dans du PBS,
- saturation des sites antigeniques aspécifiques par de la BSA (Bovine Serum Albumin) diluée a 3%

dans du PBS : depot de 150 pL, incubation 30 minutes dans une chambre humide,
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- dép6t de 100 a 150 uL d’anticorps primaire dilué avec la solution PBS-BSA 3%, avec une
incubation en chambre humide d’1 heure a température ambiante pour TrkB, BDNF et NGF ou

toute la nuit & 4°C pour TrkA et p75" "

, puis 3 bains de PBS de 3 minutes,

- dépbt de I’anticorps secondaire du kit (immunoglobulines de chevre anti-lapin) : 100 puL pendant
30 minutes en chambre humide, puis 3 lavages successifs dans des bains PBS de 3 minutes chacun,
- révélation : incubation avec le chromogéne diaminobenzidine (DAB) pendant maximum 5
minutes, lavage a I’eau courante suivi d’une contre coloration a I’hématoxyline, d’un ringage a I’eau
et d’un bain de carbonate de lithium pour bleuir les cellules. Les lames sont rincées a ’eau
courante, déshydratées dans 2 bains d’éthanol absolu puis immergées dans du toluene avant
montage.

Les controles isotypiques sont négatifs.

IV. 5. ¢) Double marquage

Des doubles marquages P-EGFR/Olig2 et P-EGFR/p53 ont été réalisés pour vérifier la
nature astrocytaire des cellules exprimant le P-EGFR. Les étapes de la technique sont :
- marquage nucléaire (Olig2 ou p53) a I’aide de la technique automatisée, jusqu’a 1’étape de
révélation par le chromogeéne,
- deux bains de PBS de 10 min chacun,
- marquage cytoplasmique (P-EGFR) en suivant le protocole de technique manuelle & partir du
dépot de I’anticorps primaire, en utilisant un kit LSAB+ System-HRP (Dako), et révélation avec un
chromogene amino-éthylcarbazole (AEC),

- les lames sont montées en milieu aqueux.

IV. 5. d) Interpretation

Les marquages avec les anticorps anti-EGFR et anti-nestine ont été évalués avec le score de
Hirsch (70) qui correspond a un score semi-quantitatif obtenu en multipliant un score d’intensité de
marquage (1 : absence de marquage ou quelques traces, 2 : marquage faible, 3 : marquage modéré
et 4 : marquage fort) par le pourcentage de cellules marquées. Pour les anticorps anti-EGFRpgc et
anti-EGFRp,c, le score obtenu détermine trois groupes d’expression protéique :
- score inférieur a 200 : pas de surexpression protéique de ’EGFR,
- Score de 201 a 300 : surexpression proté¢ique intermédiaire de ’EGFR,

- score de 301 a 400 : forte surexpression protéique de I’EGFR.

Pour I’anticorps anti-nestine, le seuil de surexpression choisi est également de 200.
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Les marquages avec les anticorps anti-Ki67, anti-INA, anti-IDH1, anti-p53 et anti-Olig2 ont
été interprétés de maniere quantitative, en évaluant le pourcentage de cellules marquées. Le seuil de
surexpression de Ki67 a 4% est discriminant de maniére significative dans notre série. Les seuils de
surexpression utilisés pour le marquage d’INA, IDHI et p53 sont ceux habituellement appliqués

aux gliomes, ¢’est-a-dire 10% de cellules marquées.

Pour les anticorps anti-CD34, anti-P-EGFR et les doubles marquages, 1’évaluation a été

qualitative : marquage présent (positif) ou absence de marquage (négatif).

Les marqueurs suivants ont été utilisés pour confirmation diagnostique et n’ont pas été
étudiés dans la partie résultats. La GFAP a permis de confirmer la différenciation astrocytaire des
cellules piloides ou fibrillaires. La chromogranineA, la synaptophysine, NeuN et NF ont permis de

veérifier la présence du contingent neuronal dans les gangliogliomes.

IV. 6. Analyse statistique

Les comparaisons des variables qualitatives ont été réalisées par des tests du Chi-2. Les
comparaisons de moyennes entre groupes ont été calculées par des tests de Mann-Whitney
(comparaison de 2 variables) ou de Kruskal-Wallis (comparaison de plus 2 variables). Le test de
Spearman a été utilisé pour étudier la corrélation entre 2 données quantitatives. L’analyse de survie
a été réalisée par la méthode de Kaplan-Meier. La date d’origine est la date de diagnostic
anatomopathologique. Les comparaisons des courbes de survie ont été faites par le test de log-rank.

Le seuil de significativité p choisi pour I’ensemble des analyses statistiques est de 0,05.
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V. RESULTATS

V. 1. Données cliniques et histopathologiques

V. 1. a) Cas pour I’é¢tude des contingents cellulaires

Les données cliniques et histopathologiques sont indiquées dans le tableau 10. Les tumeurs
prenaient le contraste en imagerie, sauf deux oligodendrogliomes (cas n°33 et 37). Tous les
astrocytomes pilocytiques et les gangliogliomes ont été traités par chirurgie d’exérése seule, sans

chimiothérapie ni radiothérapie.

67



Contingent

Cas Grade Ageau | piloide oligoden- «oligo- fibrillaire neuronal
Type tumoral (numéro)  OMS Sexe  diagnostic droglial like » et
(annee) « oligo-
like »
1 I M 10 1
2 | M 19 1
3 | M 11 1
4 | M 16 1
5 | M 15 1
Astrocytomes 6 ' F 2 1
pilocytiques ! ! F 18 1
8 | M 13 1
(14 cas) 9 | F 16 1
10 | F 6 1
11 | F 15 1
12 | F 9 1 1
13 | M 20 1 1
14 | F 2 1
15 1 M 34 1 1
16 | F 13 1
17 | M 6 1 1 1
18 1 M 10 1
19 | F 62 1
Gangliogliomes 20 . F L !
?12 gas) 21 | M 36 1 1
22 | F 72 1 1
23 | M 30 1
24 | F 48 1 1
25 I F 16 1
26 | M 16 1
27 I M 28 1
28 1 M 48 1
29 1l M 70 1
30 i M 53 1
Oligo- 31 Il F 42 1
32 ] M 33 1
dendrogliomes 33 m = 57 1
(13 cas) 34 I M 52 1
35 II M 50 1
36 | M 45 1
37 1 M 38 1
38 i M 42 1
39 1l M 31 1

Tableau 10 : Caractéristiques cliniques et histopathologiques en fonction des types tumoraux.
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V. 1. b) Cas pour I’é¢tude de I’expression de ’EGFR

Aux 39 cas précédents, 5 oligo-astrocytomes et 17 glioblastomes ont été ajoutés (tableau

