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Introduction

Les méningiomes sont des tumeurs intracraniennes extra-parenchymateuses. lls
correspondent aux tumeurs cérébrales primitives les plus fréquentes apres les gliomes [1] et
représentent 25 a 30% des tumeurs intracréniennes primitives [2]. Les méningiomes se
développent le plus souvent entre 50 et 60 ans [2] et sont plus fréquemment observés chez

les femmes [3]. Les hommes sont davantage atteints de tumeurs de grade plus élevé [4].

Les méningiomes sont des tumeurs le plus souvent bénignes et de croissance lente,
développées a partir des cellules arachnoidiennes constituant les méninges [5][6][7]. Malgré
le caractére bénin de la majorité des méningiomes, une étude portant sur 1986 patients avec

un suivi sur 29 ans a retrouvé un taux de survie a dix ans de 86% [1].

Le pronostic de ces tumeurs est lié au risque de récidive et a I'existence de formes malignes.

Il existe pour le moment peu de marqueurs pronostiques dans les méningiomes.

Le risque de récidive dépend principalement de la qualité de I'exérése chirurgicale évaluée
par I'échelle de Simpson et du grade tumoral déterminé par I'examen histologique d’aprés la
classification de 'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) 2016 [4]. Cette classification
reconnait trois grades de malignité croissante. Le nombre de mitoses pour une surface
tumorale donnée, qui rend compte d’une activation du cycle cellulaire, est I'un des critéres
les plus fiable pour établir le grade OMS. L’indice de prolifération cellulaire Ki67 reflétant
également une activation du cycle cellulaire fait partie des marqueurs corrélés au potentiel
de récidive [4][8].

En conséquence, une étude des facteurs intervenant dans la régulation du cycle cellulaire

pourrait permettre d’identifier des marqueurs pronostiques supplémentaires.

Actuellement le traitement de référence des méningiomes est I'exérése chirurgicale, parfois
associée a une radiothérapie. Les traitements systémiques ont des effets limités. Les options
thérapeutiques sont réduites en cas de tumeur récidivante ou lorsque la chirurgie ne peut
étre réalisée. L’identification de marqueurs du risque de récidive pourrait amener a

considérer de nouvelles cibles thérapeutiques.

Les techniques de séquencage massivement paralléle permettent de rechercher des
anomalies moléculaires au sein d’échantillons tumoraux. Le séquencage est une technique
de biologie moléculaire utilisée pour déterminer la séquence nucléotidique d’'une molécule
d’ADN (Acide DésoxyriboNucléique). Les techniques de séquengage massivement parallele

développées récemment ont des capacités de séquencage supeérieures aux techniques
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conventionnelles et donnent la possibilité d’analyser des ADN de plusieurs échantillons en

méme temps.

Dans ce ftravail, nous avons recherché par séquencage massivement paralléle des
altérations génomiques somatiques sur 84 génes intervenant dans la régulation du cycle
cellulaire dans une série de 30 méningiomes récidivants et non récidivants. L'analyse a porté
sur 30 cas de meéningiome avec leur récidive soit un total de 45 échantillons tumoraux.
Notre objectif était de mettre en évidence des altérations génomiques susceptibles de

favoriser une récidive tumorale.
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l. Généralités

I.1. Anatomie - Embryogénése

Les méninges correspondent a un tissu conjonctif qui enveloppe le systéeme nerveux central
pour en assurer la vascularisation et la protection mécanique. Différents feuillets constituent
les méninges: la dure-mére ou pachymeéninge et les leptoméninges comprenant
'arachnoide et la pie-mére. La dure-mére est le feuillet le plus externe adhérent a 'os, ses
expansions forment la faux du cerveau et la tente du cervelet. L’arachnoide a partir de
laquelle se développent les méningiomes tapisse la face interne de la dure-mére. A 'étage
rachidien, elle se prolonge autour des racines spinales dans les espaces intervertébraux.
L’arachnoide participe a la résorption du liquide céphalo-rachidien via des villosités, les
granulations de Pacchioni. La pie-mére, trés fine, adhére complétement a la surface du
cerveau [9]. Au niveau embryologique, les méninges se forment autour du tube neural aprés
sa fermeture au cours des 3 premiers mois de développement in utéro. L’arachnoide dérive
des crétes neurales ou ectomésenchyme, constitué par des cellules qui migrent des

ganglions rachidiens autour du tube neural dés le début du 2™ mois [10].

1.2. Epidémiologie

Le pic d’incidence des méningiomes se situe entre 50 et 60 ans [2] avec une fréquence
environ deux fois plus importante chez la femme [3]. Les tumeurs de grade Il et Il
surviennent a des fréquences plus élevées chez les hommes [4]. Lincidence des
méningiomes augmente avec I'age [1]. Une étude descriptive basée sur I'existence d'un
réseau national multidisciplinaire établi par la French Brain Tumor DataBase a recensé
13038 nouveaux cas de méningiomes en France entre 2006 et 2010. Parmi ces cas, 74,9%
concernaient des femmes et 25,1% des hommes avec un dge moyen au diagnostic de 57,7
ans. Le taux brut estimé de méningiomes opérés en France est de 4,2/100000 habitants/an
[11]. Le reqistre des tumeurs primitives du Systéme Nerveux Central de la Gironde a
observé entre 2000 et 2006, une incidence des méningiomes de 2,85 pour 100000
habitants/an pour les hommes et de 8,02 pour les femmes [12]. Des chiffres comparables
ont été retrouvés aux Etats-Unis entre 2004 et 2006 avec une incidence de 3,76 pour
100000 personnes/an pour les hommes et de 8,44 pour 100 000 personnes/an pour les
femmes. La prévalence des méningiomes aux Etats-Unis est de 70,7 cas pour 100000
habitants [13].
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1.3. Etiologie

L’'oncogenése des méningiomes semble multifactorielle. Le réle de facteurs génétiques a été
mis en évidence avec le développement de méningiomes dans un cadre familial, notamment
chez les patients atteints de neurofibromatose de type 2. Des facteurs environnementaux
sont impliqués, en particulier 'exposition aux radiations ionisantes. Les méningiomes sont
les tumeurs radio-induites les plus fréquentes du systeme nerveux central. Devant la
prédominance féminine des méningiomes, la participation des hormones et des récepteurs
hormonaux dans I'oncogenése semble possible mais n’a pour le moment pas été démontrée.
D’autres facteurs tels que les traumatismes craniens, les virus oncogénes, l'obésité et
l'utilisation des téléphones portables ont été évoqués mais aucun lien avec le

développement des méningiomes n’a été mis en évidence [14][15][4].

I.4. Diagnostic

1.4.1. Aspects cliniques

Différents symptédmes peuvent se manifester au cours du développement tumoral en fonction
de la localisation du méningiome [14]. Les méningiomes intracraniens sont généralement
localisés au niveau de la convexité cérébrale, de la plaque olfactive, de la région sellaire, du
nerf optique, de la tente du cervelet et de la fosse postérieure [4]. Les céphalées constituent
le symptome le plus fréquent et sont présentes dans un tiers des cas. Environ 29% des
patients développent un déficit moteur ou sensitif. Dans un quart des cas, la tumeur est
révélée par une épilepsie. A noter que plus de 9% des patients sont asymptomatiques avec
une découverte fortuite de la tumeur [11]. D’autres manifestations cliniques sont rapportées

tels que des troubles psychiques, visuels ou du langage [14].

1.4.2. Aspects neuroradiologiques

1.4.2.1 Tomodensitométrie

Le scanner permet de détecter jusqu’'a 95% des méningiomes apres injection de produit de
contraste iodé. La tumeur apparait sous la forme d’'une masse homogéne, sphérique ou
lobulée. Ses contours sont réguliers et nets, refoulant le parenchyme adjacent avec un point
d’attache a une structure méningée durale et souvent osseuse. Le meéningiome est
hyperdense ou isodense par rapport au parenchyme cérébral sur coupes non injectées.

Dans plus de la moitié des cas, on observe une zone périphérique hypodense correspondant
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a un cedéme cérébral péritumoral. Aprés injection de produit de contraste, un rehaussement

intense et homogéne de la tumeur est observé dans environ 90% des cas (figure 1).

Figure 1 : Méningiome sphénoidal. Coupe tomodensitométrique sagittale aprés injection de produit de
contraste iodé montrant une prise de contraste homogéne (Service de Radiologie, CHU de Limoges).

1.4.2.2 Imagerie par résonnance magnétique (IRM)

L'IRM fournit des renseignements plus précis sur la topographie, I'extension, le
retentissement tumoral et les rapports avec les structures neurovasculaires adjacentes. Le
méningiome est visualisé sous la forme d’'une masse en isosignal ou en hyposignal modéré
sur les séquences en écho de spin pondérées T1 (figure 2). Le signal est variable sur les
séquences en écho de spin pondérées T2. La séquence FLAIR (fluid attenuated inversion
recovery) est utile pour visualiser I'cedéme péritumoral (figure 3). On observe un
rehaussement intense et homogéne dans plus de 95% des cas aprés injection de
gadolinium. Cette prise de contraste concerne la portion charnue de la tumeur et la dure-
meére adjacente réalisant un aspect linéaire en « queue de cométe » (figure 4). Il n’a pas été
mis en évidence de lien entre la consistance du méningiome révélée par I'imagerie et son

caractére histologique [14].
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Figure 2 : IRM. Coupe axiale en séquence écho de spin T1 sans injection : méningiome temporal
droit en isosignal (Service de Radiologie, CHU de Limoges).

Figure 3 : IRM. Coupe axiale en séquence FLAIR : cedéme péri-tumoral (Service de Radiologie, CHU
de Limoges).
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Figure 4 : IRM. Coupe axiale en séquence écho de spin T1 aprés injection de gadolinium : prise de
contraste du méningiome, base d’'insertion durale large et aspect linéaire en « queue de cométe »
(Service de Radiologie, CHU de Limoges).

I.5. Histopathologie — Classification OMS

1.5.1. Analyse anatomo-pathologique

Macroscopie

La plupart des méningiomes ont un aspect macroscopique de masse ronde, souvent lobulée,
bien délimitée, de consistance ferme ou caoutchouteuse, parfois calcifiée ou ossifiée (figures
5 et 6). La présence de nécrose ou de tissu cérébral adhérent est recherchée. Une invasion

de la dure-mére est assez fréquente [4].
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Figure 5 : Aspect macroscopique d'un méningiome au cours de I'exérése chirurgicale (Service de
Neurochirurgie, CHU limoges).

Figure 6 : aspect macroscopique d'un méningiome (Laboratoire de Pathologie, CHU de Limoges).
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Microscopie

L’analyse histologique du méningiome permet de définir le type histologique et le grade
tumoral selon la classification OMS 2016. Il existe de nombreux sous-types de méningiomes,
les plus fréquents étant les méningiomes méningothéliaux, fibroblastiques et transitionnels.
Le grade est déterminé suivant des critéres morphologiques. Les méningiomes sont des
tumeurs qui infiltrent frequemment la dure-mére, parfois I'os ou le parenchyme cérébral mais

les métastases sont rares.

Les aspects histopathologiques sont résumés dans le tableau 1. La classification OMS 2016
des méningiomes est peu modifiée par rapport a celle de 2007. Elle inclut désormais les
méningiomes avec un indice de prolifération Ki67 élevé dans le groupe des tumeurs ayant
une plus grande probabilité de récidive et d’évolution agressive. En cas de tumeur « mixte »,
le diagnostic du type histologique majoritaire (plus de 50% de la tumeur) est retenu. La
présence d'un contingent minoritaire mais de potentiel plus agressif doit étre signalée.
L’élément caractéristique d’une prolifération méningothéliale est la présence d’enroulements
cellulaires également appelés « whorls ». Ces éléments histologiques sont illustrés avec les

figures 7 a 9.

Faible risque de récidive et i i i
i . . Plus grande probabilité de récidive et d'évolution agressive
d'évolution agressive

Grade | Grade Il Grade llI
» Chordoide
* Méningothélial * Cellules claires
* Fibroblastique * Atypique :
* Transitionnel - 24 mitoses et < 20 pour 1,6 mm? | « Papillaire
* Psammomateux - Infiltration cérébrale » Rhabdoide

» Angiomateux - 2 3 des critéres suivants :  Anaplasique (malin)

 Microkystique

» Sécrétoire

* Riche en lymphocytes et
plasmoctyes

* Métaplasique

Hypercellularité
Petites cellules
Nucléole proéminent
Désorganisation
architecturale

Nécrose tumorale

* 2 20 mitoses pour 1,6 mm?

Méningiome avec un indice de prolifération élevé

Tableau 1 : Classification histologique des méningiomes d’aprés 'OMS 2016.
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Figure 7 : Méningiomes de grade | méningothélial (A) et fibroblastique (B), HPS (Hémalun Phloxine
Safran) x 50 (Laboratoire de Pathologie, CHU de Limoges).

Figure 8 : Méningiomes de grade Il avec infiltration du parenchyme cérébral (A), HPS x 25 et nécrose
tumorale (B), HPS x 50 (Laboratoire de Pathologie, CHU de Limoges).

Anne Guyot | These d’exercice | Université de Limoges | 2017 32

BY-N




Figure 9 : Méningiome de grade Il avec 49 mitoses (fléches) pour 1,6 mm?, HPS x 400 (Laboratoire
de Pathologie, CHU de Limoges).

