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I. INTRODUCTION

Les gliomes sont des tumeurs du systéme nerveux central qui se développent a partir du tissu
de soutien appelé glie. La prise en charge de ces tumeurs est difficile avec un pronostic
sombre a cause de I’hétérogénéité intra-tumorale mais également inter-individuelle. En effet,
ce sont des tumeurs qui présentent une importante hétérogénéité du point de vue clinique,
histologique et moléculaire. De ce fait, elles sont difficiles a diagnostiquer et a classer de
maniere reproductible. Plusieurs classifications de ces tumeurs, émanant d’un consensus
international, se sont succédées. La derniére en date est la classification de 1’Organisation
Mondiale de la Sant¢ (OMS) 2007. Elle permet de distinguer des tumeurs (1) de grades 1T a
IV, en fonction du degré de malignité observé histologiquement, et (2) de type cytologique
différent en fonction de la morphologie d’apparentement des cellules tumorales (morphologie
d’oligodendrocyte ou d’astrocyte). La classification OMS 2007 propose donc principalement
sept types de gliomes distincts, chacun avec un pronostic et une prise en charge thérapeutique
qui lui est propre, d’ou I'importance de classer correctement ces tumeurs. Un autre niveau de
difficulté est le caractére souvent incomplet de I’exérése chirurgicale. La localisation et la
topographie de la tumeur sont en effet critiques pour la préservation des fonctions motrices ou
cognitives du patient. De plus, une des caractéristiques notable et unique en oncologie est la
capacité des tumeurs gliales a émettre a partir de leur périphérie des cellules tumorales isolées
qui envahissent le parenchyme cérébral environnant et qui représentent une cause majeure de

récidive.

C’est dans ce contexte difficile, que les marqueurs moléculaires ont fait leur apparition, il y a
une quinzaine d’années. Ce sont des anomalies génétiques, épigénétiques, génomiques ou
protéiques qui ont ét¢ montrées comme spécifiques d’un sous-type ou d’un grade tumoral
donné. Elles ont permis d’apporter un niveau de précision supplémentaire dans la
classification des tumeurs gliales. L’exemple le plus représentatif de I’utilité des marqueurs
moléculaires est la perte compléte et combinée des bras chromosomiques 1p et 19q,
caractéristique quasi exclusive du sous-type de tumeur gliale que sont les oligodendrogliomes.
Cette altération génomique est utile au diagnostic mais a également une valeur pronostique et
prédictive de la réponse a la chimiothérapie. L’intensification de la recherche fondamentale et
clinique dans ce domaine a permis de consacrer d’autres marqueurs moléculaires pour la prise
en charge des tumeurs gliales : méthylation du promoteur du géne MGMT, amplification et
mutation du géne EGFR, mutations des génes /DH, BRAF, p53 ou encore ATRX. Le terme de

classification histo-moléculaire a progressivement émergé, avec une utilisation concréte pour
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le diagnostic puisque qu’une nouvelle classification OMS les intégrant va remplacer
prochainement la classification 2007. De plus, la classification histo-moléculaire a une
conséquence directe pour I’évaluation du pronostic, de la réponse a la chimiothérapie ou a la
radiothérapie. Enfin, un nombre croissant d’essais cliniques peuvent inclure les patients
présentant des marqueurs histo-moléculaires spécifiques et associés a la molécule

thérapeutique proposée.

Ce travail de these a pour objectif de présenter les différents critéres cliniques, radiologiques
et histologiques de la classification OMS actuelle et d’expliquer pourquoi les marqueurs
moléculaires, qu’ils soient génétiques, génomiques, épigénétiques ou protéiques sont utiles
pour la prise en charge des gliomes. Enfin, nous présenterons les travaux de recherche grace
auxquels I’équipe du service d’Anatomie Pathologique a contribué par ses travaux a la
consécration des marqueurs histo-moléculaire, en présentant trois articles publiés sur cette

thématique.