11).
Traitement 1°° ligne
Type tumoral (nucr:T?ésro) (ér&dse Sexe dsgr?oiltjic ’
(année) Chirurgie Radiothérapie Chimiothérapie
27 1 M 28 ex. totale oui non
28 I M 48 ex. sub-totale non oui
29 1l M 70 ex. sub-totale non oui
30 1l M 53 ex. sub-totale oui oui (PCV)
_ 31 1l = 42 ex. sub-totale non non
Oligo- 32 I M 33 ex. totale oui non
dendrogliomes 33 " F 57 ex. sub-totale oui oui (PCV)
(13 cas) 34 I M 52 ex. sub-totale oui Oui (Temodal®)
35 1l M 50 ex. sub-totale oui oui (PCV)
36 I M 45 ex. sub-totale non non
37 I M 38 ex. sub-totale non non
38 1] M 42 non oui oui (Pcv)
39 1] M 31 ex. totale oui Oui (Temodal®)
; 40 l M 43 ex. sub-totale non non
Qlitge- 41 Il M 49 ex. sub-totale non non
astrocytomes 42 I F 58 ex. sub-totale oui non
(5 cas) 43 i F 57 ex. sub-totale oui oui (PCV)
44 1l F 42 ex. sub-totale oui oui (PCV)
45 v M 41 ex. sub-totale non oui (PCV)
46 v F 69 ex. totale oui non
47 IV M 43 ex. totale oui 0Ui (Cisplatine® et BICNU)
48 v F 34 ex. sub-totale oui non
49 v M 60 ex. totale oui Oui (Temodal®)
50 v F 57 ex. totale oui 0OUi (Temodal® puis PCV)
Slio- 51 v M 68 ex. sub-totale non oui (PCV)
blastomes 52 v F 46 ex. totale oui oui (Temodal®)
53 v M 48 ex. totale oui oui (Temodal®)
(17 cas) 54 v F 59 ex. sub-totale oui oUi (Temodal®)
55 v M 43 ex. sub-totale oui oul (igﬁqd:ég (g‘) situ +
56 v F 59 ex. sub-totale oui oui (Temodal®)
57 v F 59 A oui OUi (Temodal®)
incompléte
58 \ F 69 ex. sub-totale oui oui (Temodal®)
59 v M 66 ex. totale oui oui (Temodal®)
60 v M 40 AT oui oUi (Gliadel® in situ)
incompléte
61 v M 63 non oui oui (Temodal®)

Tableau 11 : Caractéristiques cliniques et traitement en fonction des types tumoraux (« ex. » pour exérése, exérese
totale en I’absence de résidu tumoral visible, sub-totale si le résidu tumoral post-opératoire est inférieur & 1,5 cm3 et
incompléte si le résidu tumoral est supérieur a 1,5 cm3).
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V. 2. Etude des contingents cellulaires dans des gliomes infiltrants et non infiltrants

V. 2. a) Analyse génétique : perte 1p19q, amplification EGFR

La perte des bras chromosomiques 1p et/ou 19q n’a été retrouvée dans aucun des
contingents cellulaires des astrocytomes pilocytiques et des gangliogliomes, alors que 12 des 13
oligodendrogliomes présentent une perte compléte 1p et 19q (cas n°36 sans perte 1p19q). Les

résultats des oligo-astrocytomes et des glioblastomes sont également présentés.

Type tumoral Perte 1p/19q
Oul NON
Astrocytomes pilocytiques 0 14
Gangliogliomes 0 12
Oligodendrogliomes 12 1 p <0,0001
Oligo-astrocytomes 0 5
Glioblastomes 0 17

Tableau 12 : Recherche de la perte 1p19q par MLPA.

L’amplification de ’EGFR n’a pas été mise en évidence dans les contingents des tumeurs
non infiltrantes ni des oligodendrogliomes. La figure 15 présente un exemple de résultat obtenu par
MLPA pour un astrocytome pilocytique non amplifié EGFR (cas n°10) en comparaison d’un

glioblastome témoin avec amplification de I’EGFR.

oo O L

‘ ‘ ‘ | ’ i | '

Glioblastome avec
amplification du géne de
I'’EGFR

Gliome sans ;
amplification du géne de - |
I'EGFR T ‘ [

| | |
Tumeur n°10 . ‘ ; |“ ‘ || ‘ ‘ ‘ ‘
v i ‘ I “ ‘[l { ‘

Figure 15: Exemples de résultats obtenus par MLPA pour la recherche d’amplification de I’EGFR. Un pic correspond
a un produit d’amplification pour chaque locus étudié (exons de I’EGFR ou genes de référence), répartis en fonction de
leur taille. La hauteur du pic est corrélée au nombre de copies observé.
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V. 2. b) Analyse génomique : IDH, BRAF, PTEN, CDKN2A

Aucun astrocytome pilocytique ni aucun gangliogliome ne présente de mutation d’IDH1 ou
d’IDH2, quel que soit le contingent cellulaire étudié. 12 oligodendrogliomes sur 13 cas possedent la
mutation R132H d’IDH1 (p<0,0001) (tableau 13), le cas non muté étant le n°36 (cas sans perte
1p19q).

Type tumoral Mutation IDH1
oul NON
Astrocytomes pilocytiques 0 14
Gangliogliomes 0 12
Oligodendrogliomes 12 1 (cas n°36) p < 0,0001
Oligo-astrocytomes 0 5
Glioblastomes 0 17

Tableau 13 : Recherche de mutation d’IDH1 par MLPA.

La présence du gene de fusion KIAA1549:BRAF a été mise en évidence dans trois
astrocytomes pilocytiques et deux gangliogliomes. Seul un gangliogliome présente une mutation
BRAF V600E. Lorsqu’une anomalie moléculaire est mise en évidence dans une tumeur, elle est
retrouvée dans tous les contingents de cette tumeur (tableau 14). Aucune altération de BRAF n’a été

retrouvée dans les oligodendrogliomes, les oligo-astrocytomes ni les glioblastomes.

Contingent
Type tumoral BRAF piloide «flobl?g;l)a-llriigt» «oligo-like »  oligodendroglial ~ neuronal P
cas n°3 fusion
'?)ﬁg%%tg&is cas n°5 fusion
casn°10  fusion fusion
casn°17  fusion fusion fusion
Gangliogliomes ~ casn°21 fusion fusion 0,17
cas n°15 V600E V600E
Oligo- aucun
dendrogliomes
p 0,07

Tableau 14 : Tumeurs avec anomalie de BRAF, résultats en fonction des contingents cellulaires tumoraux.

Nous avons conclu a une délétion lorsqu’au moins 7 des 11 sondes se fixant sur PTEN
avaient un ratio < 0,8, et au moins 3 des 5 sondes se fixant sur CDKN2A avaient un ratio < 0,8. La

méme regle a été appliquée pour la recherche de délétion homozygote, avec un ratio <0,4.

Les delétions de PTEN et CDKN2A ont été observées dans tous les types tumoraux de notre
série (tableau 15). Lorsque que plusieurs contingents cellulaires étaient identifiés, tous ont présenté
la méme délétion. La délétion homozygote de CDKN2A n’a été observée que dans les glioblastomes
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et dans un oligo-astrocytome (cas n°44), pour chaque cas associée a une delétion de PTEN
(p < 0,005) et une amplification de ’EGFR (p < 0,0001).

Type tumoral Délétion PTEN Délétion CDKN2A
Oul NON Oul NON

Astrocytomes 5 6 3 8

Gangliogliomes 1 9 4 6

Oligodendrogliomes 1 12 4 9
Oligo-astrocytomes 3 2 1 (dont 1 DH)

Glioblastomes 13 4 16 (dont 4 DH) 1

Y < 0,0006 < 0,002

Tableau 15 : Recherche de délétion de PTEN et CDKN2A par MLPA (DH : délétion homozygote).

V. 2. ¢) Analyse protéique : INA, IDH1, p53, Ki67, CD34, neurotrophines
V. 2. c1) Marqueurs immunohistochimiques et types histologiques

Le tableau 16 présente les résultats des marqueurs immunohistochimiques en fonction des
types tumoraux, tels qu’ils sont interprétés en diagnostic de routine. Certaines données sont

manquantes, en raison du « décollement » des spots liés a la technique TMA.

Astrocytomes
Anticorps Seuil ) ) Gangliogliomes Oligodendrogliomes p
pilocytiques
INA <10% 13 6 7
>10% 0 2 0,01
IDH1 <10% 13 8 1
>10% 0 0 12 < 0,0001
p53 <10% 10 4
>10% 2 4 0,28
Ki67 <4% 13 7
> 4% 0 3 4 0,01
CD34 négatif 10 1 12
positif 0 7 0 < 0,0001

Tableau 16 : Analyse immunohistochimique en fonction des types tumoraux (seuil du marquage par les anticorps en %
de cellules marquées, qualitatif pour CD34).