Au niveau immunohistochimique, la plupart des méningiomes expriment 'lEMA (antigéne
épithélial membranaire) avec un marquage membranaire et cytoplasmique hétérogéne
(figure 10). La vimentine est aussi exprimée dans les méningiomes mais n’est pas
spécifique. Les récepteurs a la somatostatine sont plus fréquemment exprimés dans les
méningiomes de grade élevé. L'expression de la protéine S100 est observée principalement
dans les méningiomes fibroblastiques [4]. Les récepteurs hormonaux sont largement
exprimés dans les méningiomes avec une positivité du récepteur a la progestérone dans
88% des méningiomes primitifs. Les méningiomes sécrétoires expriment 'ACE (antigéne
carcino-embryonnaire) et les cytokératines contrairement aux autres méningiomes de grade
I. La GFAP (protéine acide fibrillaire gliale) est utilisée pour rechercher une infiltration du
parenchyme cérébral (figure 11). Certains marqueurs sont utiles pour identifier les
diagnostics différentiels comme les tumeurs fibreuses solitaires qui expriment CD34 et
STATG6 [16].
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Figure 10 : méningiome méningothélial exprimant 'EMA (Laboratoire de Pathologie, CHU de
Limoges).

Figure 11 : infiltration du parenchyme cérébral marqué par I'anticorps anti-GFAP (Laboratoire de
Pathologie, CHU de Limoges).
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1.5.2. Facteurs de récidive

Le facteur clinique principal intervenant dans la survenue d’une récidive est la qualité de
I'exérése chirurgicale qui dépend de la localisation tumorale et de I'étendue de linfiltration.

Elle est évaluée par I'échelle de Simpson.

Au niveau histologique, le grade OMS est prédictif du risque de récidive [4]. Les
méningiomes de grade | de la classification de 'OMS sont considérés comme bénins et
représentent 70 a 80% des méningiomes. Leur taux de récurrence est cependant estimé
entre 7 et 25%. Les méningiomes de grade Il ou lll sont de moins bon pronostic et
prédominent chez les hommes. Les méningiomes de grade Il correspondent a 20% des
méningiomes. Leur taux de récurrence est compris entre 29 a 52%. Les méningiomes de
grade Il représentent 1 a 3% des méningiomes avec un taux de récurrence de 50 a 94% et

une moyenne de survie comprise entre 2 et 5 ans [1][4][17].

L’indice de prolifération cellulaire Ki67 évalué en immunohistochimie reflete le nombre de
cellules entrées dans le cycle cellulaire (figure 12). En moyenne, cet indice est évalué a 3%
dans les tumeurs de grade |, a 8% dans les tumeurs de grade Il et a 17% dans les
méningiomes de grade Ill [5]. Plusieurs études suggérent que lorsque cet indice est
supérieur a 4%, le risque de récidive est plus élevé et devient proche de celui des
méningiomes atypiques ou de grade Il. De méme les méningiomes ayant un indice Ki67
supérieur a 20% ont un taux de mortalité équivalent a celui observé pour les méningiomes
anaplasiques ou de grade lll [4]. Dans leur série, Guillaudeau et al. ont observé une survie
sans récidive significativement plus élevée pour les patients ayant un méningiome avec un
indice Ki67 inférieur a 10% [8]. Cependant, des variabilités techniques et d’interprétation de
l'indice de prolifération rendent difficile I'établissement d’'une valeur seuil utilisable par toutes

les équipes [4][18].
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Figure 12 : Indice de prolifération Ki67 évalué a 50% en immunohistochimie x 200 (Laboratoire de
Pathologie, CHU de Limoges).

Dans une étude publiée en 2015, Olar et al. ont mis en évidence une association entre
'indice mitotique et la survie sans récidive. L'indice mitotique correspond au nombre de
cellules en mitose évalué en immunohistochimie a I'aide d’'un anticorps ciblant I'histone H3
phosphorylé sur la sérine 10. En comparaison de l'index mitotique ou de l'indice Ki67,
I'utilisation de cet anticorps semble plus aisée avec une meilleure reproductibilité. Dans cette
étude, l'indice mitotique était évalué pour 1000 cellules dans la zone de la tumeur ou il était
le plus élevé. Trois sous-groupes d’indice mitotique ont été définis : 0-2, 3-4, =5. Chacun de
ces groupes étaient respectivement associés avec une médiane de survie sans récidive de
681, 425 et 218 semaines [19].

Des résultats similaires ont été observé en évaluant lindice de prolifération en
immunohistochimique avec [Ianticorps anti-MCM7 (mini-chromosome maintenance-7
protein). MCM7 est une protéine décrite comme un marqueur spécifique de prolifération
cellulaire. Elle intervient dans le complexe pré-réplicatif de '’ADN autorisant I'entrée en phase
S du cycle cellulaire. L'indice de prolifération dans cette étude était significativement plus

élevé dans les méningiomes récidivants et associé avec la survie sans récidive [20].

D’autres facteurs pouvant intervenir dans le risque de récidive sont évoqués. Il s’agit d’'un
traitement par radiothérapie, d’'une surexpression de la protéine P53 (tumor protein P53), du
pourcentage de cellules tumorales en phase S, de I'activité de la télomérase et de nombreux
profils d’expression génétique [5] avec notamment la perte des régions chromosomiques
1p36 [21] et 9p21 [22].
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1.6. Marqueurs moléculaires

1.6.1. Marqueurs moléculaires des méningiomes

Les déterminants de I'oncogenése des méningiomes sont peu connus avec pour la plupart
de ces tumeurs une fréquence d’altération génomique inférieure a celle des autres tumeurs
de I'adulte [23]. Les anomalies les plus fréequemment rapportées concernent le géne NF2
(Neurofibromin-2). Une perte allélique de la région 22q12.2 portant le géne NF2 est
retrouvée dans la majorité des méningiomes associés a une neurofiboromatose de type 2 et
dans 40 a 70% des méningiomes sporadiques [2]. Des mutations du géne NF2 ont
également été rapportées dans 60% des tumeurs [18] et dans 33 a 50% des tumeurs
monosomiques sur l'alléle restant [24]. La fréquence des mutations est sensiblement égale
dans les différents grades indiquant qu’il s’agirait d'un événement précoce dans

I'oncogenése puis conservé au cours de I'évolution de la tumeur.

Certaines anomalies chromosomiques sont plus souvent observées dans les méningiomes
atypiques et anaplasiques comme une perte allélique des bras chromosomiques 1p, 6q, 9p,
10q, 14q, 18q et un gain allélique des bras chromosomiques 1q, 9q, 12q, 15q, 179 et 20q
[25][16]. La perte allélique du bras 1p est associée avec un plus fort risque de récidive,
seulement 4,3% des méningiomes récidivant ne présentent pas de perte de ce bras. Des
délétions du bras 14q peuvent également étre considérées comme un facteur pronostic de
récidive et une co-délétion 1p/14q est plus fréquemment observée dans des tumeurs de
grade élevé [5][4][26][27].

De récentes études de séquencage génomique ou ciblé portant sur des méningiomes sans
altération du géne NF2 ont permis de mettre en évidence de nouvelles mutations. Pour les
méningiomes de grade |, des mutations des génes AKT1 (v-akt murine thymoma viral
oncogene homolog 1, entrainant une activation de la voie PI3K), TRAF7 (Tumor necrosis
factor receptor-associated factor 7, codant pour I'ubiquitine ligase E3 pro-apoptotique), KLF4
(Krupple-like factor 4, facteur de transcription induisant la pluripotence) et SMO
(Smoothened, frizzled family receptor, entrainant une activation de la voie Hedhehog) ont été
identifiées et semblent mutuellement exclusives des altérations de NF2 [28]. Des mutations
du géne SMARCE1 ont été rapportées dans des méningiomes a cellules claires et des
mutations du géne SMARCB1 sont impliquées dans les méningiomes multiples [4]. Ces
mutations sont par ailleurs associées avec la localisation de la tumeur et le sous-type
histologique. Dans des méningiomes de grade plus élevé, des mutations du promoteur de
TERT ont été rapportées entrainant une surexpression de la télomérase et un échappement

a la sénescence des cellules tumorales.
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Ces différentes altérations moléculaires sont résumées dans la figure 13.

Cellules arachnoidiennes

Grade | —_———* Grade || _ _

NF2

TRAF7
KLF4

Mutations
(NF2 sauvage)

SMO Promoteur hTERT

AKT1

Perte 22q

Perte 1p, 6q, 9p, 10q, 14q, 18q

Gain 1q, 9q, 12q, 15q, 17q, 20q

Cytogénétique

hTERT 9

Expression
génique

Figure 13 : Modéle génétique de 'oncogenése et de la progression des méningiomes d'aprés Louis et
al. [4].

1.6.2. Marqueurs moléculaires du cycle cellulaire
L’'index mitotique et I'indice de prolifération Ki67 sont parmi les facteurs les mieux corrélés
avec le grade et le risque de récidive des méningiomes [25][8], indiquant une possible

implication des altérations des voies régulant la prolifération cellulaire.

Des anomalies de certaines cyclines, des kinases dépendantes des cyclines (CDK) ou de
leurs protéines inhibitrices (CKI : Cyclin-dependant kinase inhibitor) jouent un réle important
dans plusieurs types de cancers [29]. On peut notamment citer la protéine P16 (CDKN2A :
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), acteur majeur de la régulation du cycle cellulaire ou

encore la protéine PRB (ou RB, Retinoblastoma 1) impliquée dans plus de 80% des cancers.

Un exemple de régulation du cycle cellulaire par ces différentes protéines est présenté dans
la figure 14. La cycline D se lie a CDK4 ou CDK6. Ce complexe phosphoryle PRB qui libére
alors E2F, facteur de transcription nucléaire responsable de la synthése de génes
nécessaires a la transition G1/S. C’est également a cette étape qu’interviennent les
protéines inhibitrices P15 (CDKN2B : Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B) et P16, en
empéchant I'entrée en phase S par inhibition du complexe CDK4/CyclineD.
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Des délétions homozygotes et des mutations somatiques des génes localisés en 9p21
codant pour CDKN2A et CDKN2B ont été rapportées dans des méningiomes anaplasiques,
en accord avec la notion qu’une inactivation de la régulation du cycle cellulaire est un critére
important dans la progression tumorale [22][30][31]. L’expression de ces protéines a été
analysée en immunohistochimie dans une étude qui a mis en évidence une association entre
la récidive de méningiomes atypiques et I'expression des protéines P16, CDK6 et PRB.
Cette étude confirme également I'association de marqueurs prolifératifs (indice Ki67, index
mitotique et P53) avec la récidive de méningiomes atypiques [32]. Par ailleurs, Kheirollahi et
al. ont montré une diminution importante de I'expression des ARN messagers de la cycline
D2, des protéines P53, PRB et ATM (ataxia telangiectasia mutated) dans des méningiomes
de grade Il par rapport aux tumeurs de grade | [33]. Dans leur étude, Cheng et al. ont
observé qu’une expression élevée de la cycline D1 est associée avec un mauvais pronostic
pour les patients atteints de méningiomes, et suggérent qu’inhiber I'expression de cette
cycline pourrait étre un traitement potentiel des méningiomes malins [29]. Le rble de
CDKNZ2A et CDKN2B dans le développement des méningiomes a été souligné a l'aide de
modeéles murins par ailleurs inactivés pour le géne NF2. Une perte homozygote de CDKN2A
et CDKN2B chez ces souris est associée avec une augmentation de la fréquence de
survenue des méningiomes [7][22]. Dans une étude s’intéressant aux génes suppresseurs
de tumeurs dans des méningiomes atypiques et anaplasiques, une amplification des génes
CDK4 et MDM2 (murine double minute 2, protéine ubiquitine ligase) et une mutation non-

sens de CDKN2C ont été observées dans deux méningiomes atypiques distincts [31].

D’autres génes interviennent dans la régulation du cycle cellulaire, tels que CDC25A, B et C
(Cell division cycle 25 homolog A, B et C) qui codent pour des phosphatases entrainant
l'activation des CDK. La famille des polo-kinases quant a elle favorise la transition G2/M et le
bon déroulement de la mitose. On peut également citer les protéines du groupe PP2A
(Protein phosphatase 2) qui forment des complexes avec une activité phosphatase
responsable d'une activation de CDK1. Le géne TGFB1 (Transforming growth factor, beta 1),
lui, joue un réle antimitotique par induction des inhibiteurs de CDK. Enfin, les protéines

14-3-3 régulent 'activité de CDC25C par séquestration cytoplasmique.

Ces genes ont été peu étudiés dans les méningiomes. La découverte d’altérations

moléculaires pourrait permettre de modifier les stratégies thérapeutiques [32].
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Figure 14 : Le cycle de division cellulaire et sa régulation, adapté d'aprés Meijer L. [34].

I.7. Traitement

La prise en charge des méningiomes est discutée en réunion de concertation
pluridisciplinaire lorsqu’il s’agit de tumeurs de grade Il ou lll, ou en cas de récidives
multiples. Le traitement dépend de plusieurs facteurs dont I'age du patient, la présence de
comorbidités, les symptdmes, la localisation et la taille tumorale ainsi que I'association a un

effet de masse [7].

.7.1. Traitements conventionnels

1.7.1.1 Surveillance

En cas de méningiome asymptomatique et localisé a distance de structures fonctionnelles
majeures, une surveillance rapprochée clinique et radiologique peut étre mise en place.
Cette stratégie est envisageable en raison d’une faible croissance des méningiomes de bas

grade, évaluée entre 1 et 3 mm par an [7].

1.7.1.2 Chirurgie

Il s’agit du traitement de référence des méningiomes. Une exérése de la tumeur et de sa
base durale est réalisée lorsque la localisation de la tumeur le permet. La qualité de la
chirurgie précisée par le grade de Simpson (tableau 2) est liée au risque de récidive. Lors
d’'une exérése de grade 1 de Simpson, le taux de survie sans progression a 5 ans est de

95% contre 81% lors d’une exérése de grade 4. [7]
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Grade de Simpson Définition

Exérése macroscopiquement compléte
1 intéressant 'attache durale et I'envahissement
osseux si présent

Exérese macroscopiquement compléte avec
coagulation de l'insertion durale

Exérése macroscopiquement compléte sans
3 coagulation de l'insertion durale ou sans
résection de I'envahissement osseux

4 Exérése incompléte

5 Biopsie

Tableau 2 : Grade de Simpson lors de I'exérése chirurgicale d’'un méningiomes [1].