I1. Gliomes: définition et épidémiologie
1.  Définition

Les gliomes sont des tumeurs primitives du systéme nerveux central (SNC). Ils constituent un
ensemble hétérogeéne dans lequel chaque type tumoral correspond a 1'une des cellules du tissu
de soutien nerveux appelé glie (Figure 1). La glie se compose essentiellement d'astrocytes,
cellules a multiples roles (protection des neurones, soutien, apport de nutriment, défense
immunitaire, etc...), d'oligodendrocytes, cellules essentielles pour la production de la

my¢line, et d'épendymocytes, qui séparent le tissu nerveux du liquide céphalo-rachidien.

Synapse Astrocyte
Neurone Cellule
microgliale
My¢éline
Vaisseau
Cellules sanguin
épendymaires
Oligodendrocyte

Figure 1. Représentation schématique des principales cellules du tissu de soutien du systeme nerveux
central (SNC). D’apres http//sylvie-dessert.net/Biologie-médicale.fr.

Les gliomes regroupent principalement les astrocytomes, dérivé des astrocytes et les

oligodendrogliomes, dérivés des oligodendrocytes.

2. Epidémiologie

Les cancers du SNC représentent environ 2% des tumeurs malignes de I’adulte avec une
incidence de 4999 cas en 2012 dont 56% chez ’homme (Institut de Veille Sanitaire, 2015).
Ce sont des cancers de mauvais pronostic : la mortalité a légerement augmenté jusqu’en 2000
et montre une petite tendance a la décroissance depuis le milieu des années 2000, de 1,1% par
an chez les hommes et de 1,9% par an chez les femmes. En 2012, le nombre estimé de déces

était de 3052 dont 58% d’hommes (Institut de Veille Sanitaire, 2015).
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Les gliomes sont les tumeurs primitives les plus fréquentes du systéme nerveux central de
I’adulte (Louis et al. 2007(a) ; Louis et al. 2007(b)) et les secondes apres les leucémies chez
I’enfant. L’incidence des gliomes dépend du grade au moment du diagnostic : ainsi le registre
spécialis¢ de la Gironde fait état de 500 a 700 nouveaux cas pour les gliomes diffus de bas
grade (grade II), de 800 a 1000 pour les gliomes anaplasiques (grade III) et de 3000 pour les
glioblastomes (gliomes de grade IV). Les glioblastomes sont les tumeurs cérébrales les plus
fréquentes, représentant 15% de toutes les tumeurs intracraniennes, avec un age médian de

survenue de 53 ans et une incidence en augmentation chez les sujets agés.

La cause des cancers primitifs du SNC est inconnue dans la grande majorité des cas. En ce qui
concerne les gliomes, il existe cependant des facteurs de risques intrinséques et extrinseéques.
Les facteurs intrinseques sont les syndromes de prédisposition familiale comme les
syndromes de Li-Fraumeni ou de Turcot ou encore les neurofibromatoses de type 1 et 2. Ils
rendent compte d’environ 1% des gliomes de I’adulte. Les facteurs de risque extrinséques
avérés sont constitués principalement par 1’exposition aux dérivés nitrés inscrite au tableau
des maladies professionnelles, et aux radiations ionisantes, alors que 1’exposition aux champs
¢lectromagnétiques et aux pesticides est en cours d’étude (Fédération Nationale des centres

de lutte contre le cancer, 2002 ; Institut National du Cancer, 2015).

III. Diagnostic et classification

1. Eléments cliniques et radiologiques

a. Eléments cliniques

Une tumeur cérébrale doit étre suspectée devant des signes neurologiques d’apparition brutale
ou d’aggravation progressive. Les signes apparaissent lorsque :

- ’expansion tumorale comprime ou déplace le cerveau,

- la tumeur empéche la circulation normale du LCR favorisant I’hydrocéphalie,

- la 1ésion infiltre une ou plusieurs aires fonctionnelles,

- des remaniements hémorragiques, nécrotiques ou kystiques se produisent au sein de
la tumeur.
La symptomatologie clinique varie, en fonction de la localisation et de la dynamique de la
croissance tumorale (Andon et al. 2005). Ainsi, les crises focales ou les déficits neurologiques

observés permettent de connaitre dans quelle région se situe la lésion (Figure 2).
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2. Aire motrice 3. Aires sensorielles

- Contrdle les muscles fins du corps somesthésiques
(doigts, lévres, bouche, oeil...) - Pergoivent les sensations
- Coordonne les mouvements (toucher, température, douleur...)