Les astrocytomes pilocytiques n’expriment pas 1I’ensemble des marqueurs, excepté deux cas

exprimant p53, sans corrélation avec les données cliniques.

Les gangliogliomes expriment essentiellement p53 (50% des cas) et CD34 (88% des cas), ce
dernier étant spécifique des gangliogliomes (p<0,0001). La nestine est exprimée par le cytoplasme

des astrocytes (corps cellulaire et prolongements) quel que soit le type tumoral, mais de maniére
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plus intense dans les gangliogliomes. L’INA est exprimée dans 25% des gangliogliomes, sans

aucune perte 1p ou 19q.

Les oligodendrogliomes sont caractérisés par une expression d’IDH1 (sauf cas n°36 non
muté IDH) et d’INA (46% des cas). La figure 16 présente un exemple de marquage
immunohistochimique de nestine, CD34 et INA sur TMA.

L’index Ki67 est associé de maniére significative et directe avec le grade tumoral (p<0,001),

comme rapporté dans ’OMS. L’index Ki67 n’est pas corrélé aux autres variables.

Il n’existe pas d’association significative entre l’expression des marqueurs testés en

immunohistochimie et I’age ou le sexe des patients, la localisation tumorale ni la prise de contraste

radiologique.
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Figure 16: Immunohistochimie a) expression de la nestine par les astrocytes d’un gangliogliome, b) expression du
CD34 par les neurones d’un gangliogliome, expression de I’INA c) par le contingent oligodendroglial dans un
oligodendrogliome et d) par des neurones dans un gangliogliome (x400).

V. 2. ¢2) Marqueurs immunohistochimiques et contingents cellulaires tumoraux

Le tableau 17 présente les résultats de I’analyse immunohistochimique en fonction des
contingents tumoraux. Excepté p53, les contingents piloide, fibrillaire et « oligo-like » expriment
trés peu ’ensemble des marqueurs. Le contingent oligodendroglial est caractérisé par une forte
expression d’IDHI, alors que les contingents « oligo-like » et « fibrillaire et oligo-like » sont

négatifs. Le contingent neuronal est caractérisé par I’expression de CD34.

L’expression d’IDH1 est strictement corrélée a la détection de mutation d’IDH en MLPA,
sauf pour un oligo-astrocytome (n°41) sans mutation IDH détectée en MLPA mais avec une

expression d’IDH]1 par 60% des cellules tumorales.
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Contingent

Amfeame  gewl fibrillaire et . . . P
piloide « oligo-like » «oligo-like »  oligodendroglial ~ neuronal
INA <10% 9 7 4 6
>10% ¢ 0 0 , 0,02
IDH1 <10% 9 7 4 1 3
> 10% 0 0 . 1 . <0,0001
p53 <10% 7 6 2 5
> 10% 2 0 ) A 5 0,39
Ki67 < 4% 9 7 3 7
= 4% 0 0 1 4 2 0.00
CD34 négatif 10 38 4 12 1
positif 0 0 0 0 7 <0,0001

Tableau 17 : Analyse immunohistochimique en fonction des contingents tumoraux (seuil du marquage par les anticorps
en % de cellules marquées et qualitatif pour CD34).

Olig2 est exprimé dans les trois types tumoraux, par des cellules « rondes » du contingent
oligodendroglial et du contingent « oligo-like », ainsi que par des cellules fusiformes du contingent
fibrillaire (cf. figure 17).
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Figure 17 : Marquage avec [’anticorps anti-Olig2 en immunohistochimie a) positif sur le contingent oligodendroglial
d’un oligodendrogliome, positif sur les contingents « oligo-like » et fibrillaire (b) d’un gangliogliome et (c) d’un
astrocytome pilocytique (x400).

V. 2. ¢3) Expression des neurotrophines et de leurs recepteurs

Les marquages obtenus sont difficilement interprétables dans les contingents
oligodendroglial, «oligo-like » et astrocytaire, en raison d’un important bruit de fond, de la
difficulté a analyser le type de cellules marquées et de la présence d’un marquage d’intensité
identique sur tissu cérébral sain. Les tissus témoins de carcinome canalaire infiltrant du sein (figure
18a) et les tumeurs gliales et glioneuronales (figure 18b) présentent une expression diffuse des
neurotrophines et de leurs récepteurs par des cellules d’allure gliale non tumorales et tumorales.

Dans les gangliogliomes, les neurones dystrophiques expriment de maniere plus intense NGF, TrkA
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et TrkB en intra- cytoplasmique alors que BDNF est surexprimé dans les noyaux de neurones et de

petites cellules rondes de type « oligo-like ».

Figure 18 b) : Marquages immunohistochimiques des neurotrophines et des récepteurs aux neurotrophines dans un
gangliogliome (NGF, TrkA et TrkB), dans un oligodendrogliome (BDNF) et dans un astrocytome pilocytique (p75""™)
(x 400).

V. 3. Etude de I’expression de ’EGFR dans des gliomes infiltrants et non infiltrants
V. 3. a) Analyse géneétique : amplification de PEGFR

L’ensemble des cas interprétés avec une amplification de ’EGFR présentait un ratio > 2
pour au moins 10 sondes se fixant sur les exons d’EGFR (sur les 11 sondes du kit MLPA). 41 % des
glioblastomes et un oligo-astrocytome (cas n°44) présentent une amplification de ’EGFR (tableau

18). Cette anomalie n’est pas observée dans les autres types tumoraux.

Type tumoral Amplification EGFR
Oul NON
Astrocytomes pilocytiques 0 14
Gangliogliomes 0 12
Oligodendrogliomes 0 13
Oligo-astrocytomes 1 4
Glioblastomes 7 10 p=0,01

Tableau 18 : Recherche de [’amplification de I’EGFR par MLPA.
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V. 3. b) Analyse transcriptomique des variants de PEGFR

L’¢tude de I’expression des variants ARNmM de I’EGFR a été réalisée sur 13 astrocytomes
pilocytiques et 11 gangliogliomes. Nous avons étudié la stabilité d’expression des trois génes de
référence HPRT, TBP et GAPDH dans ces deux types tumoraux (figure 19). GAPDH présente un
niveau d’expression plus élevé que TBP et HPRT dans les tissus étudiés. TBP et HPRT ont un

niveau d’expression comparable.

Astrocytome -
1 - . Gangliogliome
,s ] Ppilocytique

26 1 WM TBP

24 4 m
HPRT
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16 1
14 1
12 1
10

Observations

Figure 19 : Variations des CT des genes de référence en fonction des types tumoraux.

Les ARNm ont des RIN compris entre 5,7 a 8,6. Tous les genes, excepté celui codant le

variant 2 de ’EGFR, ont pu étre amplifiés de maniére spécifique (figure 20).
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Figure 20 : Exemple de courbes obtenues en PCR quantitative pour le cas n°4 (astrocytome pilocytique) avec 2
calibrateurs (10" et 10? copies) : (a) courbe de fusion (dérivée premiére de la variation de fluorescence (dFI/dT) en
fonction de la température) et (b) courbe d’amplification (intensité de fluorescence en fonction du nombre de cycles).

L’expression des variants a donc été comparée entre les 5 types tumoraux en utilisant

HPRT comme gene de référence (figure 21).
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Figure 21 : Expression des variants de I’EGFR en fonction des différents types tumoraux. Variant 1 en a), variant 3 en
b) et variant 4 en c).