1.7.1.3 Radiothérapie

La radiothérapie peut étre indiquée en premiére intention lorsque la tumeur n’est pas
résécable. Elle est utilisée en traitement adjuvant lors d’'une résection incompléte ou aprés
exérése d’'une tumeur de grade Il ou lll. Ce traitement est également envisagé lors des
récidives tumorales [14][35]. La technique de référence est lirradiation en condition
stéréotaxique non fractionnée (radiochirurgie) ou fractionnée. Ces techniques trés ciblées

ont pour but de réduire les risques de complications neurologiques secondaires [7][36].

1.7.2. Thérapies systémiques

Ces thérapies sont généralement envisagées lorsque la chirurgie et la radiothérapie ne
peuvent plus étre réalisées. Les chimiothérapies classiques ont des effets limités [14]. Des
investigations précliniques et de petites études cliniques ont permis d’identifier des thérapies
ciblées potentielles tels que des agents anti-angiogéniques (bevacizumab) et des inhibiteurs
de tyrosine kinase (sunitinib). En effet, les inhibiteur des facteurs de croissance vasculaires
endothéliaux et de leurs récepteurs ont parfois montré une diminution du volume tumoral [5].
D’autres études évaluent I'efficacité de la trabectédine (drogue cytotoxique se liant & 'ADN
et empéchant la fixation de facteurs de transcription de génes indispensables a la division
cellulaire) et des inhibiteurs de SMO et AKT1 dans des méningiomes porteurs des mutations

de ces génes [7].
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Il. Objectifs

Un des challenges majeur concernant la prise en charge des méningiomes est 'identification
des tumeurs a haut risque de récidive. Malgré les informations apportées par la classification
histologique, la variabilité du risque de récidive reste importante pour les tumeurs de grade |
et Il. Une meilleure compréhension des altérations moléculaires impliquées dans le
développement des méningiomes pourrait faciliter I'identification des tumeurs de mauvais
pronostic afin d’en modifier la prise en charge (radiothérapie adjuvante, suivi rapproché) et

servir ainsi de nouvelles cibles thérapeutiques.

La corrélation de l'index mitotique et de l'indice de prolifération Ki67 avec le potentiel de
récidive des méningiomes oriente vers une probable altération des voies de régulation du

cycle cellulaire dans ces tumeurs récidivantes.

L’objectif principal de ce travail est la recherche d’anomalies moléculaires des acteurs du

cycle cellulaire intervenant dans la récidive des méningiomes.

Les objectifs secondaires sont d’étudier I'association entre les anomalies moléculaires
impliquées dans la récidive et les données cliniques (sexe, survie sans récidive (SSR),

survie globale) et histologiques (grade tumoral, index mitotique et indice Ki67).

Nous avons pour cela étudié 30 cas de méningiome avec leur récidive, soit un total de 45
échantillons, par technique de séquencage nouvelle génération (NGS, next-generation
sequencing) avec un panel comprenant des amorces qui encadrent les séquences codantes
de 84 génes du cycle cellulaire. Le matériel biologique inclus en paraffine a pu étre obtenu
grace au Centre de Ressources Biologiques Cancer du CHU de Limoges (CRBiolim). Ce
travail s’inscrit dans le cadre d’une thématique de recherche au sein de I'équipe d’accuell
3842 « Homéostasie Cellulaire et Pathologies ». Il a été réalisé en collaboration avec le
laboratoire de Pathologie du CHU Dupuytren de Limoges et la Plateforme de Génétique

Moléculaire des Cancers du Limousin (PGMC).
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lll. Matériels et méthodes

lll.1. Données cliniques et histopathologiques

Les 45 échantillons de tissus tumoraux sélectionnés rétrospectivement proviennent de 30
patients atteints de méningiome intracrénien, opérés et traités au Centre Hospitalier
Universitaire de Limoges entre 1989 et 2016. Du tissu sain correspondant a été sélectionné
pour 11 cas (tissu en périphérie de la tumeur). Les échantillons de ces tumeurs ont été inclus
en paraffine aprés fixation dans du formol-zinc pendant 12 a 24h. Une partie de certains des

échantillons a été congelée et conservée a -80°C.

Pour chaque cas, une lame représentative de la tumeur a été sélectionnée aprés étude au
microscope optique par un pathologiste. Le diagnostic de ces tumeurs a été établi selon la
classification de 'OMS 2016. Dans les cas ou une embolisation de la tumeur a été réalisée
avant I'exérése chirurgicale, la présence de nécrose n’a pas été prise en compte pour
I'établissement du grade tumoral. Les échantillons ont été utilisés en conformité avec la Loi
de Bioéthique 2004.

Les données cliniques incluant la date de naissance, la date de déces, le sexe, la date de la
chirurgie, la date de la récidive, les symptdmes au moment du diagnostic, la localisation de
la tumeur et la date des derniéres nouvelles ont été obtenues de maniére rétrospective en
étudiant les dossiers des patients. Le grade de Simpson a été déterminé a I'aide du compte-
rendu opératoire et de I'imagerie post-opératoire. La survie sans récidive a été calculée en

utilisant la date de chirurgie de la tumeur primitive et la date de la premiére récidive.

La récidive a été définie sur les examens d’imagerie comme |'apparition d’'une masse
tumorale aprés exérése macroscopiquement totale ou 'augmentation notable de la taille d’un

résidu tumoral aprés une période de stabilité.

L’index mitotique a été analysé en fonction des catégories définissant les grades tumoraux
de 'OMS.

L’indice de prolifération Ki67 a été évalué dans la zone tumorale dans laquelle il était le plus
élevé en comptant le nombre de noyaux marqués pour 100 cellules tumorales (CONFIRM
anti-Ki-67 (30-9) Rabbit Monoclonal Primary Antibody, automate BenchMarck XT, Roche®,
Meylan, France). Un seuil de 5% a été établi pour les analyses, proche du seuil associé avec

le caractére récidivant des méningiomes dans d’autres études.
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lll.2. Génétique moléculaire

lll.2.1. Extraction de I’ADN génomique a partir des tissus

Aprés sélection d’'une zone riche en cellules tumorales ou d’'une zone de tissu sain
(parenchyme cérébral, méninge ou épiderme) sur les lames colorées par I'HPS, environ 10
mg de tissu ont été prélevés par grattage sur le bloc de paraffine correspondant. L’extraction
a été réalisée avec le kit Promega® Maxwell® 16 FFPE Plus LEV DNA Purification Kit
(Promega, Charbonniéres-les-Bains, France) dans l'automate d’extraction Maxwell 16
(Promega). Les échantillons ont d’abord été incubés avec 20 uL de Protéinase K et 180 uL
de Tampon d’incubation pendant 2h a 70°C. Puis 400 uL de Tampon de lyse ont été ajoutés.
Aprés centrifugation, les échantillons ont été déposés dans les cartouches de l'automate.
Les échantillons ont alors été récupérés dans des tubes contenant 70 pyL de solution

d’élution.

11l.2.2. Quantification de ’ADN génomique

Les concentrations en ADNg (ADN génomique) ont été évaluées par spectrophotométrie
(NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) puis par fluorimétrie
(QuantiFluor® ONE dsDNA System, Promega). Pour ['utilisation du fluorimétre, 1 pL de
solution (eau, échantillon standard et échantillons a analyser) a été mélangé a 199 uL de
solution QuantiFluor® ONE Dye suivi d’'une incubation a l'abri de la lumiére pendant 5
minutes. L’'appareil a été calibré a l'aide des mélanges contenant I'eau et I'échantillon

standard puis les différents échantillons ont pu étre analysés.

11l.2.3. Génotypage par séquencage massivement paralléle

1ll.2.3.1 Design/conception des amorces

L’utilisation de l'outil en ligne lon Ampliseq™ Designer (Thermo Fisher Scientific) a permis
de réaliser un panel d’amorces spécifique des génes d’intérét en utilisant le symbole des
génes d’aprés la nomenclature HUGO (Human Genome Organisation). La constitution du
panel a été effectuée en intégrant 84 génes (annexe 1) parmi ceux intervenant au plus
proche dans la régulation du cycle cellulaire [37] [38]. Afin d’améliorer la couverture in silico,
la spécificité du design a été diminuée. La couverture correspond a la proportion des
séquences recherchées qui sont couvertes par le séquengage. Ceci a permis d’obtenir une
couverture moyenne de 94,2%. Le panel a été réalisé sous la forme de deux mélanges
permettant d’obtenir 1095 (mélange d’amorces 1) et 1083 (mélange d’amorces 2) amplicons

correspondant a 216,77 Kb. La taille des amplicons est comprise entre 125 et 175 pb.
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11.2.3.2 Préparation des librairies

Amplification des cibles

L’amplification des génes d’intérét a nécessité I'apport de 12 ng d’ADN (3 pL a 4 ng/uL) pour
chaque mélange d’amorces, auxquels ont été ajoutés 2 pyL de lon Ampliseq™ HiFi Mix et 5
WL de lon Ampliseq™ Primer pool pour un volume réactionnel de 10 L. Différents cycles de
PCR (Polymerase Chain Reaction) ont ensuite été réalisés selon le protocole du fabricant

détaillé ci-dessous afin d’amplifier les régions cibles.

Etape But Température Temps
Unique Activation de I'enzyme 99°C 2 minutes
Dénaturation des o
doubles brins d’ADN 99°C 15 secondes
21 cycles Elongation des
9 . 60°C 8 minutes
nouveaux brins
Unique Conse’rvat!on de la 10°C Prolongé
réaction

Digestion partielle des amorces

A partir de cette étape, les amplifications obtenues avec les mélanges d’amorces 1 et 2, pour
un méme échantillon ont été réunies. Pour chaque échantillon, 2 uyL de FuPa Reagent ont
été ajoutés puis un nouveau programme dans le thermocycleur a été effectué pour d’obtenir
la digestion partielle des amorces. Ce programme comprenait 4 étapes uniques : une de 10
minutes a 50°C, une de 10 minutes a 55°C, une de 20 minutes a 60°C et une d’une heure

maximum a 10°C.

Ligation des index et des adaptateurs

Afin de séquencer plusieurs librairies sur une méme puce (multiplexage), un index a été
assigné a chaque échantillon. Ces index correspondent a des séquences uniques de 6 a 10
nucléotides. Ils permettent d’identifier [I'échantilon et de repérer d’éventuelles
contaminations. Pour réaliser la ligation de ces index aux amplicons, un mélange
adaptateur/index a été effectué contenant : 0,5 uL de lon P1 Adapter, 0,5 uL de lon Xpress™
Barcode X (X correspondant au numéro de l'index choisit pour I'échantillon) et 1 uL d’eau
sans nucléase. L’étape suivante a été I'ajout a chaque échantillon amplifié de 4 puL de Switch
Solution, 2 uL de mélange adaptateur/index et 2 yL d’ADN Ligase. Les réactions de ligation
ont été effectuées dans le thermocycleur selon le programme suivant : 30 minutes a 22°C,

10 minutes a 72°C et une heure maximum a 10°c.
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Purification des librairies

Les échantillons ont été mélangés avec 45 puL de NucleoMag® NGS Clean-up and Size
Select (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) afin de pouvoir réaliser deux lavages successifs

des billes sur lesquelles sont fixés les amplicons avec 150 pL d’éthanol a 70%.

Quantification des librairies amplifiées

La quantification des librairies avant le séquengage a nécessité une étape supplémentaire
d’amplification des librairies avec des amorces communes et complémentaires des
adaptateurs liés précédemment aux amplicons. Pour cela, 50 uL de Platinium PCR SuperMix
High Fidelity et 2 uL de Library Amplification Primer Mix ont été ajoutés a chaque échantillon.
Le surnageant des tubes a été récupéré grace a un support magnétique et placé dans le

thermocycleur pour réaliser le programme suivant.

Etape Température Temps
Unique 98°C 2 minutes
5 cycles 98°C 15 sec_:ondes

64°C 1 minute

Unique 10°C Prolongé

Cette amplification a été suivie d’'une purification des échantillons a l'aide du réactif
NucleoMag® NGS Clean-up and Size Select et d’éthanol a 70%. Les librairies ont ensuite

été mélangées a 50 uL de Low TE et le surnageant récupéré.

La quantification a été effectuée a laide de I'Agilent® 2100 Bioanalyzer® (Agilent
Technologies, Santa Clara, United States) pour 10 échantillons. Cela a permis de s’assurer
de la présence de fragments d’ADN entre 125 et 300 paires de base, correspondant a la
taille des fragments d’ADN amplifiés. Tous les échantillons ont été quantifiés avec le Qubit®
2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) a I'aide du kit Qubit® dsDNA HS Assay a partir de

10 uL de chaque échantillon.

Les différentes étapes de préparation des librairies sont illustrées dans la figure 15.
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ADN

Amorces l Amplification des cibles
Amplicons
l Digestion partielle des amorces

e Ligation des index et des adaptateurs
Index et Adaptateurs g Eoe:

Wo0E WSS, . L .
WO HOOBOE Librairie indexée
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|

Quantification des librairies

Figure 15 : Préparation des librairies d'aprés le guide utilisateur lon Ampliseq™.