- Contrdle la parole
(articulation des mots)

/:\J
Lobe frontal (1,2) * .~
1. Aire prefrontale ‘.l

- Elabore la pensée
- Planifie les mouvements
complexes

o
~
»

Lobe pariétal (3)

f’\: . Lobe occipital (4)
4. Aire visuelle

- Détecte les signaux
visuels

Lobe temporal (5,6,7)
5. Aire auditive
- Détecte les signaux auditifs
7. Aire de la mémoire a court terme

6. Aire de Wernicke - Stocke la mémoire a court terme
- Interpréte le sens des phrases (de quelques minutes a plusieurs
lues et entendues semaines)

Figure 2. Correspondance entre les zones cérébrales et les fonctions motrices et cognitives. D’apreés

http.//www.neuromedia.ca/les-aires-corticales-et-leurs-fonctions.

Les symptomes révélateurs sont principalement :

- des céphalées (50%)

- une crise d’épilepsie (20%)

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

- une augmentation du périmetre cranien chez le jeune enfant (HTIC),

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

caractére, ralentissement idéo-moteur.

b. Eléments radiologiques

L’imagerie a plusieurs objectifs (Dietemann et al. 2012) :

- détection précoce du processus tumoral devant les premiers symptomes cliniques

- détermination de la topographie de la lésion et corrélation entre le tableau clinique et
les données de I’imagerie

- définition de la nature tumorale de la 1ésion
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- apport des informations topographiques, morphologiques, métaboliques et
fonctionnelles utiles a la décision thérapeutique et a la surveillance du processus tumoral.
L’imagerie peut étre réalisée par tomodensitométrie (scanner) et/ou par IRM (Imagerie par
Résonance Magnétique). Le scanner reste souvent la premiére étape du diagnostic. Devant
une premiere crise d’épilepsie, la sensibilité du scanner est de plus de 90% pour le dépistage
d’une étiologie tumorale. L’IRM est I’examen de référence. Elle offre une plus grande
sensibilité que le scanner (comparaison Figures 3A et 3B), proche de 100% pour le dépistage
des tumeurs cérébrales symptomatique. Elle permet de confirmer le syndrome de masse et
d’orienter vers un diagnostic. Radiologiquement, il est classique de distinguer les tumeurs
gliales de grade II (Figure 3C) et celles de grade III ou IV (Figure 3D) en fonction des prises
de contraste. L’IRM est I’outil de choix pour assurer la surveillance des gliomes de grade II.
L’apparition d’une prise de contraste traduit un changement de grade, ce qui incite a modifier

la prise en charge thérapeutique.

Figure 3. Imagerie cérébrale. Comparaison de coupes axiales de cerveau normal observées par
scanner (A) et IRM T1 (B). IRM d’un astrocytome diffus (grade Il) (C) et d’un glioblastome (grade V)
(D) en axial T1 apres injection de produit de contraste (gadolinium).

En routine, la place du scanner, sans, puis avec injection de produit de contraste, est limitée :
- aux patients ayant une contre-indication a 'IRM ;
- au défaut d’accés a I'IRM en situation d’urgence (signes HTIC, état de mal

épileptique,...). Le scanner sera ensuite systématiquement complété par une IRM.