Les niveaux d’expression des variants sont plus faibles dans les tumeurs non infiltrantes que

dans les gliomes infiltrants. Nous avons fixé un seuil de surexpression, correspondant a la médiane

pour chaque variant (tableau 19).

Variant 1 Variant 3 Variant 4
Ve AR Médiane [min-max] Médiane [min-max] Médiane [min-max]
Médiane 4,5 10,03-390,2] 3,2 [0,04-1396,8] 51,2 [0,19-6769,4]
Astrocytomes
pilocytiques 1,2 [0,1-8,0] 1,7 [0,16-5,46] 30,1 [2,5-122,38]
(13 cas)
Gangliogliomes
0,7 [0,03-4,2] 0,6 [0,04-3,61] 3,7 [0,19-25,1]
(11 cas)
Oligodendrogliomes
20,5 [1,3-374,9] 12,8 [2,7-266,9] 177,8 [32,7-6769,4]
(13 cas)
Oligo-astrocytomes
7,3[3,4-149,1] 5,2 [1,01-1396,8] 88,0 [31,7-2214,4]
(5 cas)
Glioblastomes
5,4 [0,4-390,2] 6,2 [0,4-573,3] 74,1 [3,5-4445,2]

(17 cas)

Tableau 19 : Taux d’ARNm des variants de I’EGFR (exprimés en URA) en fonction des types tumoraux.
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Il n’y a pas de différence du niveau d’expression des variants 1, 3 et 4 entre les astrocytomes
pilocytiques, les gangliogliomes et le tissu cérébral non tumoral. Il n’y a pas de différence

significative entre les oligodendrogliomes, les oligo-astrocytomes et les glioblastomes.

Il'y a une expression différentielle entre tumeurs non infiltrantes et tumeurs infiltrantes pour
les variant 1, 3 et 4 (p < 0,0001 pour chaque variant). Le niveau d’expression du variant 4 est
jusqu’a 4 fois plus important dans les tumeurs infiltrantes, par rapport aux tumeurs non infiltrantes,
sans différence significative entre les oligodendrogliomes, oligo-astrocytomes et glioblastomes.
62% des astrocytomes pilocytiques et tous les gangliogliomes ont une expression de variant v4

inférieure au seuil, alors que 92 % des oligodendrogliomes, 60 % des oligo-astrocytomes et 59 %
des glioblastomes ont une surexpression du variant 4.

Il n’y a pas d’association significative entre 1’expression des variants, I’age ou le sexe.

Le mutant EGFRVIII a été détecté dans 35 % des glioblastomes (tableau 20). La présence du

mutant EGFRVIII est corrélé a la présence d’une amplification de I’EGFR (p = 0,001).

Type tumoral Mutant EGFRvIII
présent absent
Astrocytomes pilocytiques 0 13
Gangliogliomes 0 11
Oligodendrogliomes 0 13
Oligo-astrocytomes 0 5
Glioblastomes 6 11 p = 0,002

Tableau 20 : Recherche du mutant EGFRvIII par PCR qualitative.

V. 3. ¢) Analyse de I’expression protéique de ’EGFR
V. 3. cl) Expression de ’EGFR et types histologiques

L’anticorps anti-EGFRpec se fixe sur le domaine extra-cellulaire du récepteur, il peut donc
marquer toutes les isoformes du récepteur. L’anticorps anti-EGFRp,c reconnait ’EGFR complet et

le mutant EGFRUVIII, seules isoformes possédant un domaine intra-cellulaire (figure 22).
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a) EGFRpgc

AP R S e ol
Figure 22 : Exemple d’expression d’EGFR a) forte expression d’EGFRpec dans un oligodendrogliome (x200), b)
expression modérée et hétérogene d’EGFRp,c dans un oligodendrogliome (x200), c) faible expression d’EGFRpec dans
un astrocytome pilocytique (x200).

Le tableau 21 présente les résultats de I’expression de I’EGFRpec et EGFRpc en fonction du
type tumoral. L’expression de ’EGFRpgc est corrélée au diagnostic de gliome infiltrant, mais pas
I’expression de I’EGFRpjc. Lorsqu’une tumeur exprime EGFRpic, on observe une expression
d’EGFRpgc. L’inverse n’est pas vérifié. L’expression de 'EGFRpgc est liée au grade tumoral
(p < 0,0001).

. . Astrocytomes L Oligo- Oligo- .
Anticorps  Seuil . . Gangliogliomes . Glioblastomes p
pilocytiques dendrogliomes  astrocytomes
EGFRpec <200 13 8 5 2 3
<0,0001

>200 0 0 7 3 13

EGFRpc <200 13 9 11 4 10 e
>200 0 0 1 1 6 ’

Tableau 21: Analyse immunohistochimique de [’expression de I’EGFR en fonction des types tumoraux (selon le score
de Hirsch).

V. 3. c2) Expression de ’EGFR et contingents cellulaires tumoraux

L’analyse du profil d’expression d’EGFR dans les contingents cellulaires des tumeurs non
infiltrantes et des oligodendrogliomes montre que seul le contingent oligodendroglial exprime

EGFR (tableau 22). Les autres contingents des tumeurs non infiltrantes ne 1’expriment pas.
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Contingent
Anticorps Seuil p

piloide (jioblriggiilriek:t» «oligo-like »  oligodendroglial ~ neuronal
EGFRpec <200 9 8 4 5 8
> 200 0 0 0 0 0,0003
EGFRpic <200 10 8 4 11 9
2200 0 0 0 1 0 064

Tableau 22 : Analyse immunohistochimique de [’expression de I’EGFR en fonction des contingents cellulaires
tumoraux (selon le score de Hirsch).

V. 3. c3) EGFR phosphorylé et doubles marquages

Onze glioblastomes (sur 17 cas) présentent une expression de P-EGFR, allant de 2 a 60 % de
cellules tumorales marquées. Ce marquage est hétérogene, il a donc été testé sur coupe entiere (et
non sur spot de TMA) (figure 23). Aucune autre tumeur de la série n’a montré d’expression de P-
EGFR.

L’expression de P-EGFR est associée a 1’expression d’EGFRpc (p = 0,036), en effet 83%
des GBM avec expression d’EGFRp,c présentent une expression de P-EGFR. Mais I’expression de
P-EGFR n’est pas corrélée a I’expression d’EGFRpec (p = 0,08), ni & la présence du mutant
EGFRvIII (p = 0,73), ni @ une amplification de ’EGFR (p = 0,17).

Apres comparaison de la topographie des zones exprimant P-EGFR et EGFRp,c, les zones
« P-EGFR positives » sont inclues dans les zones « EGFRp c positives », mais sans superposition

vraie puisque 1’expression de P-EGFR est plus hétérogéne au sein d’'une méme tumeur que celle

d’EGFRpic.

Les doubles marquages P-EGFR avec Olig2 ou p53 (figure 24) montrent que ce sont bien
des cellules tumorales gliales qui expriment P-EGFR.
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Figure 23 : Expression de P-EGFR dans un glioblastome, a) expression cytoplasmique, a renforcement membranaire,
pouvant étre intense et diffuse, ou b) trés focale (x100).
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Figure 24 : double marquage en immunohistochimie avec un anticorps anti-P-EGFR (cytoplasmique a renforcement
membranaire, rouge) et un anticorps nucléaire (rouge), anti-Olig2 (x200) en a) et anti-p53 (x400) en b).

V. 4. Analyse de survie

Les pourcentages de déces sont faibles : 0%, 8%, 18% et 20 % pour les patients atteints
d’astrocytomes pilocytiques, de gangliogliomes, d’oligodendrogliomes et d’oligo-astrocytomes
respectivement (annexes 2 et 3). lls ne permettent pas de calculer la médiane de survie globale sauf
pour les glioblastomes : 11 mois (76% déces). Le seul décés observé dans les cas de gangliogliome

est lié a un carcinome mammaire métastatique.