111.2.3.3 Réaction d’amplification clonale par PCR en émulsion

Avant de procéder a la réaction de PCR en émulsion, les librairies ont été diluées pour
obtenir une concentration a 100pM (soit 15ng/mL pour des amplicons allant jusqu’a 225 pb).
Cela a permis de réaliser un mélange équimolaire des librairies, nécessaire a I'obtention d’'un
ratio idéal d’un fragment d’ADN par particule ISP (lon Sphere™ particles, Thermo Fisher
Scientific) pour chaque fragment d’ADN amplifié.

L’amplification clonale ainsi que le chargement de la puce ont été effectués par I'ingénieur en
charge de l'unité de séquencage du CHU de Limoges (Genolim). J'ai pu assister aux
différentes phases de ces étapes. La PCR en émulsion a été réalisée a 'aide du kit lon PI™
Hi-Q™ OT2 200 (Thermo Fisher Scientific). Les librairies ont d’abord été mélangées aux
ISP et a un mix contenant les éléments nécessaires a la PCR puis le mélange a été placé
dans le filtre de I'lon OneTouch ™ 2 System (Thermo Fisher Scientific). Lorsque la solution
contenant les librairies passe a travers le filtre, des microréacteurs contenant idéalement une
sphére et un fragment d’ADN sont générés dans I'huile. La réaction de PCR se produit dans
ces microréacteurs. Les sphéres posseédent a leur surface des fragments d’ADN qui vont

permettre la liaison des ADN synthétisés aux sphéres via les adaptateurs P1. Chaque
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matrice est ainsi amplifiée de maniére monoclonale a la surface d’'une ISP afin de rendre les
signaux détectables lors du séquengage (environ un million de copies d’'un fragment d’ADN
sur une sphere). Une étape d’enrichissement des sphéres est ensuite nécessaire pour
éliminer celles ne contenant pas de fragment d’ADN a leur surface. Pour cela des billes
magnétiques recouvertes de streptavidine sont utilisées. Les fragments dADN
complémentaires de ceux liés aux sphéres portent a leur extrémité une biotine. Le mélange
des billes magnétiques avec le produit de la PCR grace au couplage biotine / streptavidine
permet de conserver uniquement les sphéres portant des fragments d’ADN a leur surface.
Puis une étape de dénaturation est effectuée pour éliminer les brins d’ADN portant la biotine.
Les sphéres obtenues sont recouvertes a leur surface d’ADN simple brin. Le fluorimétre
Qubit 2.0 a permis de vérifier le chargement des sphéres et de procéder au chargement de
la puce lorsque le ratio de sphéres liées a 'ADN sur les sphéres non liés était suffisant (10 a
25%).

111.2.3.4 Chargement de la puce et réaction de séquencage

Le séquenceur utilisé est I'lon Proton™ System de Life Technologies (Thermo Fisher
Scientific). Sa capacité de lecture est d’environ 10 giga bases par séquengage. La détection
d’altérations somatiques nécessite une profondeur de lecture, c’est-a-dire un nombre de fois

ou chaque base est séquencée, d’environ 500 a 1000X.

La réaction de séquencgage effectuée par I'lon Proton est une technique de séquencgage
massivement paralléle, également appelée nouvelle génération, qui permet de regarder en
méme temps la réplication de milliers de fragments d’ADN. Elle repose sur un principe de
technologie semi-conductrice (lon Torrent™) basée sur les propriétés de 'ADN polymérase
qui lorsqu’elle incorpore un nucléotide au brin d’ADN en cours de synthése créée une liaison
phosphodiester, entrainant la libération d’'un ion hydrogéne (H+). Les sphéres contenant les
fragments d’ADN a séquencer sont chargées sur la puce lon PI™ Chip v3 (Thermo Fisher
Scientific). Cette puce contient 163 millions de micro-puits. Chaque puit va accueillir une
sphére grace a une bréve étape de centrifugation. Ces micro-puits contiennent un milieu
réactionnel ainsi qu’'une couche mince pH-métre au fond du puit. Des nucléotides non
modifies (A,T,C,G) sont successivement injectés dans chaque micro-puits. Lorsqu’un
nucléotide est incorporé par la polymérase sur le principe de la complémentarité des bases,
la libération d’'un ion H+ entraine une variation de pH dans le puit qui est détectée et
transformée en signal numérique, finalement converti en base dans la séquence pour
interprétation par I'utilisateur. Lorsque deux nucléotides identiques sont incorporés a la suite,

le signal double et est alors enregistré en 2 bases identiques. Cependant cette interprétation
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n'est fiable que pour 5 a 6 nucléotides identiques successifs, cela peut donc étre

problématique lorsque de nombreux homopolyméres sont présents.

lll.2.4. Analyse bio-informatique des données

Qutils de filtration des données brutes

L’analyse par séquengage nouvelle génération permet de détecter une variation d’'un seul
nucléotide (SNV : single nucleotide variation), des insertions ou délétions de petite taille
(INDELs) ainsi qu’une variabilité du nombre de copies d’'un géne ou d’un locus donné (CNV :

copy number variation).

Les rapports récupérés aprés chaque séquengage donnent des informations sur la qualité du
séquencage : chargement de la puce, nombre de bases analysées, nombre total de lectures
(« reads »), score de qualité relié a la probabilité d’erreur d’identification d’'une base (Phred

Score)... afin de s’assurer de la validité des résultats.

Plusieurs étapes de transformation des données sont nécessaires avant de pouvoir les
interpréter. Les signaux acquis par le séquenceur sont d’abord convertis en nucléotides
(base calling) sous forme d’un fichier BCL (base call format). Puis le démultiplexage avec
repérage des index et attribution des lectures a chaque échantillon permet d’obtenir un
fichier FASTQ. Ces fichiers FASTQ ont pu étre récupérés sur le serveur Torrent Browser du
CHU de Limoges et transmis a la cellule Bioinformatique de linstitut GEIST (Génomique,

Environnement, Immunité, Santé et Thérapeutiques) de Limoges.

Pré-traitement des données

Un contréle qualité a été effectué a 'aide de I'outil MultiQC [39] qui permet de rassembler les
différentes réactions de séquengage dans un méme fichier pour les comparer entre elles
(plusieurs éléments sont analysés comme le pourcentage de GC). Les « reads » contenus
dans les fichiers FASTQ ont ensuite été alignés sur le génome de référence Hg 19 (human
genome 19 ou GRCh37) grace au logiciel d’alignement BWA mem (Burrows-Wheeler
Aligner, version 0.7.12-r1039) [40]. Ce logiciel est adapté aux « reads » dont la longueur est
supérieure ou égale a 70 pb. Il a été paramétré avec des options permettant d’éliminer les
« reads » alternatifs (alignements non-linéaires) et non primaires (duplicats) ainsi que ceux
ayant un score de qualité ou MAPQ (MAPping Quality) inférieur a 20 (ce score donne la
probabilité que I'alignement reporté soit correct et refléte l'unicité de I'alignement). Le fichier
BED (browser extensible data) fourni lors de la réalisation du panel d’amorces est également

utilisé pour restreindre I'analyse bio-informatique aux régions ciblées par ce panel. Le fichier
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généré aprés alignement est un fichier BAM (binary alignment/map). La suite logicielle
Picard (version 1.88) [41] permet de trier et d’indexer le fichier BAM pour en faciliter la

manipulation.

Appel des variants

Cette étape a pour objectif d’identifier les variants (ou altérations) qui sont définis comme
une modification de la séquence ADN dans les tissus tumoraux par rapport au tissu sain
et/ou au génome de référence. Le gestionnaire d’outils Genome Analysis Toolkit (GATK,
version 3.7) [42] a permis de recalibrer la qualité des bases avec 'outil GATK BQSR (base
quality score recalibration), de récupérer la profondeur de lecture pour chaque amplicon et
de réaliser I'appel des variants. L’algorithme utilisé pour I'appel des variants provient des
recommandations fournies par GATK qui font partie des meilleurs pratiques pour détecter
des variants somatiques. Cet algorithme initialement destiné a I'analyse de données de

séquencgage de génome ou d’exome a été adapté a nos données de séquengage ciblé.

Dans notre analyse, les duplicats ont été conservés puisque l'analyse portait sur des

séquences ciblées amplifiées, donc dupliquées par définition, par PCR.

1/ Pour les tissus tumoraux avec tissu sain correspondant

Le module ContEst de GATK [43] a été appliqué. Ce module permet d’estimer le niveau de
contamination croisée entre tissu tumoral et tissu sain pour un échantillon afin d’'en minimiser
I'effet lors de I'appel des variants. La commande Mutect2 a été utilisée pour I'appel des
variants. Cette commande utilise plusieurs fichiers annexes qui servent de filtre : un Panel of
Normal (PON) crée avec I'ensemble des variants identifiés dans les 11 tissus sains, les
bases de données 1000 genomes, dbSNP (The Single Nucleotide Polymorphism Database)

et COSMIC (Catalogue of somatic mutations in cancer).

2/ Pour les tissus tumoraux sans tissu sain correspondant

En I'absence de tissu sain correspondant, le module ContEst n’a pas pu étre appliqué. Seuls
les variants avec une fréquence allélique supérieure ou égale a 5% ont été retenus. Les
filtres dbSNP et COSMIC ont été utilisés puis les échantillons ont été comparés au PON

obtenu a partir des tissus sains avec un filtre manuel.

Les variants obtenus ont été qualifiés de variants PASS, c’est-a-dire considérés comme vrais
variants somatiques. Le fichier regroupant ces variants est un fichier VCF (variant call

format).

Annotation des variants

L’outil ANNOVAR [44] a été utilisé pour annoter le fichier VCF qui a ensuite été converti en

Anne Guyot | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2017 50

(@) ev-nc-no | e



fichier excel. Ce fichier excel comportait de multiples annotations pour chaque variant : le
chromosome concerné, la localisation selon génome de référence Hg 19, le nucléotide de
référence, le nucléotide variant, la fréquence allélique, la profondeur, le type de variant
(SNV, INDELs), le géne sur lequel se situe le variant, le changement induit par le variant
(silencieux, faux-sens, non-sens), la modification entrainée selon le numéro d’accession
NM_ du géne, la position du variant au sein de I'amplicon ainsi que sa localisation intronique
ou exonique. Ce fichier indiquait également si le variant identifié était déja référencé dans les
bases de données COSMIC ou ClinVar.

Les différentes étapes de I'analyse bio-informatiques sont résumées dans la figure 16.

PRE-TRAITEMENT DES DONNEES PREPARATION A L’APPEL DES VARIANTS ET APPEL DES VARIANTS
Données brutes| oo Tumeur + tissu sain ;
Fichier FASTQ 1 !
1 Estimation
contamination croisée
Alignement sur ContEst
le génome de ]
référence Hg 19 ﬁ Panel of Normals ‘
BWA mem g \
l | COsMIC i | 1000 genomes i | dbSNP i

| Mute:th |
________________________ | 1

Panel of Normals
filtre manuel

== b

Variants PASS
Fichier VCF

| Annotations
Annovar

Figure 16 : Pipeline de détection des variants somatiques adapté d’aprés
https://software.broadinstitute.org/gatk/best-practices/mutect2.php [42].

CNV

L’analyse des CNV par séquengage massivement paralléle nécessite pour étre fiable des
données provenant de séquencage d’exome ou de génome, permettant de normaliser les
profondeurs obtenues pour chaque locus par la moyenne des profondeurs de 'ensemble des
framgents. Des logiciels sont en cours de développement pour appliquer cette analyse a des

séquencgages ciblés.
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111.2.5. Interprétation des données

Pour les différents variants d’intérét identifiés, plusieurs bases de données ont été
consultées. Les sites Genatlas [45] et Ensembl GRCh37 [46] ont permis d’obtenir des
informations sur le géne impliqué (numéro d’accession de la séquence de référence et
fonction). Les sites COSMIC [47] et ClinVar [48] ont été consultés lorsque le variant identifié

dans notre étude était référencé.

111.2.6. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel StatView 5.0 (SAS Institute). Les
comparaisons des variables qualitatives ont été réalisées par un test du Chi-2. L’analyse de
survie sans récidive (SSR) a été réalisée par la méthode de Kaplan-Meier avec une
comparaison des medianes de survie par le test du Log-rank ou par le test de Breslow-
Gehan-Wilcoxon (les valeurs obtenues avec ce test seront marquées par un astérisque). La
date d’origine était la date de diagnostic de la tumeur primitive ou de la récidive. Le seuil de

significativité p choisi pour 'ensemble des analyses statistiques est de 0,05.
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IV. Résultats

IV.1. Données cliniques et histopathologiques

IV.1.1. Données cliniques et épidémiologiques
L’age moyen au diagnostic de la tumeur primitive était de 58 ans (x14) tous grades
confondus, de 54 ans (£14) pour les tumeurs primitives de grade | et de 60 ans pour les

tumeurs primitives de grade Il (£12) et Il (£16).

Dans notre série, le sex ratio était de 1,7 (19 femmes et 11 hommes) en ce qui concerne les
tumeurs primitives, avec une prédominance de femmes pour les méningiomes de grade |

(91%) et une prédominance d’hommes pour les tumeurs de grade Il (67%).

Au moment du diagnostic, des céphalées étaient présentes dans 38% des cas, un déficit
neurologique dans 33% des cas et une épilepsie dans 27% des cas. Les patients étaient

asymptomatiques dans 13% des cas.

Les tumeurs étaient majoritairement localisées au niveau de la convexité cérébrale (64%) et

parmi les tumeurs de grade |, 54% étaient de type transitionnel.
La durée entre la tumeur primitive et la premiére récidive était en moyenne de 60 mois (+75).

A la date de point fixée au 15 février 2017, la durée moyenne du suivi des patients était de
75 mois (£73).