La médiane de survie sans progression n’est pas atteinte pour les astrocytomes pilocytiques
(une seule récidive), est supérieure a 8 ans pour les gangliogliomes et les oligo-astrocytomes, 45

mois pour les oligodendrogliomes et 9 mois pour les glioblastomes (figure 26).
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Figure 25 : Probabilité de survie sans progression en mois en fonction des types tumoraux.

Il n’existe pas d’association significative de la survie avec 1’age, 1’expression des variants de
I’EGFR, D’expression protéique de ’EGFR, le P-EGFR, les mutations de BRAF, IDH, PTEN,
CDKN2A, les autres caractéristiques immunohistochimiques, la localisation tumorale ou la prise de

contraste en imagerie.

Dans les oligodendrogliomes, la présence de mutation IDH (p = 0,0005) et/ou de la perte

complete 1p19q (p = 0,0005) sont corrélées a une meilleure survie sans récidive.
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V. DISCUSSION

V. 1. Profils des contingents cellulaires de gliomes non infiltrants et infiltrants : aide
au diagnostic ?

Les gliomes sont des tumeurs dont le diagnostic histopathologique demeure problématique
et dont la physiopathologie reste tres largement méconnue. Un des objectifs de ce travail était de
comparer des marqueurs moléculaires dans des contingents cellulaires de morphologie identique
dans des tumeurs histologiqguement différentes. Dans ce travail, 1’analyse de marqueurs
génomiques, génétiques, transcriptomiques et protéiques dans les differents contingents cellulaires a
permis d’une part de caractériser les tumeurs et d’autre part de tester I’hypothése d’une cellule

souche progénitrice commune.

Dans notre série, I’étude des anomalies génétiques et génomiques n’a montré aucune perte
partielle ou complete du bras 1p et/ou 19q dans les astrocytomes pilocytiques et les gangliogliomes
quel que soit le contingent cellulaire considéré, tandis que la perte 1p/19g est un marqueur

caractéristique des oligodendrogliomes. Ces résultats sont en accord avec la littérature (14,71).

Nous avons mis en évidence le géne de fusion KIAA1549-BRAF dans 27% des astrocytomes
pilocytiques et 20% des gangliogliomes tandis qu’un seul gangliogliome présente la mutation BRAF
V600E (10%). Lorsqu'une de ces altérations est présente, elle 1’est dans tous les
contingents cellulaires d’une méme tumeur. Malheureusement, sur les 6 cas présentant une
anomalie de BRAF, aucun n’a de contingent « oligo-like ». Aucun oligodendrogliome de la série ne
présente d’altération de BRAF, alors que le gene de fusion peut étre présent dans des
oligodendrogliomes, des oligo-astrocytomes et de rares glioblastomes (72). Dans cette étude, les
fréquences de ces altérations génétiques dans les astrocytomes pilocytiques et les gangliogliomes
sont inferieures a celles rapportées dans la littérature (42,46). Plusieurs explications peuvent étre
avancées. Le nombre de cas de notre série est restreint, et nous avons utilisé des tissus inclus en
paraffine pour lesquels la qualit¢é de I’ADN est inférieure a celle des tissus cryopréservés. La
question de la sensibilité de la technigue MLPA pour la détection de la duplication des genes
KIAA1549 et BRAF a été soulevée. En effet, cette technique ne permet pas de mettre en évidence le
géne de fusion lui-méme mais I’augmentation du nombre de copie des genes intéressés par la
duplication. Cette augmentation est difficile a interpréter en raison de 1’absence de tissu non
tumoral de reférence pour chaque patient. De plus, il n’existe aucun référentiel d’interprétation pour

cette technique.
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Afin de verifier les résultats obtenus par MLPA, nous avons testé, a la suite des travaux
présentés précédemment, une technique de recherche du géne de fusion par RT-PCR puis
séquencage aprés extraction d’ARN a partir des blocs de paraffine (73). L’amplification se produit
seulement si les deux amorces du couple, 1’une sur BRAF et I’autre sur KIAA1549, sont rapprochées
par la fusion des genes. C’est une analyse qualitative, dont la fiabilité n’est pas altérée par la
possible dégradation de I’ADN des tissus inclus en paraffine, puisque quelques copies intactes du
transcrit de fusion suffisent pour le mettre en évidence. Ainsi, la nature du gene de fusion peut étre
identifiée précisément a I’aide d’amorces se fixant sur les exons impliqués (exons 15, 16, 18, 19 de
KIAA1549 et exons 9, 10, 11 de BRAF). Par cette technique, nous avons mis en évidence le géne de
fusion KIAA1549-BRAF dans deux cas d’astrocytome pilocytique (cas n°2 et 6), ayant été rendus
négatifs en MLPA.

La mutation R132H d’IDH1 est présente dans 92 % des oligodendrogliomes mais pas dans
les deux autres types tumoraux. Les mutations d’IDH1 sont fréquentes dans les gliomes infiltrants
de grade Il et 111 (74), associées a des mutations de TP53 dans les astrocytomes diffus ou avec une
perte 1p19q dans les oligodendrogliomes (75). Ces mutations sont impliquées dans la gliomagenése
précoce. Cependant les mutations d’IDH1 habituellement rapportés se situent entre 50 et 70% des
oligodendrogliomes (76,77), contre 92 % dans notre série. Dans notre travail, les
oligodendrogliomes ont été diagnostiqués sur la présence d’un contingent typique a cellules claires.
D’autre part, nous n’avons pas retrouvé ces caractéristiques moléculaires dans les autres types
tumoraux. Ceci indique que le groupe des oligodendrogliomes tel que nous 1I’avons constitué est
homogeéne sur les plans morphologique et moléculaire. 11 est possible que dans d’autres travaux, un
contingent astrocytaire réactionnel intra-tumoral ait pu étre interprété comme tumoral a part entiere,
et orienter vers un oligo-astrocytome. Nos résultats confirment également qu’il est essentiel de

déterminer les statuts IDH1 et 1p19q en diagnostic de routine.

Le cas n°36 d’oligodendrogliome de grade Il est discordant. Malgré une morphologie
évocatrice, I’étude moléculaire ne montre pas de perte 1pl9q, pas de mutation IDH, pas
d’expression d’IDH1, d’INA, ni de p53. L’index Ki67 faible est faible (3%), mais cette tumeur a
récidivé précocément a 6 mois (survie globale non disponible car patient perdu de vue). Le
probléme de la représentativité des prélévements peut étre écarté, I’exérése tumorale ayant été sub-
totale. En revanche, le niveau expression des transcrits EGFR est surprenant, avec des valeurs tres
élevées, correspondant plut6t a des valeurs observées dans les glioblastomes (variant 1 a 14 URA,
variant 3 a 7 URA et variant 4 & 14 URA) et concordant avec la mauvaise survie sans progression. |l
n’y avait pas d’amplification d’EGFR ni de mutant EGFRVIII, pas de délétion PTEN ou CDKN2A,

pas de surexpression de ’EGFR ni d’expression de P-EGFR. Ce cas pourrait donc faire partie des
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cas triples négatifs : IDH/p537/pertelpl9q, lies a une gliomagenese IDH-indépendante et de

pronostic plus péjoratif.

Les délétions de PTEN et CDKN2A peuvent étre rencontrées dans tous les types tumoraux
de notre série, et dans tous les contingents cellulaires d’'une méme tumeur. La délétion homozygote
de CDKN2A n’a été observée que dans les glioblastomes et dans un oligo-astrocytome (cas n°44),
toujours associée a une délétion de PTEN et une amplification de I’EGFR. On peut noter que le cas
d’oligo-astrocytome présente des caractéristiques moléculaires et une durée de survie globale (22
mois) qui correspondent a celles d’un glioblastome, bien que 1’aspect morphologique soit différent.
Selon Verhaak (65), les glioblastomes de novo pourraient étre classés en 4 sous-types en fonction
des altérations génétiques : les glioblastomes classiques avec amplification de I’EGFR, les groupes
proneural et neural : souvent IDH1*/p53*/amplification PDGFRa’, et les glioblastomes
mésenchymateux avec altérations NF1 et délétions de PTEN et CDKN2A. Les résultats de notre
étude ne confirment pas cette classification, puisque tous les glioblastomes de la série avec délétion
homozygote de CDKN2A, présentent une amplification de ’EGFR (I’inverse n’étant pas vérifié).
L’amplification de I’EGFR serait donc bien un événement précoce dans la tumorigenése des
glioblastomes, sélectionnant des clones tumoraux. Chacun de ces clones pouvant ensuite accumuler
d’autres anomalies moléculaires et constituer des populations clonales, rendant difficile un

génotypage caractéristique.

Nos résultats génétiques et génomiques renforcent I’hypotheése qu’une méme cellule souche
tumorale serait a I’origine des différents contingents d’'une méme tumeur, mais que des mécanismes
oncogénétiques distincts seraient a ’origine des gliomes non infiltrants et infiltrants. En effet, les
cellules tumorales du contingent « oligo-like » des astrocytomes pilocytiques et des gangliogliomes
et celles du contingent oligodendroglial ont une morphologie similaire mais possédent pourtant des
génotypes radicalement différents. Il n’y a donc pas de correspondance entre le morphotype et le

génotype.
Les donnees obtenues en immunohistochimie confortent également cette hypothese.

L’expression d’IDH1 est liée a la présence d’un contingent oligodendroglial dans un gliome
infiltrant (p< 0,0001), mais pas & celle du contingent «oligo-like » dans les tumeurs non

infiltrantes. En effet tous les autres contingents, y compris ce dernier, sont négatifs.

L’ INA est une protéine des filaments intermédiaires neuronaux dont la surexpression dans
les oligodendrogliomes est fortement liée a la perte 1p19q (78,79). Dans notre série, les contingents

gliaux non-oligodendrogliaux ont une expression faible d’INA, alors que 25% des contingents
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neuronaux et 50% des contingents oligodendrogliaux ont une expression forte (= 10%). Le
marquage par I’anticorps anti-INA est significativement lié (p = 0,02) a la présence d’un contingent

oligodendroglial.

Les mutations de TP53 conduisent a la formation d’une protéine p53 anormale qui
s’accumule dans le noyau et devient détectable en immunohistochimie. Ces mutations sont
typiquement observées dans les astrocytomes de grade Il et 11l et les glioblastomes. La mutation
d’IDH1 apparait précocement, avant celle de TP53 (80). Les mutations de TP53 et la perte 1p19q
sont mutuellement exclusives. Pourtant dans notre série, 36% des oligodendrogliomes ont une
expression nucléaire de p53 en immunohistochimie contre 20% des astrocytomes pilocytiques et
50% des gangliogliomes. Il pourrait donc s’agir d’une accumulation nucléaire de p53 non mutée
pouvant étre liée & un défaut de dégradation, par exemple un excés de régulation négative de p14°~F
sur MDM2, puisque MDM2 a pour r6le de faciliter la dégradation de p53 par ubiquitinylation (81).
Une mutation activatrice ou une surexpression de p14”“RF, voire une mutation inactivatrice de
MDM2 pourrait conduire a D’accumulation nucléaire de p53 et a sa détection en
immunohistochimie, sans pour autant de mutation de TP53. Cette hypothése nécessite d’étre
vérifiée puisqu’une étude sur des carcinomes de localisations diverses ont indiqué que la
concordance entre la détection de p53 en immunohistochimie et la présence d’une mutation de
TP53 était de 70% seulement (82), alors qu’une autre étude a rapporté une concordance de 89%
dans une serie de 149 tumeurs gliales de grade 1l (83).

Les modifications de I’expression de I’lEGFR sont fréquentes dans les gliomes de haut grade
(33,84). En revanche, 1’absence d’amplification de ’EGFR et du mutant EGFRvVIII dans les tumeurs

non infiltrantes de notre série est en accord avec les données de la littérature (16).

Le marqueur de prolifération Ki67 est utilisé en routine pour le diagnostic de nombreuses
tumeurs. Dans notre série de gliomes, nous avons mis en évidence une association directe entre
I’index de Ki67 et le grade. Ces résultats sont concordants avec ce qui est communément admis, a
savoir que Ki67 est un marqueur de prolifération et qu’il est donc logique que son expression soit

reliée au grade tumoral, lui-méme en partie déterminé en fonction de I’index mitotique.

CD34 est une protéine exprimée par des précurseurs neuronaux ou par des cellules souches
pluripotentes dans les gangliogliomes. Pour certains auteurs, les cellules CD34+ seraient des
cellules progénitrices glioneuronales (85). Nous avons observé un marquage dans le contingent

neuronal de 88% des gangliogliomes, sans marquage des autres contingents cellulaires quel que soit
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le type histologique de la tumeur. Le marquage par 1’anticorps anti-CD34 est associée (p < 0,0001)

au contingent neuronal des gangliogliomes.

Olig2 est un facteur de transcription nucléaire exprimé par les cellules progénitrices lors de
la différenciation oligodendrogliale. Pourtant, nous n’avons pas pu mettre en évidence de relation
statistiquement significative entre le marquage anti-Olig2 et le type tumoral ou un contingent
cellulaire, puisqu’Olig2 est détecté dans les tumeurs oligodendrogliales mais également dans des
tumeurs astrocytaires. En effet Olig2 contrdle la capacité de réplication dans les cellules souches
neurales et dans les gliomes malins (86), donc il n’est pas un marqueur spécifique de différenciation
oligodendrogliale en condition tumorale, mais peut étre considéré comme un marqueur de

prolifération de nature gliale.

La nestine est une protéine des filaments intermediaires exprimée dans les cellules souches
et progénitrices. Un marquage fort (score de Hirsch > 200) est observé dans 30 % des
gangliogliomes  (contingent neuronal) et aucun astrocytome pilocytigue ni aucun
oligodendrogliome. La nestine n’est pas associée a un type tumoral ni a un contingent cellulaire

tumoral (p = 0,05).