Aucun des patients n’était connu comme ayant une neurofibromatose de type 2.
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IV.1.2. Données histopathologiques

L’analyse a porté sur 30 tumeurs primitives dont 17 méningiomes récidivants correspondant
a 4 tumeurs de grade |, 5 tumeurs de grade Il et 8 tumeurs de grade lll. Les 13 autres
tumeurs primitives étaient des méningiomes non récidivants correspondant a 7 tumeurs de
grade |, 5 tumeurs de grade |l et une de grade lll. Les. L’étude a également été réalisée sur
15 récidives des méningiomes primitifs précédemment décrits dont 2 tumeurs de grade |, 4

tumeurs de grade Il et 9 tumeurs de grade lIl.

Le tableau 3 indique I'index mitotique et l'indice de prolifération Ki67 en fonction du grade

tumoral pour 'ensemble des échantillons tumoraux.

Les données cliniques et histopathologiques sont détaillées dans le tableau 4. Les

informations relatives aux tissus sains sont précisées dans I'annexe 2.

Grade | Grade I Grade Il P
Index mitotique < 0,0001
Inférieur & 4 13 3 0
4-19 0 11 1
Supérieur ou égal 0 0 17
a20
Ki67 0,0009
Inférieur ou égal a 8 2 1
5% 12 17
Supérieur a 5%

Tableau 3 : Index mitotique et indice de prolifération Ki67 en fonction du grade tumoral.
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IV.2. Résultats du séquengage

IV.2.1. Données du rapport de séquengage

L’analyse de I'ensemble des échantillons a été réalisé en 5 réactions de séquencage. La

qualité du séquencage a été étudiée grace au rapport de séquencgage en fonction des

paramétres indiqués dans le tableau 5.

Séquengage Chargement Nombre de Nombres de Nombre total mlc;;jgr?::l:ires
de la puce puits chargés bases lues de lectures lectures
1 91% 135.106 9,16 gb 85.108 107 pb
2 82% 122.106 6,27 gb 62.108 102 pb
3 85% 125.106 2,38 gb 22.108 109 pb
4 76% 113.106 7,11 gb 50.108 108 pb
5 85% 125.106 6,06 gb 65.108 109 pb

Tableau 5 : Paramétres qualitatifs principaux du rapport de séquencgage.

En moyenne, 124 millions de micro-puits contenaient des sphéres sur les 163 millions

disponibles soit un chargement moyen de la puce a 84%. La figure 17 illustre un exemple du

résultat de chargement de la puce observé dans le rapport de séquencage. Le nombre

moyen de lectures obtenues par séquencage était de 56,8 millions et le nombre moyen de

lecture par échantillon de 2,9 millions. La longueur moyenne d’une lecture était de 107 pb.

Le score de qualité PHRED était supérieur a 20 (probabilité d’erreur d’identification d’'une

base pour 100) pour en moyenne 280 millions de bases. La profondeur moyenne observée

sur I'ensemble des lectures était de 2522X. La profondeur de lecture par échantillon est

détaillée dans 'annexe 3. Le nombre moyen d’alignements par amplicon était de 5328.
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Figure 17 : Chargement de la puce dans le rapport du 1er séquengage.

IV.2.2. Variants mis en évidence : données quantitatives
Les échantillons 36, 37 et 42 n'ont pas pu étre analysés a cause d'une qualité et d’'une

quantité d’ADN médiocres malgré plusieurs extractions d’ADN.

L’analyse par séquengage a permis d’identifier plus de 8000 variants dont 1285 étaient

retrouvés dans au moins deux échantillons tumoraux différents.

Pour I'analyse des tumeurs seules, 380 variants en moyenne ont été observés contre 16

variants en moyenne pour les tumeurs avec tissu sain correspondant (tableau 6).

Parmi ces nombreux variants, nous avons étudié ceux référencés dans la base de données
COSMIC observés dans au moins 4 échantillons, les SNV identifiés dans 4 échantillons ou
plus et les INDELs présents dans au moins 10 échantillons (un tiers des tumeurs primitives

analysées). Ces critéres ont été établis pour diminuer le risque de faux positifs.

Dans certains cas, le logiciel IGV (Integrative Genomics Viewer) nous a permis de visualiser
les variants a partir du fichier BAM pour déterminer leur position au sein de I'amplicon et

obtenir une image des différentes lectures du variant (figure 18).

Au total, 152 variants ont été retenus (annexe 4) dont 60 délétions, 41 insertions et 51 SNV.

Parmi ces variants, 15 étaient référencés dans COSMIC et 2 dans ClinVar.
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Tumeur seule Tumeur + tissu sain

Cas| Nombre variants | Cas | Nombre variants | Cas | Nombre variants
1 131 30 216 3 9
2 169 31 187 6 36
5 133 32 160 14 1
8 168 33 185 17 9
9 168 34 205 23 3
10 1311 35 147 45 53
11 189 40 188 48 2
12 736 41 239
13 305 43 135
16 179 44 1019
19 133 47 134
20 26 50 1456
25 225 51 1778
26 141 52 403
27 196 53 202
28 202 56 1216
29 247

Tableau 6 : Nombre de variants identifiés par échantillon tumoral.
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Figure 18 : Visualisation sous IGV de l'altération de CDKN2A (A) et de YWHAE (B).
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IV.2.3. Analyse des facteurs influengant le caractére récidivant des tumeurs

IV.2.3.1 Analyse en fonction des données cliniques et histopathologiques

Cette analyse présentée dans le tableau 7 a été réalisée en fonction du caractere récidivant
ou non récidivant de la tumeur.

En ce qui concerne les données cliniques, les résultats obtenus mettent en évidence un
nombre significativement plus important de tumeurs récidivantes chez les hommes (p=0,04).

La localisation tumorale n’est pas associée au caractére récidivant.

Au niveau histologique, I'analyse du grade tumoral est proche de la significativité avec un
nombre plus important de tumeurs de grade Ill dans le groupe des tumeurs récidivantes et
un nombre plus importants de tumeurs de grade | dans le groupe des tumeurs non
récidivantes.

L’analyse de l'index mitotique a été effectuée en utilisant les seuils définissant le grade
tumoral selon les recommandations OMS. Elle met en évidence une différence significative
entre tumeurs récidivantes et tumeurs non récidivantes (p=0,04). L’indice de prolifération
Ki67 est également lié au caractére récidivant avec un indice plus élevé dans les tumeurs
récidivantes (p=0,004).

Tumeur Tumeur non P
récidivante récidivante
N 17 13
Sexe F 7 12 0,04
H 10 1
Age Inférieur ou égal a 10 4 0,2
58 ans
Supérieur a 58 ans 7 9
Localisation Base 1 1 0,7
Convexité 13 9
Falcotentoriel 2 3
Intraventriculaire 1 0
Grade I 4 7 0,05
Il 5 5
1] 8 1
Index mitotique Inférieur a 4 5 9 0,04
4-19 4 3
Supérieur ou égal 8 1
a 20
Indice Ki67 Inférieur ou égal a 2 8 0,004
5%
Supérieur a 5% 15 5

Tableau 7 : Analyse des données cliniques et histopathologiques en fonction du caractére récidivant
ou non récidivant de la tumeur. N : nombre d'échantillons concernés.
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IV.2.3.2 Analyse des altérations moléculaires

Analyse des altérations moléculaires en fonction du caractére récidivant ou non récidivant de
la tumeur

L’étude des 152 variants retenus a permis de mettre en évidence une association
significative entre le caractére récidivant de la tumeur et 9 altérations moléculaires. Pour 3

autres altérations leur présence tendait a étre corrélée avec la récidive.

Les variants dont la présence était associée de maniére significative aux tumeurs
récidivantes concernaient les génes CDKN2A (p=0,03), FBXO5 (p=0,003), MKI67 (p=0,006),
RB1 (p=0,03 pour la délétion), SFN (p=0,02), STRN (p=0,01 pour la délétion et p=0,03 pour
linsertion) et YWHAE (p=0,03).

Le variant identifié sur le géne CCNH était plus frequemment présent dans les tumeurs non
récidivantes (p=0,04).

En ce qui concerne les altérations des genes CCNB1, CDC25C et RB1 (pour le SNV), elles
semblaient étre plus souvent identifiées dans les tumeurs récidivantes mais l'analyse

statistique n’a pas mis en évidence de lien significatif.

Au total, 12 variants d’intérét ont été identifiés a I'issu de cette analyse, 6 délétions, 4

insertions et 2 SNV. Ces éléments sont détaillés dans le tableau 8.
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Position selon le génome de référence Hg Présence du Tumeur Tumeur

19 et conséquence du variant variant récidivante non
récidivante
CCNB1 68464057 Oui 4 0 0,05
Délétion NM_031966, exon3, c.251delA, p.Glu84fs Non 12 13
CCNH 86695334 Oui 2 6 0,04
Délétion Intron Non 14 7
CDC25C 137661464 Oui 8 2 0,05
Insertion Intron Non 8 11
CDKN2A 21970916 Oui 5 0 0,03
SNV NM_000077, exon2, c.G442A, p.Ala148Thr Non 11 13
FBXO5 153296500 Oui 8 0 0,003
Délétion NM_012177, exon2, ¢.359delA, p.Asn120fs Non 8 13
MKI67 129913670 Oui 7 0 0,006
Insertion NM_002417, exon7, c.1001dupG, p.Gly334fs Non 9 13
RB1 48916885 Oui 5 0 0,03
Délétion Intron Non 11 13
RB1 48955411 Oui 4 0 0,05
SNV NM_000321, exon17, c.A1527G, p.Gly509Gly Non 12 13
SFN 27190293 Oui 9 2 0,02
Insertion NM_006142, exon1, ¢.591dupT, p.Thr197fs Non 7 11
STRN 37121182 Oui 8 1 0,01
Délétion Intron Non 8 12
STRN 37076556 Oui 7 1 0,03
Insertion UTR3 Non 9 12
YWHAE 1303326 Oui 10 3 0,03
Délétion Intron Non 6 10

Tableau 8 : Analyse des variants en fonction du caractére récidivant de la tumeur.

Analyse comparative des variants liés a la récidive entre tumeurs primitives et récidives

Pour chacun des 12 variants d’intérét, nous avons reporté dans le tableau 9 le numéro de
cas dans lequel le variant était présent pour les tumeurs primitives récidivantes et les
récidives correspondantes. Certains variants présents dans la tumeur primitive ne sont pas

toujours retrouvés dans la récidive correspondante.
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CCNB1 CCNH cDC25C CDKN2A

Délétion Délétion Insertion S
TP R TP R TP R TP R
27 absent 12 absent 27 28 10 11
29 30 27 absent 29 30 12 13
35 NC 33 absent 27 absent
47 absent 29 30

52 absent

FBXO5 MKI67 RB1

Délétion Insertion Délétion
TP R TP R TP R TP R
12 absent 12 absent 12 13 29 30
27 28 33 absent 33 absent 33 absent
29 30 35 NC 35 NC 44 absent
33 absent 40 absent 44 absent 50 absent
35 NC 44 absent 52 absent

47 absent
52 absent
Délétion
TP R TP R TP R TP R
12 13 12 absent 12 13 10 11
27 28 27 28 27 absent 27 28
29 30 31 absent 29 absent 29 absent
33 absent 33 34 33 absent 33 absent
35 NC
40 absent

Tableau 9 : Présence ou absence des variants d’intérét dans les tumeurs primitives récidivantes (TP)
et la récidive (R) correspondante. Le numéro de I'échantillon concerné est indiqué dans chaque
cellule. NC : non connu.

Analyse des variants liés a la récidive en fonction du sexe, du grade tumoral, de I'index
mitotique et de l'indice Ki67

La présence de certains de ces variants était significativement plus fréquente chez les
hommes (CDC25 p=0,004, SFN p=0,03) a I'exception du variant du géne CCNH plus

fréquent chez les femmes (p=0,046).

Une association significative a été observée entre le grade tumoral et les variants de SFN et
YWHAE (p=0,04). Ces mémes variants étaient également corrélés a lindex mitotique
(p=0,04).

Un index mitotique supérieur a 5 était plus fréquemment observé lorsque les variants des
génes FBXO5 (p=0,047), STRN pour linsertion (p=0,047 et YWHAE (p=0,02) étaient
présents.
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Ces résultats sont détaillés dans le tableau 10.

Sexe Grade Index mitotique Indice Ki67
/ F H p I 0 m p <4 419 220 p <5 >5 p
CCNB1 Oui 2 2 0,88 0 3 1 0,55 1 2 1 0,31 0 4 0,31
Délétion Non 17 8 11 7 7 13 5 7 10 15
CCNH Oui 8 0 0,046 5 3 0 0,08 6 2 0 0,1 3 5 >0,99
Délétion Non 11 10 6 7 8 8 5 8 7 14
cDcC25C Oui 3 7 0,004 1 5 4 0,08 2 4 4 0,08 2 8 0,43
Insertion Non 16 3 10 5 4 12 3 4 8 11
CDKN2A Oui 3 2 >0,99 2 2 1 0,91 3 1 1 0,84 0 5 0,20
SNV Non 16 8 9 8 7 11 6 7 10 14
FBXO5 Oui 3 5 0,12 1 4 3 0,22 2 3 3 0,29 0 8 0,047
Délétion Non 16 5 10 6 5 12 4 5 10 11
MKI67 Oui 2 5 0,05 1 2 4 0,11 1 2 4 0,07 0 7 0,08
Insertion Non 17 5 10 8 4 13 5 4 10 12
RB1 Oui 1 4 0,06 1 2 2 0,64 1 2 2 0,37 0 5 0,2
Délétion Non 18 6 10 8 6 13 5 6 10 14
RB1 Oui 1 3 0,20 0 2 2 0,23 1 1 2 0,50 0 4 0,31
SNV Non 18 7 11 8 6 13 6 6 10 15
SFN Oui 4 7 0,03 1 5 5 0,04 2 4 5 0,04 1 10 0,06
Insertion Non 15 3 10 5 3 12 3 3 9 9
STRN Oui 5 4 0,73 2 4 3 0,50 2 4 3 0,12 1 8 0,17
Délétion Non 14 6 9 6 5 12 3 5 9 11
STRN Oui 3 5 0,12 1 4 3 0,22 2 3 3 0,29 0 8 0,047
Insertion Non 16 5 10 6 5 12 4 5 10 11
YWHAE Oui 7 6 0,42 2 5 6 0,04 3 4 6 0,04 1 12 0,02
Délétion Non 12 4 9 5 2 11 3 2 9 7

Tableau 10 : Analyse des variants liés a la récidive en fonction du sexe, du grade tumoral, de 'index
mitotique et de I'indice Ki67.