Les neurotrophines interviennent dans la croissance, la différenciation, la survie et
I’apoptose des cellules nerveuses en se liant a des récepteurs TK (TrkA, TrkB) et au corécepteur
p75"R. Ces récepteurs sont souvent présents sur la méme cellule pour moduler la réponse aux
neurotrophines qui utilise la voie de PI3K-Akt ou celle de Ras-Raf-MAPK (87). Des interactions
entre les récepteurs des neurotrophines et ceux de ’EGF ont été mises en évidence mais différent
selon les types cellulaires étudiés (61-63). Dans notre série, les cellules gliales tumorales et non
tumorales présentent une expression diffuse des neurotrophines et de leurs récepteurs. Les
contingents oligodendroglial, « oligo-like » et astrocytaire, sont difficilement identifiables, du fait
d’un important bruit de fond, de la difficult¢ a analyser le type de cellules marquées et de la
présence d’un marquage d’intensité identique sur tissu cérébral sain. Plusieurs raisons peuvent étre
avancées pour expliquer ces résultats. Les dilutions d’anticorps utilisées sur le tissu mammaire test
peuvent ne pas correspondre aux dilutions a utiliser sur tissu cérébral, en effet le fixateur utilisé est
différent, formol dilué a 10% pour le tissu mammaire et formol-zinc pour le tissu cérébral. En
raison d’une expression physiologique des neurotrophines dans le tissu cérebral non tumoral il se
peut que I’immunohistochimie ne soit pas une méthode assez discriminante pour identifier

d’éventuelles variations d’expression.
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Dans les contingents neuronaux, les neurones dystrophiques expriment de maniere plus
intense le NGF, TrkA et TrkB en intracytoplasmique alors que BDNF est surexprimé par les noyaux
des neurones et de petites cellules rondes (« oligo-like »). Les récepteurs semblent étre séquestrés
dans le cytoplasme, ce phénomene ayant été rapporté dans des neurones du systeme nerveux central
(88). Dans le tissu non tumoral, BDNF est transporté, apres sa synthese, de maniere antérograde
vers les terminaisons nerveuses. Il jouerait un rdle dans la plasticite synaptique (89).
L’accumulation de BDNF dans le noyau des neurones dystrophiques n’a jamais été rapportée, mais
la surexpression de BDNF dans les gliomes a été impliquée dans la tumorigenése de ces tumeurs
(60). La réalisation de RT-PCR ou de Western-blot permettrait d’étudier les niveaux d’expression

dans les tissus tumoraux et non tumoraux des neurotrophines et de leurs récepteurs.

Dans notre série I’analyse des données concernant la survie est conforme a la littérature. Les
tumeurs non infiltrantes (astrocytomes pilocytiques et gangliogliomes) bénéficient d’un meilleur
pronostic que les gliomes infiltrants. Parmi ces derniers, les oligodendrogliomes ont une évolution
moins défavorable que les oligo-astrocytomes et les glioblastomes. Dans les oligodendrogliomes, la
présence d’une mutation IDH (p = 0,0005) est corrélée a une meilleure survie sans récidive, ce qui

concorde avec les données connues.

V. 2. Expression de PEGFR: implication dans les mécanismes d’invasion
tumorale ?

Les cellules tumorales infiltrantes sont un probléme majeur pour 1’efficacité thérapeutique,
puisqu’elles constituent le reliquat tumoral post-chirurgical. Les facteurs intervenant dans
I’angiogenése sont assez bien connus, mais ceux participant a I’infiltration tumorale le sont moins.
I1 a été montré qu’aprés implantation de cellules de glioblastomes humains dans le systéme nerveux
central de rats immunodéficients, les tumeurs se développaient sur un mode invasif durant de
longues périodes, sans angiogenese prédominante. Il existerait donc bien des voies de signalisation

différentes de celle de I’angiogenése, impliquées dans I’invasion tumorale (90).

L’EGFR est impliqué dans I’invasion tumorale. Une étude a montré qu’il existait une
corrélation entre la réponse au géfitinib (traitement anti-TK de ’EGFR) et le statut moléculaire de
cultures de cellules de glioblastomes humains. Dans les tumeurs non traitées, 1’amplification de
I’EGFR était associée a une invasion tumorale profuse, cette invasion étant réduite de maniere dose-
dépendante aprés traitement, mais sans Véritable effet anti-prolifératif ni anti-angiogénique. Les
tumeurs avec perte de PTEN étaient résistantes au traitement (91).
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Une autre équipe a montré que 1’invasion tumorale était fortement associée a la présence
d’une amplification de ’EGFR et a I’activation d’EGFR par phosphorylation sur la tyrosine 1173
dans les glioblastomes (90). Dans notre série, 41% des glioblastomes présentent une amplification
de ’EGFR, et 65 % une expression de P-EGFR. Il est donc possible que ces mécanismes soient

impliqués dans le processus d’invasion tumorale, mais pour une partie seulement de ces tumeurs.

Les transcrits de ’EGFR, en particulier le variant 4, sont surexprimés dans les gliomes
infiltrants comparativement aux tumeurs non infiltrantes, dans lesquelles les taux sont comparables
a ceux observés dans le tissu cérébral non tumoral (92). Ces résultats suggérent que la surexpression
des variants de ’EGFR pourrait étre impliquée de manicre assez précoce dans I’oncogenese des
gliomes diffus (des le grade Il pour les oligodendrogliomes) et ce notamment via le variant 4. Ceci
est concordant avec la présence d’une expression des variants de ’EGFR a des niveaux élevés dans

les glioblastomes (92).

La surexpression de ’EGFR dans de nombreuses tumeurs est associée avec le grade. Dans
notre série, une association existe entre I’expression d’EGFRpgc et le grade tumoral (p<0,0001).
L’anticorps EGFRpc est dirigé contre 1’isoforme 1 (complete) de ’EGFR et contre le mutant vIII.
L’absence de marquage dans les astrocytomes pilocytiques et les gangliogliomes et le faible
marquage dans les oligodendrogliomes concordent avec 1’absence de détection de mutant vIII et le
faible niveau d’expression du variant vl dans les astrocytomes pilocytiques et les gangliogliomes.
Sur 4 échantillons de tissu cérébral non tumoral testés en TMA, aucune expression d’EGFRpc n’a
été retrouvée et 3 échantillons ont une faible expression d’EGFRpgc. Ces résultats sont similaires a
ceux obtenus dans les gliomes non infiltrants et concordent avec 1’étude des variants ARNm. Ils
indiquent donc que la voie de I’EGFR serait peu ou pas impliquée dans 1’oncogenése des tumeurs

glioneuronales et des gliomes non infiltrants.

Les résultats que nous avons obtenus concernant 1’expression du P-EGFR posent la question
de I’activation de la voie de I’EGFR dans les gliomes. Il est admis que la phosphorylation du
domaine TK est une étape nécessaire a 1’activation de la voie de ’EGFR. Nous avons mis en
évidence une expression de P-EGFR dans 65% des glioblastomes de notre série. De plus, le
marquage ne concerne gque des sous-populations de cellules tumorales, mais jamais la tumeur dans
son ensemble. Cependant, 1’expression de P-EGFR est liée a celle ’EGFRp,c, ce qui est logique
puisque seules les isoformes avec un domaine intra-cellulaire (a et mutant vlll) possédent un
domaine TK. Nous avons utilisé un anticorps anti-P-EGFR ne détectant que la phosphorylation de
la tyrosine en position 1068, qui fait partie des sites de phosphorylation principaux retrouvés dans

les gliomes (93). D’autres sites de phosphorylation (tyrosines 1045 ou 1086) pourraient étre étudiés.
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Une autre explication peut étre proposée, celle de I’hétérogénéité tumorale. Reconnue d’abord sur le
plan morphologique, elle est maintenant admise sur le plan moléculaire. Les tumeurs solides sont
formées de sous-populations cellulaires présentant a la fois des anomalies génomiques communes et
des altérations specifiques a différents contingents. Une telle structure peut étre le résultat d’un
processus évolutif clonal dans lequel la pression de sélection avantage continuellement la croissance

des clones les mieux adaptés.

L’équipe de Halle a montré, dans les cancers du col utérin traités par chimiothérapie, que la
présence d’une expression membranaire des isoformes tronquées seules était de mauvais pronostic
(94). Le pronostic serait indépendant de la présence d’une expression de ’EGFR forme entiére, et
de I’autophosphorylation du récepteur. La capacité tumorigéne de ’EGFR serait donc liée pour une
part a I’activation TK, mais aussi a une voie indépendante de la phosphorylation du récepteur qui

ferait intervenir les isoformes tronquées.

Le role des isoformes de ’EGFR n’est pas bien connu. Elles pourraient avoir une fonction
inhibitrice en se dimérisant avec un récepteur complet, 1’absence de DIC empéchant la
phosphorylation activatrice et bloquant alors la transduction du signal en aval. Un role activateur est
aussi possible. En effet, il a été montré que la fixation de I’EGF favorise la formation d’exosomes
contenant le couple EGF/récepteur. Certains couples seraient recyclés a la membrane, alors que
d’autres subiraient un clivage protéolytique du DEC. Les isoformes tronquées contenues dans ces
exosomes seraient ensuite relarguées dans le milieu extérieur. Des travaux ont montré que ces
isoformes ont encore la capacité de lier ’EGF (24). Cette isoforme protéolytique PI-SEGFR est
relarguée par certaines lignées cellulaires, notamment d’adénocarcinomes du sein, lorsque la
quantit¢ d’EGFR transmembranaire est supérieure & 7.10° EGFR/cellule. Cette isoforme
protéolytique serait associée au phénotype malin, et pourrait étre responsable d’une activation de
I’EGFR indépendante du ligand (25).
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V1. CONCLUSION

L’étude immuno-moléculaire des différents contingents cellulaires tumoraux de gliomes non
infiltrants (astrocytomes pilocytiques) et de tumeurs glioneuronales de bas grade (gangliogliomes)
en comparaison avec des oligodendrogliomes, indique que des contingents morphologiquement
identiqgues ont un profil moléculaire différent. L’oncogenése des gliomes non infiltrants
(astrocytomes pilocytiques) et des tumeurs glioneuronales de bas grade (gangliogliomes) est bien
différente de celle des gliomes infiltrants (oligodendrogliomes). Les gliomes infiltrants et non

infiltrants ne dériveraient donc pas de la méme cellule souche tumorale.

Nous n’avons pas mis en évidence de facteurs pronostiques parmi les marqueurs
moléculaires étudiés, en dehors de ceux connus (IDH, perte 1p19q). La MLPA est une technique
permettant de mettre en évidence une perte 1p19q, ou une amplification de I’EGFR, mais sa
sensibilité est insuffisante pour rechercher le géne de fusion KIAA1549/BRAF.

L’étude immunohistochimique est utile pour le diagnostic différentiel entre astrocytome
pilocytique et oligodendrogliome en utilisant les anticorps anti-INA, anti-IDH1 et anti-EGFRpgc, et
pour le diagnostic positif des gangliogliomes (contingent neuronal) une expression du CD34 et une

forte expression de la nestine (80% des cas).

La voie de ’EGFR est donc bien impliquée dans la tumorigenése des gliomes infiltrants,
notamment dans le processus d’invasion tumorale, plus que dans celui de la néo-angiogenese. Mais
cette voie ne semble activée que pour une partie des glioblastomes, méme si la présence
d’isoformes tronquées de I’EGFR semble jouer un rdle plus important que le statut de

phosphorylation du récepteur.

Nos résultats incitent a poursuivre ce travail en réunissant plus de cas, en explorant par
d’autres méthodes la voie des neurotrophines (notamment pour le contingent neuronal), en étudiant
la voie de PIBK-AKT (activée par la voie des neurotrophines), en utilisant des cultures de cellules
de glioblastomes pour préciser le réle des isoformes solubles et pour tester les effets en présence de
différents ligands de I’EGFR.
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ANNEXES

Annexe 1 :

Indice de Karnofsky.

Situation clinique

Le patient ne présente aucun signe ou symptéme de maladie 100 %
Le patient est capable de réaliser les activités normales de la vie 90 %
quotidienne, symptdmes ou signes mineurs de la maladie

Le patient est capable de réaliser les activités normales de la vie 80 %
quotidienne avec effort, quelgues symptdmes ou signes mineurs

Le patient est capable de se prendre en charge, mais est incapable 70 %
de mener une vie normale ou de travailler

Le patient nécessite une aide occasionnelle, mais peut prendre en 60 %
charge la plupart des soins personnels

Le patient nécessite une aide suivie et des soins médicaux fréquents | 50 %
Le patient est handicapé et nécessite une aide et des soins 40 %
particuliers

Le patient est sévérement handicapé 30 %
Le patient, trés malade, nécessite un traitement de soutien actif 20 %
Le patient est moribond, le processus fatal progressant rapidement 10 %
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Annexe 2 : Données du suivi des patients présentant une tumeur non infiltrante (VV :
vivant, DCD : décédé, PDV : perdu de vue, n.a.: non applicable car pas de récidive).

Age au Durée du

Type tumoral Cas — Orade qove  diagnostic  suivi Relils  [DETIES
(numéro) OMS S - (mois) nouvelles
(année) (mois)
1 l M 10 45 na. PDV
2 ' M 19 5 n.a. PDV
3 ' M 11 88 n.a. vV
4 I M 16 93 n.a. \aY
5 ' M 15 69 n.a. vV
Astrocytomes 6 I F 2 56 n.a. vV
pilocytiques ! ! F 18 83 13 vV
(14 cas) 8 I M 13 38 n.a. \aY
9 | F 16 55 n.a. vV
10 I F 6 54 n.a. vV
11 | F 15 171 n.a. vV
12 | F 9 163 n.a. VvV
13 | M 20 70 n.a. PDV
14 I F 2 136 n.a. vV
15 I M 34 227 97 vV
16 I F 13 81 n.a. AV
17 I M 6 79 n.a. vV
18 l M 10 59 18 oY,
19 I F 62 33 n.a. VvV
A 20 I F 13 26 n.a. vV
Gangliogliomes
(12 cas) 21 I M 36 21 n.a. \AY;
22 I F 72 15 n.a. vV
23 I M 30 163 7 \VAY;
24 I F 48 130 n.a. DCD
25 I F 16 34 6 vV
26 I M 16 13 8 PDV
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Annexe 3 : Données du suivi des patients présentant une tumeur infiltrante (VV : vivant,
DCD : décédé, PDV : perdu de vue, n.a.: non applicable car pas de récidive).

Age au Durée du

Type tumoral Ca§ Cleuk Sexe  diagnostic suivi Récio!ive Derniéres
(numéro) OMS . X (mois) nouvelles
(année) (mois)
27 1 M 28 63 45 \A%
28 ] M 48 167 185 \'A%
29 " M 70 51 n.a. \A%
30 I M 53 42 65 \'A%
. 31 " F 42 34 24 DCD
Oligo- 32 TR 33 13 na. W
dendrogliomes 33 " F 57 15 9 DCD
(13 cas) 34 I M 52 12 n.a. vV
35 " M 50 137 158 vV
36 l M 45 16 6 PDV
37 I M 38 30 n.a. VvV
38 Il M 42 52 a7 PDV
39 Il M 31 51 28 vV
; 40 l M 43 143 101 \AY;
U] 41 I M 49 54 20 Y,
astrocytomes 42 1 F 58 42 n.a. VvV
(5 cas) 43 " F 57 22 n.a. DCD
44 Il F 42 7 10 VvV
45 v M 41 17 15 DCD
46 v F 69 1 n.a. DCD
47 v M 43 9 5 DCD
48 v F 34 10 8 DCD
49 AV M 60 11 5 DCD
50 AV F 57 11 5 DCD
51 v M 68 11 10 DCD
Glio- 52 v F 46 57 n.a. VvV
blastomes 53 v M 48 24 3 DCD
54 v F 59 29 26 DCD
(17 cas) 55 \Y M 43 15 8 DCD
56 v F 59 40 29 DCD
57 v F 59 7 5 DCD
58 v F 69 10 n.a. \AY
59 AV M 66 28 28 \AY
60 v M 40 3 n.a. \AY,
61 v M 63 6 n.a. DCD
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