IV.2.3.3 Analyse de survie sans récidive

Analyse de survie sans récidive en fonction des données cliniques et histopathologiques

Dans notre étude, la survie sans récidive est supérieure chez les femmes par rapport aux
hommes (153,5 mois vs. 19 mois). Les hommes ont plus fréquemment des tumeurs de

grade Il qui récidivent davantage (p<0,0007).
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De méme la survie sans récidive est corrélée au grade tumoral (288,7 mois pour les tumeurs
de grade | vs. 140,8 mois pour celles de grade Il et 21 mois pour les tumeurs de llI,

p=0,002). Ces éléments sont illustrés avec la figure 19.
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Figure 19 : Survie sans récidive en fonction du sexe (A) et du grade tumoral (B). Temps en mois.

Concernant les marqueurs histologiques et immunohistochimiques, un index mitotique bas
(inférieur a 4 mitoses) était associé a une survie sans récidive plus longue (288,7 mois)
qu’un index mitotique compris entre 4 et 19 (140,8 mois, p=0,03). Un index mitotique
supérieur ou égal a 20 mitoses était un facteur de mauvais pronostic dans notre étude avec
une survie sans récidive de 21 mois. Un indice de prolifération Ki67 supérieur a 5% est
associé a une survie sans récidive plus courte (médiane de survie de 37 mois, non atteinte

pour un indice inférieur ou égal a 5%, p=0,047). Ces résultats sont illustrés dans la figure 20.
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Figure 20 : Survie sans récidive en fonction de I'index mitotique (A) et de I'indice de prolifération Ki67
(B). Temps en mois.
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Analyse de survie sans récidive en fonction des altérations moléculaires

Cette analyse a été effectuée avec les 12 variants d’intéréts associés ou probablement
associés avec le caractére récidivant des tumeurs dans notre étude. L’analyse a mis en
évidence une survie sans récidive significativement plus courte (19 mois vs 123,1 mois) pour
les patients dont la tumeur présentait le variant du géne RB7 (SNV). Pour le variant du géne
MKI67, on observait une tendance similaire avec une survie sans récidive de 41,3 mois en
présence du variant et de 153,5 mois en son absence (p=0,05). A l'inverse, la présence du
variant du géne CCNH était associée avec une meilleure survie sans récidive (153,5 mois

contre 40,6 mois, p=0,03).

L’analyse pour le variant du géne CDKNZ2A ne donnait pas de résultat significatif. Les figures

21 et 22 rendent compte de ces résultats.
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Figure 21 : Survie sans récidive en fonction de la présence du variant de CDKN2A (A) et du variant
de RB1 (SNV) (B). Temps en mois.
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Figure 22 : Survie sans récidive en fonction de la présence du variant de CCNH (A) et du variant de
MKI67 (B). Temps en mois.
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IV.2.3.4 Analyse de survie globale

Analyse de survie globale en fonction des données cliniques et histopathologiques

Dans notre série, la survie globale était corrélée a 'dge au diagnostic de la tumeur primitive.
La survie médiane était de 199,6 mois pour les patients ayant 58 ans ou moins au moment
du diagnostic et de 74,1 mois pour ceux ayant plus de 58 ans lors du diagnostic (p=0,009).

Nous n’avons pas observé de lien significatif avec le sexe.

La présence d’'une infiltration du parenchyme cérébral était associée a une survie plus courte
(74,1 mois en présence d’infiltration vs. une médiane non atteinte en absence d’infiltration,
p=0,009). Un index mitotique élevé était un facteur de mauvais pronostic dans notre étude
avec une survie de 74,1 mois pour 20 mitoses ou plus, de 199,6 mois entre 4 et 19 mitoses
et non atteinte pour moins de 4 mitoses. L’indice de prolifération Ki67 n’était pas corrélé a la

survie globale dans notre série.

Analyse de survie globale en fonction des altérations moléculaires

Parmi les variants associés au caractére récidivant des méningiomes, aucun n’avait d'impact

significatif sur la survie globale.
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V. Discussion

Les données de la littérature [4] indiquent que les méningiomes sont des tumeurs dont le
pronostic est lié au grade tumoral défini par la classification de 'OMS et au risque de
récidive. L’'index mitotique et l'indice de prolifération Ki67 qui refletent le nombre de cellules
en cycle sont également corrélés au grade ainsi qu’'a la récidive. Dans cette étude nous
avons recherché par séquencage massivement paralléle des altérations moléculaires des
génes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire dans des méningiomes de grade |, I
ou lll, récidivants ou non récidivants, dans I'objectif général de mettre en évidence des

marqueurs moléculaires qui pourraient prédire la récidive de ces tumeurs.

L’analyse des données cliniques et histopathologiques de notre série est en accord avec les
notions classiques établies dans les méningiomes avec un dge moyen au diagnostic de 58
ans, une prédominance féminine des méningiomes et un plus grand nombre de tumeurs de

grade Il et lll chez les hommes [4].

En ce qui concerne le caractére récidivant des tumeurs primitives, nous avons observé un
plus grand nombre de tumeurs récidivantes chez les hommes ainsi qu’une association avec
'index mitotique et l'indice de prolifération Ki67 en accord avec les résultats d’autres études
[41[8][19].

Dans notre étude la récidive a été définie sur les examens d’'imagerie comme |'apparition
d’'une masse tumorale aprés exérése macroscopiquement totale ou 'augmentation notable
de la taille d’'un résidu tumoral aprés une période de stabilité. Bien que cette définition soit
utilisée dans d’autres études [19][49], le risque de récidive dépend en partie de la qualité de
'exérése représentant de ce fait un biais potentiel en ce qui concerne les facteurs de
récidive.

Les méningiomes sont des tumeurs qui récidivent parfois tardivement nécessitant un suivi
assez long. La durée moyenne du suivi dans notre série était supérieure a 6 ans. L’analyse
de survie sans récidive a mis en évidence une survenue de récidive plus précoce chez les
hommes et pour les tumeurs de grade plus élevé. Un index mitotique élevé et un indice Ki67
supérieur a 5% étaient significativement associés avec une survie sans récidive plus courte

témoignant de I'implication de la prolifération cellulaire dans le risque de récidive.
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L’étude statistique des variants a mis en évidence 8 variants dont la présence était corrélée
avec le caractére récidivant de la tumeur, un variant dont la présence était associée aux
tumeurs non récidivantes et 3 variants potentiellement associés avec la survenue d'une

récidive. Ces variants étaient répartis sur 10 génes différents.

Le géne CCNB1, localisé en 5q13.2, code pour la cycline B intervenant pendant les phases

G2 et M du cycle cellulaire. Nous avons identifi€ sur ce géne un variant pouvant étre
impliqué dans la récidive. Il s’agissait d’'une délétion sur I'exon 3 (NM_031966, exon3,
c.251delA, p.Glu84fs) entrainant un décalage du cadre de lecture. Ce variant n’était pas
observé dans les tumeurs non récidivantes. Il n’était pas référencé dans les bases de

données interrogées.

Pour le géne CDC25C localisé en 5931.2, nous avons identifié un variant tendant a étre plus

fréquemment présent dans les méningiomes récidivants. L’altération observée était une
insertion intronique. Ce variant était présent dans 8 tumeurs récidivantes. Le géne CDC25C

code pour une phosphatase impliquée dans I'activation de CDK1.

Le géne SFEN localisé en 1p36.11 code pour une protéine de la famille 14-3-3 qui intervient
dans la régulation de l'activit¢ de la phosphatase CDC25C. L’altération identifiée était
présente dans 9 tumeurs récidivantes. Il s’agissait d’'une insertion au niveau de I'exon 1
(NM_006142, exon1, ¢.591dupT, p.Thr197fs) entrainant un décalage du cadre de lecture.

Cette altération n’était pas référencée dans la base de données COSMIC.

Deux variants ont été observés sur le géne STRN localisé en 2p22.2. L'un (position

37121182) correspondait a une délétion intronique présente dans 8 tumeurs récidivantes et
l'autre (position 37076556) correspondait a une insertion dans 'UTR (untranslated region) en
3’ observée dans 7 tumeurs récidivantes et dans seulement une des tumeurs non
récidivantes. Ce géne code pour une protéine interagissant avec les protéines du groupe
PP2A. Ce groupe de protéines constitue une sérine thréonine phosphatase activant CDK1.
Les altérations de STRN identifiées n’étaient pas référencées dans les bases de données

consultées.

L’altération concernant le géne YWHAE était présente dans 10 des 16 tumeurs récidivantes.

Ce géne localisé en 17p13.3 code également pour une protéine de la famille 14-3-3. Le
variant identifié correspond a une délétion au niveau de lintron. En dehors d’une
translocation observée dans des sarcomes du stroma endométrial, peu d’altérations de ce

géne ont été décrites dans les cancers [50].
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Parmi ces 5 génes dont 3 présentent des altérations significativement liées aux tumeurs
récidivantes, 4 sont impliqués dans I'activation de la kinase CDK1. La cycline B quant a elle
fait partie du complexe CDK1/Cycline B jouant un réle majeur a la phase tardive du cycle

cellulaire pour la transition G2/M.

Le variant observé sur le géne CCNH localisé en 5g14.3 était une délétion dans I'intron non

référencée dans les bases de données COSMIC ou ClinVar. Ce gene code pour la cycline H
qui fait partie du complexe CAK (CDK-activating kinase) activant les kinases cycline-
dépendantes. La présence de ce variant dans notre étude était associée aux tumeurs non

récidivantes.

Un variant du gene FBXO5 localisé en 6g25.2 correspondait a une délétion dans I'exon 2

(NM_012177, exon2, ¢.359delA, p.Asn120fs) impliquant un décalage du cadre de lecture. Ce
variant était observé dans 8 méningiomes récidivants et absent des tumeurs non
récidivantes. Il n’était pas référencé dans les bases de données interrogées. Le géne FBXO5
intervient dans la régulation de la mitose via une inhibition du complexe APC (anaphase

promoting complex).

Pour le géne MIKI67 localisé en 10926.2, nous avons observé une insertion dans I'exon 7
(NM_002417, exon7, ¢.1001dupG, p.Gly334fs) entrainant un décalage du cadre de lecture.

Ce variant était présent dans 7 tumeurs récidivantes et absent des méningiomes non

récidivants. Bien que nécessaire au maintien de la prolifération cellulaire, le réle précis de ce
géne dans le cycle cellulaire est peu connu. Le variant identifié n’était pas référencé dans les

bases de données consultées.

Parmi les différents SNV analysés, la présence d’un variant du géne CDKNZ2A localisé en

9p21.3 était associée aux méningiomes récidivants. Ce variant était présent dans 5 des
tumeurs récidivantes et absent de toutes les tumeurs non récidivantes. CDKN2A est un géne
suppresseur de tumeur qui joue un réle important dans la régulation du cycle cellulaire via la
protéine P16INK4A qui inhibe les complexes cycline/CDK a la phase G1/S. Ce géne a aussi
un réle dans la régulation de I'apoptose avec la protéine P14ARF qui inhibe la dégradation
de P53 via un blocage de MDM2. Des délétions homozygotes, des mutations somatiques de
ce geéne et une inactivation par hyperméthylation du promoteur ont été observées dans des
méningiomes anaplasiques [30]. Par ailleurs, une autre étude montre une perte de la région
chromosomique 9p21 dans 70% des méningiomes anaplasiques et pouvant correspondre a
un facteur de mauvais pronostic [22]. Le variant identifié dans notre étude était une mutation
faux sens dans I'exon 2 (NM_000077, exon2, c.G442A, p.Ala148Thr) correspondant a la
séquence codant pour P16INK4A. Ce variant était référencé dans COSMIC (COSM3774361,
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COSM3736958, COSM3774362) et Clinvar comme étant non pathogéne (RCV000034482.3,
RCV000078114.6, RCV000119155.3, RCV00015). Cette mutation a été identifiée dans des
carcinomes a cellules claires du rein, dans des adénocarcinomes du pancréas [51] et chez
des patients atteints de mélanome [52]. D’autres mutations de ce géne ont été observées

dans des méningiomes [31].

Deux variants du géne RB1 ont été identifiés. Le premier (position 48916885) était une

délétion intronique absente des tumeurs non récidivantes et significativement associée avec
les méningiomes récidivants. Le deuxiéme (position 48955411) tendait a étre lié aux tumeurs
récidivantes. Il était présent dans 4 tumeurs récidivantes et absent dans toutes les tumeurs
non récidivantes. Il s’agissait d’'un SNV situé dans I'exon 17 qui correspond a une mutation
silencieuse (NM_000321, exon17, c.A1527G, p.Gly509Gly). Le géne RB71 localisé en
13q14.2 est impliqué dans la régulation de E2F. Ces altérations n’étaient pas référencées
dans la base de données des mutations somatiques COSMIC. Le SNV décrit n’entraine pas
de changement d’acide aminé mais a néanmoins été conservé dans nos analyses pour
l'importance que peut avoir un changement de base sur 'ADN quant au métabolisme de ce
géne (régulation par changement de conformation locale du brin d’ADN, site d’épissage
alternatif). L’implication de ce SNV est a confirmer par une analyse complémentaire in silico,

qui est en cours.

Les variants identifiés dans les tumeurs primitives ne sont pas toujours retrouvés dans les
récidives. Bien que les méningiomes soient considérées comme des tumeurs monoclonales
[4][23], la diversité des altérations génomiques observées témoigne d’'une évolution de la

tumeur au cours du temps.

Les variants analysés ont été identifiés dans des méningiomes sporadiques. Bien que notre
étude ait mis en évidence des variants associés avec les tumeurs récidivantes, d’autres
mécanismes sont probablement impliqués dans la récidive. Notre étude a porté sur I'analyse
des génes du cycle cellulaire sans tenir compte des génes intervenant dans la ségrégation
des chromosomes en fin de mitose. D’autre part nous nous sommes intéressé a la séquence
ADN de ces genes mais d’autres mécanismes peuvent intervenir dans la régulation de leur
expression. Certaines études rapportent une diminution d’expression de RB1 dans les
méningiomes [53] et une hyperméthylation du promoteur de TP53 dans plus de 50% des
tumeurs faisant de cette anomalie un événement important dans la progression des
méningiomes [54]. Dans leur étude, Olar et al ont mis en évidence deux sous-groupes
moléculaires de méthylation différents associés avec la survie sans récidive dans les

méningiomes ainsi qu’un nombre plus important de CNV dans le groupe de plus mauvais
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pronostic [49]. Une étude publiée en 2017 a observé un nombre important d’altérations des
régulateurs de la chromatine dans 7 cas de méningiomes [55]. Une implication des
microARN dans I'oncogenése des méningiomes semble possible [54].Ces mécanismes de
régulation de I'expression de génes peuvent également étre a l'origine d’altérations dans le
contréle de la prolifération cellulaire. Par ailleurs, des altérations d’autres voies de
signalisation semblent elles aussi associées avec des tumeurs plus agressives comme les
voies Hedgehog, Notch, Wnt (wingless) et PIK3/Akt [5].

L’identification de génes plus spécifiquement impliqués dans la dérégulation du cycle
cellulaire est un élément important pouvant orienter la recherche de cibles thérapeutiques.
Plusieurs types de thérapies peuvent étre utilisés pour cibler les acteurs du cycle cellulaire.
On peut notamment citer la découverte de micro-ARN jouant un rdle de suppresseur de
tumeur en ciblant des régulateurs du cycle cellulaire dans le carcinome hépato-cellulaire
[56]. Des inhibiteurs spécifiques des kinases cycline-dépendantes ont également été
développés. Le Terameprocol (EM-1421, référence de I'essai : NCT00664677) et le P-276-

00 qui ciblent la kinase CDK1 sont en cours d’étude dans des essais de phase | [57].

La technique de NGS utilisée a engendré des résultats de qualité satisfaisante pour la
majorité des échantillons avec une profondeur moyenne de lecture de 2522X permettant de
détecter des variants somatiques survenant a une faible fréquence allélique. Trois cas n’ont
pu étre analysés en raison d’'une qualité ou d'une quantité insuffisante d’ADNg obtenue
apres extraction. Pour 5 cas (10,44,50,51,56) nous avons observé plus de 1000 variants par
cas contre 380 en moyenne dans les autres échantillons. Parmi ces cas, 4 correspondaient a
des tumeurs opérées avant 1994. |l est possible qu’'une partie de ces nombreux variants
soient des mutations artéfactuelles liées a une dégradation de ’ADN du fait d’'une durée de
conservation élevée des blocs de paraffine [58][59]. Plusieurs études ont rapporté une
augmentation du nombre de transitions (Ts) ou substitutions d’'un nucléotide par le méme
type de nucléotide (pyrimidine a pyrimidine C<>T, purine a purine A<>G) par rapport au
nombre de transversions (Tv) ou substitions par un type différent de nucléotide (pyrimidine
vers purine ou inversement A<>T, C<>G) lors du séquengage d’échantillons conservés en
bloc de paraffine [58][59]. La répartition entre transitions et transversions parmi les différents
variants identifiés dans notre étude est homogeéne (annexe 4) écartant I'hypothése de

mutations artéfactuelles liées a ces modifications.
L’analyse bio-informatique a permis d’identifier 380 variants en moyenne dans les

échantillons de tumeur seule contre 16 variants en moyenne pour les tumeurs avec tissu
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sain correspondant. Cela souléve la question de l'utilisation d’un filtre trop stringent en
présence de tissu sain associé a la tumeur. Par ailleurs, un seul pipeline d’analyse bio-
informatique a été appliqué. Il pourrait étre intéressant de reproduire cette analyse avec un

deuxiéme pipeline pour conforter la validité des variants identifiés.

Les études ayant analysé le génome ou I'exome de plusieurs méningiomes n’ont pas
identifié les mutations décrites dans notre série. Cela peut s’expliquer par plusieurs facteurs.
Ces études ont pour la plupart analysé des échantillons issus de matériel congelé avec la
technique de séquengage lllumina®. Du sang était utilisé comme tissu sain de contrdle pour
la majorité des cas. Les profondeurs de lecture obtenues dans ces études se situaient entre
50 et 250X, largement inférieures a la profondeur moyenne obtenue dans notre série,
pouvant expliquer I'identification de variants survenant a de plus faibles fréquences alléliques
[23][28][55][60].
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Conclusion

Dans cette étude portant sur 30 méningiomes primitifs, nous avons mis en évidence par une
technique de séquengage massivement paralléle et sur du matériel inclus en paraffine, des
altérations de génes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire, liées a une récidive

tumorale.

Dans notre série, les critéres histologiques classiques notamment I'index mitotique et I'indice

de prolifération Ki67 étaient corrélés avec une récidive.

Sur le plan fondamental, il est intéressant de constater que 5 des génes concernés par ces
variants jouent un réle a la phase tardive de la mitose (transition G2/M). La dérégulation du
cycle cellulaire a I'origine d’'une prolifération cellulaire accrue dans les méningiomes pourrait
donc se situer a ce niveau. Cette étude a également permis d’observer un variant du géne
CDKNZ2A, géne dont le role a déja été incriminé dans le développement et I'agressivité des

méningiomes.

L’analyse de survie sans récidive a confirmé l'implication de facteurs déja identifiés tels que
le sexe, le grade tumoral, I'index mitotique et I'indice de prolifération Ki67. Deux des variants
identifiés dans notre étude, concernant les génes CCNH et RB1 (SNV) avaient un impact

opposé sur la survie sans récidive.

En ce qui concerne la survie globale, nous avons observé une association avec I'age au
diagnostic, la présence d'une infiltration tumorale du parenchyme cérébral et I'index
mitotique. Aucun des variants analysés n’était associé avec une modification de la survie

globale.

Ces résultats originaux permettent d’envisager dés a présent de nombreuses perspectives

de ce travail.

Il est dans un premier temps nécessaire de vérifier les altérations génomiques identifiées par
séquencage massivement paralléle, par une technique de séquencgage de référence comme
la technique Sanger. A cette étape, une analyse comparative entre tissu inclus en paraffine
et tissu congelé pourra se révéler utile. Si ces altérations sont avérées, une étude multivariée
devra étre réalisée pour confirmer I'association des altérations identifiées avec le caractére
récidivant des méningiomes analysés. Une étude comparative approfondie des altérations
entre les tumeurs primitives et les récidives pourra permettre d’identifier des variants
apparaissant dans les récidives, signe d’'une modification de la tumeur au cours de son

évolution.
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La « technique Sanger » étant simple et relativement peu onéreuse, une analyse sur un plus

grand nombre de cas est envisageable.

D’autres tissus peuvent également étre examinés afin de savoir si l'altération est spécifique

des méningiomes.

Enfin la réalisation de TMA (tissue microarrays) permettra de tester 'expression des génes
impliqués dans la récidive afin d’identifier une association entre un marqueur
immunohistochimique et I'altération du géne correspondant, pouvant étre utile en pratique

diagnostique.
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Annexe 1. Détail des génes étudiés

Nom Symbole |Locus N°Accession Roéle Couverture
Cycline A CCNA2 4927 NM_001237 Phases S et G2 98,1%
Cycline B CCNB1 5q13.2 NM_031966 Phase G2 etM 98,7%
Cycline D1 CCND1 11913.3 NM_053056 Phase G1 précoce 99,9%
Cycline D2 CCND2 12p13.32 NM_001759 Phase G1 précoce 94,6%
Cycline D3 CCND3 |6p21.1 NM_001760 Phase G1 précoce 96,3%
CCNE1 19q12 NM_001238 Transition G1/S 97,1%
Cycline E NM_057749,
CCNE2 [8g22.1 NM_004702, Transition G1/S 87,4%
NM_057749
Cycline F CCNF 16p13.3 NM_001761 Phase G2 /Liaison SCF (ubiquitination) [ 94,5%
Cycline G CCNGT |5q32-q34  |NM oo4oeo  |Medulateurdu cycle cellulaire et de 96,0%
I'apoptose
Cycline H CCNH  |5q14.3 NM 001239 | aitpartie du complexe CAK (CDK- 95,9%
activating kinase)
Cell division cycle 25 homolog A CDC25A |3p21.31 NM_001789 Phosphatase, activation CDK 99,7%
NM_021873,
NM_004358,
Cell division cycle 25 homolog B CDC25B |20p13 NM_021872, Phosphatase, déphosphoryle CDC2 95,7%
NM_001287524,
NM_001287516
NM_0228009,
Cell division cycle 25 homolog C CDC25C [5g31 NM_001790, Phosphatase, activation CDC2 100,0%
NM_001287582
NM_001786,
. ) NM_033379, o
Cycline dependant kinase 1 /CDC2 |CDK1 10921.2 NM_001170407, Phases G2 etM 97,9%
NM_001170406
NM_001798,
Cycline dependant kinase 2 CDK2 12913.2 NM_052827, Phases G1 tardive et S 100,0%
NM_001290230
. . NM_052984, . o
Cycline dependant kinase 4 CDK4 129141 NM_000075 Phase G1 précoce 98,3%
) ) NM_001259, . o
Cycline dependant kinase 6 CDK6 7921.2 NM_001145306 Phase G1 précoce 100,0%
Cycline dependant kinase 7 CDK7  |5913.1 NM 001799 | aitpartie du complexe CAK (CDK- 92,4%
activating kinase)
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A NM_078467, Inhibiteur de CDK (phase G1/S), activé o
/P21 CDKN1A - |6p21.2 NM_000389  |par P53 91,3%
fgg';”'depe”de”t kinase inhibitor 18 | - nn18 |12p13.4 NM_004064 |Inhibiteur de CDK 96,8%
fgg';”'depe”de"tk'"ase inhibitor 1C1 - hen1e [11p15.4 NM_000076 |Inhibiteur de CDK 69,2%
NM_058195,
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A NM_000077, _ o
/ P16INKAA CDKN2A (9p21.3 NM_058197. Inhibiteur CDK4/CDK6 81,8%
NM_058196
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B NM_004936, -~ o
/ P15INKAB CDKN2B |9p21.3 NM_078487 Inhibiteur CDK4/CDK6 95,5%
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2C NM_001262, - o
/ P18INKAC CDKN2C (1p32.3 NM_078626 Inhibiteur CDK4/CDK6 84,7%
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2D NM_079421, - o
/ P19INKAD CDKN2D |19p13.2 NM_001800 Inhibiteur CDK4/CDK6 95,3%
) ) S Pointde contréle G1/S, inhibiteur o
Cyclin-dependent kinase inhibitor 3 |CDKN3 14922.2 NM_005192 CDK1/CDK2 100,0%
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Nom Symbole |Locus N°Accession Réle Couverture
F?s)rtZib:qar degeneration-related CDR1 Xq27.1-q27.2 |INM_004065 Inhibiteur WEE1 par phosphorylation 96,5%
NM 001274 Inhibiteur CDC25C par
CHK1 checkpoint homolog CHEK1 11924.2 - ’ phosphorylation en réponse aux 97,1%
NM_001114121 \
- dommages de I'ADN
E2F transcription factor 1 E2F1 20q11.22  |NM 005225  |Facteur de transcription activateur 85,3%
(selie a pRB)
E2F transcription factor 2 E2F2 1p36.11 NM 004091 |Facteur de ranscription activateur 81,6%
(se lie a pRB)
- NM_001949, Facteur de transcription activateur o
E2F transcription factor 3 E2F3 6p22.3 NM_001243076 |(se lie 4 pRB) 88,9%
o Facteur de transcription répresseur o
E2F transcription factor 4 E2F4 16922.1 NM_001950 (se lie 4 pRB, p130 et p107) 89,4%
E2F transcription factor 5 E2F5 8q21.2 NM 001951 |Facteurde ranscription répresseur | g 7o,
- (selie a p130)
E2F transcription factor 6 E2F6 2p25.1 NM_198256 Facteur de transcription répresseur 92,7%
E2F transcription factor 7 E2F7 129211 NM_ 203394 Facteur de transcription répresseur 93,5%
E2F transcription factor 8 E2F8 11p15.1 NM_001256371 |Facteur de transcription répresseur 96,3%
. Liaison SCF (ubiquitination)
g FBX! . 9
F-boxprotein 5 / EMI1 05 6q25.2 NM_012177 Régulateur mitotique (inhibition APC) 97,9%
NM_006881,
NM_002392,
s . NM_006882, Régulateur négatif P53 o
Mdm2 p53 binding protein homolog MDM2 12915 NM_006880. (ubiquitination) 99,4%
NM_006878,
NM_006879
Antigen identified by monoclonal NM_002417, Nécessaire au maintien de la o
antibody Ki-67 MKi67 10q26.2 NM_001145966 |prolifération cellulaire 96.2%
. . . . Susceptibilité auxméningiomes
Myeloid/lymphoid or mixed-lineage NM_004641, . o
leukemia; translocated to, 10 MLLTI0 110p1231  |\\ 001195626 |Remodelage chromatinien, 95.1%
modulation de la transcription
. NM_002431, Fait partie du complexe CAK (CDK- o
Menage a trois 1 MNAT1 14923 NM_001177963 |activating kinase) 100,0%
NIM1 Serine/Threonine Protein Kinase [NIM1K 5p12 NM_153361 Inhibiteur WEE1 par phosphorylation 95,7%
Protein kinase, membrane associated NM_004203, Activation CDK1 par phosphorylation o
tyrosine/threonine 1 PKMYT1 ~|16p13.3 NM_001258450 |Tyr 14 et15 88,6%
Polo-like kinase 1 PLK1 16p12.2 NM 005030  |Kinasefavorisantla transition G2ZM g, 4o,
Assemblage du fuseau mitotique
Polo-like kinase 2 PLK2 5911.2 NM_ 006622 Kinase favorisant la transition G2/M 96,0%
Polo-like kinase 3 PLK3 1p34.1 NM_ 004073 Kinase favorisant la transition G2/M 86,5%
Polo-like kinase 4 PLK4  [4q28.2 NM_001190799 [Kinase favorisantla transition G2IM - o7 5o,
Controle duplication centrosomes
Polo-like kinase 5 PLK5 19p13.3 NM_001243079 |Kinase favorisant la transition G2/M 97,8%
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Nom Symbole |Locus N°Accession Role Couverture
PP2A Multiples sous- [Serine threonine phosphatase
unités Activation CDC2
Protein phosphatase 2, catalytic PPP2CA |5¢31.1 NM 002715  |Sous unité catalytique C 95,3%
subunit, alpha isozyme
Protein phosphatase 2, catalytic NM_004156, L . o
subunit beta isozyme PPP2CB |8p12 NM_001009552 Sous unité catalytique C 87.2%
Protein phosphatase 2 (formerly2A), | 5oy 07 ) 1901341 [NM 014225 |Sous unité structurelle A 97,9%
regulatory subunit A, alpha isoform
. NM_002716,
Z"L‘T;OphZi‘;:iti?;ebzegoirs ”;?(:'FLZA)' PPP2R1B [11g23.1 NM_001177563, |Sous unité structurelle A 100,0%
guiatory : NM_001177562
Protein phosphatase 2 (formerly 2A), o . .

. NM_002717, Sous unité régulatrice B de la protéine o
.regulatorysubunlt B (PR 52), alpha PPP2R2A | 8p21.2 NM_001177591 |phosphatase 2A 100,0%
isoform

NM_ 004576,
Protein phosphatase 2 (formerly 2A), Em—lglgzg
regulatory subunit B (PR 52), beta PPP2R2B 5932 NM_181674’ Sous unité régulatrice B 93,3%
isoform NM_181676,
NM 181675
Protein phosphatase 2 (formerly 2A), NM 020416
regulatory subunit B (PR 52), gamma |PPP2R2C |4p16.1 - ’ Sous unité régulatrice B 99,1%
. NM_181876
isoform
Protein phosphatase 2, regulatory o .
. . PPP2R2D |10926.3 NM_001291310 [Sous unité régulatrice B 98,6%
subunit B, delta isoform
. NM 002718,
:"L‘T;OphZiE:iti?;? 2I(ff1;me"y2A)' PPP2R3A (3q22.2-q  |NM_181897,  |Sous unité régulatrice B 98,0%
gulatory el NM_001190447
Protein phosphatase 2 (formerly PPP2R3B |Xp22.33 NM 013239  |Sous unité régulatrice B 58,1%
2A),regulatory subunit B",beta ’ = 9 e
Protein phosphatase 2 (formerly 2A), - | ppp) 036 | 1412 NM_001305155 |Sous unité régulatrice B 95,4%
regulatory subunit B", gamma
NM 021131,
NM_178001,
Protein phosphatase 2A activator, NM_178000, S . Q
o el PPP2R4 |9q34.11 NM_178003, Sous unité régulatrice B 99,8%
NM_178002,
NM 001271832
Protein phosphatase 2, regulatory NM_006243, S . 0
subunit B (B56), alpha isoform PPP2R5A |1q41 NM_001199756 Sous unité régulatrice B 96,9%
Protein phosphatase 2, regulatory S . o
ST B (ERE e e PPP2R5B 11913 NM_006244 Sous unité régulatrice B 95,2%
NM_002719,
Protein phosphatase 2, regulatory NM_178586, L . 0
ST 3 (EE), e Bie PPP2R5C |14q32.2 NM_178587, Sous unité régulatrice B 96,0%
NM 178588
Protein phosphatase 2, regulato e
Subunit% (BSp6) ot iéofgrm Y |PPP2R5D [6p21.1 NM_180976,  |Sous unité régulatrice B 94,2%
' NM_180977
Protein phosphatase 2, regulatory NM_006246, e . o
ST 3 (B, et s PPP2R5E |14923.1 NM_001282181 Sous unité régulatrice B 94,9%
Retinoblastoma 1 RB1 13q14.2 NM_000321 Régulation E2F 92,8%
Retinoblastoma-like 1/P107 RBL1 20q11.22 NM_002895 Régulation E2F 96,0%
Retinoblastoma-like 2 /P130 RBL2 16q12.2 NM_ 005611 Régulation E2F 91,6%
Striatin, calmodulin binding protein STRN 2p22.2 NM_003162 Interaction avec PPP2PA/C 93,4%
Striatin, calmodulin binding protein 3 [STRN3 14912 NM_014574, Interaction avec STRN et PPP2R2A/C 96,4%
: ap q NM_001083893 AT
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Nom Symbole Locus N°Accession Réle Couverture
- Facteur de transcription o
Transcription factor Dp-1 / DP1 TFDP1 13934 NM_007111 (hétérodimére avec E2F) 93,6%
- NM_006286, Facteur de transcription o
Transcription factor Dp-2 / DP2 TFDP2 3923 NM_001178142 |(hétérodimére avec E2F) 89,5%
Transforming growth factor, beta 1 TGFB1 19913.2 NM_ooogeo  |Ani-mitotique (ia SMAD), Induction | g6 oo,
CKI (supresseur tumeur)
Transforming growth factor, beta2 | TGFB2 1g41 NM_003238 ?S",\'/;SE)’”S la prolifération cellulaire |, o
NM_00546, Arrét du cycle et apoptose en
Tumor protein p53 P53 17p13.1 NM_001126118, ' 0¥ <% :ﬁxdom’:nap o I ADN 91,7%
NM_001126115 |"P 9
NM_003390, Activation CDK1 par phosphorylation o
WEE1 homolog WEE1 11p15.4 NM_001143976 |Tyr 14 et 15 91,8%
14-3-3
Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan NM 003404
5-monooxygenase activation protein, | YWHAB 20q13.12 - ’ Régulation CDC25C 95,5%
! NM_139323
beta polypeptide -
Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan
5-monooxygenase activation protein, |YWHAE 17p13.3 NM_006761 Régulation CDC25C 94,6%
epsilon polypeptide
Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan
5-monooxygenase activation protein, |YWHAG 7911.23 NM_012479 Régulation CDC25C 100,0%
gamma polypeptide
Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan . .
5-monooxygenase activation protein, | YWHAH 22q12.3 NM_003405  |Regulation CDC25C 79.2%
’ Régulation ZBTB17
eta polypeptide
Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan
5-monooxygenase activation protein, |YWHAQ 2p25.1 NM_006826 Régulation CDC25C 94,6%
theta polypeptide
Stratifin / YWHAS SFN 1p36.11 NM_006142 Régulation CDC25C 100,0%
Tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5- NM_003406, ) . o
monooxygenase activation protein, YWHAZ 89223 NM_145690 AT (22420 Sl
zeta polypeptide
. . NM_001242884, |[Régulation de I'expression de o
Zinc finger protein 151 / MiZ1 ZBTB17 1p36.1 NM_001287603 |CDKN2B (via MYC) 92,3%
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Annexe 2. Données cliniques des échantillons de tissu sain

Cas Correspondance Type de tissu sain
4 Tissu sain du cas 3 Méninge
7 Tissu sain du cas 6 Méninge
15 |Tissu sain du cas 14 Cérébral
18 [Tissusainducas 17 Cérébral
22 |Tissu sain du cas 21 Cérébral
24  [Tissu sain du cas 23 Cérébral
37 |Tissu sain du cas 36 Cérébral
39 [Tissu sain du cas 38 Cérébral
46 [Tissu sain du cas 45 Epiderme
49 [Tissu sain du cas 48 Cérébral
55 |Tissu sain du cas 54 Méninge
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Annexe 3. Profondeur moyenne de lecture par échantillon

Profondeur Profondeur Profondeur
moyenne moyenne moyenne
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O 0O NO U1 A WN R

A e I e S
0N O Ul WNR O

1482
1482
1548
3534
1750
1771
2350
2225
1992
1337
2397
1845
6483
2138
1380
2257
1609
1823

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
38

1903
46
1707
1465
2404
3272
2941
1544
1246
2552
2062
1322
3576
1642
2344
2891
1378
1845

40
41
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

1490
2396
4697
487
3085
1026
1208
1197
1725
1308
961
545
1740
1584
11490
10526
12652
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Annexe 4. Variants retenus pour I’analyse statistique
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Serment d’Hippocrate

En présence des maitres de cette école, de mes condisciples, je promets et je jure d’étre
fidele aux lois de I'honneur et de la probité dans I'exercice de la médecine.

Je dispenserai mes soins sans distinction de race, de religion, d’idéologie ou de situation
sociale.

Admis a l'intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s’y passe, ma langue taira
les secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas a corrompre les moeurs ni a
favoriser les crimes.

Je serai reconnaissant envers mes maitres, et solidaire moralement de mes confréres.
Conscient de mes responsabilités envers les patients, je continuerai a perfectionner mon
savoir.

Si je remplis ce serment sans I'enfreindre, qu’il me soit donné de jouir de I'estime des
hommes et de mes condisciples, si je le viole et que je me parjure, puissé-je avoir un sort
contraire.
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Etude des marqueurs moléculaires du cycle cellulaire dans des méningiomes
récidivants et non récidivants

Les méningiomes correspondent aux deuxiémes tumeurs cérébrales primitives les plus
fréquentes. Le pronostic de ces tumeurs est étroitement lié au risque de récidive qui dépend
du grade histologique de 'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) et de la qualité de
'exérése. L’index mitotique et le nombre de cellules en cycle cellulaire évalué par I'indice
Ki67 sont également corrélés au risque de récidive. L’objectif de I'étude était de rechercher
des altérations moléculaires somatiques potentiellement impliquées dans la récidive, dans
un panel de 84 génes intervenant dans la régulation du cycle cellulaire. Nous avons étudié
une série de 30 cas de méningiomes, 17 récidivants et 13 non récidivants par technique de
séquencage massivement paralléle. Les récidives de 15 tumeurs ont été analysées
comparativement a la tumeur primitive correspondante. L'analyse a permis d’identifier 9
altérations significativement associées avec le caractére récidivant, concernant les génes
CCNH, CDKNZ2A, FBX05, MKI67, SFN, STRN et YWHAE. L’étude de survie sans récidive a
mis en évidence une récidive plus précoce pour les tumeurs avec un index mitotique
supérieur ou égal a 4 mitoses et un indice Ki67 supérieur a 5%. La présence de l'altération
sur le géne CCNH est associée a une récidive plus tardive. Les génes SFN, STRN et
YWHAE sont impliqués dans I'activation de la kinase cycline-dépendante de type 1 (CDK1)
intervenant lors de la transition G2/M du cycle cellulaire. Les altérations identifiées doivent
étre vérifiees par d’autres techniques d’analyse avant de pouvoir explorer leur réle dans la
récidive afin de savoir si certains peuvent conduire a I'élaboration de thérapies ciblées.

Mots-clés : méningiome, NGS, cycle cellulaire, index mitotique, Ki67, CCNH, CDKN2A,
FBXO5, MKI67, SEN, STRN, YWHAE

Study of cell cycle molecular markers in recurrent and non-recurrent meningiomas

Meningiomas account for the second most common primitive brain tumors. Their prognosis is
closely linked to recurrence risk which depends on tumoral WHO grade (World Health
Organisation) and on quality of surgical resection. The mitotic index and the number of
proliferating cells assessed by Ki67 index are also associated with recurrence risk. The
objective of the study was to search for somatic molecular alterations potentially involved in
recurrence, amongst a set of 84 genes acting as cell cycle regulators. We studied a series of
30 meningioma cases (17 recurring cases, 13 non-recurring cases) by next-generation
sequencing. Fifteen recurrences were compared to matching original tumors. Nine
alterations regarding CCNH, CDKN2A, FBXO5, MKI67, SFN, STRN and YWHAE genes
were significantly associated with recurrence. Progression-free survival analysis revealed an
earlier recurrence for tumors with a mitotic index greater than or equal to 4 mitosis and a
Ki67 index above 5%. CCNH gene alteration was linked to a longer time of recurrence. SFN,
STRN and YWHAE genes are involved in cyclin-dependent kinase 1 activation which
contributes to G2/M cell cycle transition. Identified alterations must be confirmed with other
analysis methods before investigating their part in recurrence to assess if some of these
alterations could lead to targeted therapy development.

Keywords: meningioma, NGS, cell cycle, mitotic index, Ki67, CCNH, CDKN2A, FBXO5,
MKI67, SEN, STRN, YWHAE