2.  Anatomo-pathologie et classification OMS 2007

a. Mise en évidence de la structure spatiale des gliomes

La croissance tumorale des gliomes se distingue de celle des autres tumeurs malignes,
notamment parce que I’extension tumorale se fait par infiltration du tissu cérébral par des
cellules tumorales isolées. Cette infiltration induit une réaction du parenchyme cérébral qui

présente une hyperplasie astrocytaire, appelée gliose cérébrale. Les travaux de C Daumas-
13



Duport et al ont montré qu’il y avait deux types de tissu tumoral (Daumas-Duport et al.
2000) : le tissu tumoral solide (TT) composé uniquement de cellules tumorales et le tissu
formé de cellules tumorales infiltrantes (CTI) (Figure 4A), aisement repérable par des

techniques de colorations classiques en HPS (Hémalun-Phloxine-Safran, Figure 4B).

% :-ﬂ:-:.' =
. .-‘.; P S
. Tissu Tumoral Solide + Cellules
Tumoral Solide Cellules ineaiate
Tumorales Infiltrantes Infiltrantes
(cn)

Figure 4. Structure spatiale des gliomes composés de tissu tumoral solide et de celules
tumorales infiltrantes (A), d’aprés Catherine Dauma-Duport, communication personnelle.
Cette structure spatiale est aisement repérables par une coloration de coupe tumorale par
HPS (Hémalun-Phloxine-Safran) (B).

Les gliomes infiltrants peuvent étre composés uniquement de CTI, et la densité de cellules
tumorales est alors variable dans la tumeur, ou bien étre constitué de TT avec une composante
associ¢e de CTI. Les glioblastomes sont toujours formés de TT et d’une composante de CTI.
Les oligodendrogliomes, les astrocytomes ou les oligoastrocytomes peuvent aussi présenter
une structure mixte, mais au moment du diagnostic les deux tiers de ces tumeurs ne sont
formées que de CTI.
Lorsqu’une tumeur présente une composante de TT , il s’y associe une néo-angiogenese qui
n’existe pas dans le contingent de CTI (Daumas-Duport et al. 2000). Ces données permettent
de comprendre et d’intégrer les données de I’imagerie :

- apres injection de produit de contraste (gadolinum), la prise de contraste étant
étroitement liée au degré d’édification vasculaire, la composante de TT se traduit sur le
scanner ou I’IRM par une prise de contraste,

- enrevanche, la composante de CTI ne prend pas le contraste.

b. Critéres histologiques et classification OMS 2007

Le diagnostic de certitude repose sur I’examen anatomopathologique du tissu tumoral obtenu

par biopsie ou résection tumorale partielle ou totale.
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La classification de 1’organisation mondiale de la santé (OMS) 2007 permet de distinguer les
gliomes essentiellement selon deux critéres histologiques : le type cytologique majoritaire et
le grade de la tumeur (Louis et al. 2007(a) ; Louis et al., 2007(b)).

- Trois groupes de gliomes peuvent étre distingués en fonction de la différenciation

des cellules tumorales qui constituent le type cytologique majoritaire : les astrocytomes

présentant des caractéristiques morphologiques et immunohistochimiques d’astrocytes ; les
oligodendrogliomes, celles des oligodendrocytes ; les tumeurs mixtes ou oligo-astrocytomes,
ayant des caractéristiques de ces deux types cellulaires

- Le systéme de grading des gliomes repose sur la présence de critéres d’anaplasie :

faible différenciation, densité cellulaire élevée, atypies nucléaires, activité mitotique, mitoses
atypiques, nécrose, prolifération vasculaire et endothéliale. L’OMS définit le grade en
fonction de la présence ou de I’absence de ces critéres d’anaplasie pour chaque type
histologique. Entre types histologiques différents, pour un méme grade, les critéres
d’anaplasie sont variables. Le grade définit le degré de malignité des gliomes :

* les gliomes de grade I (astrocytome pilocytique, 5% des gliomes) sont des
tumeurs gliales, non infiltrantes, curables par la chirurgie.

* a partir du grade II, les gliomes sont infiltrants et toujours malins. On
distingue les gliomes de « bas » grade (II, 20 a 25% des gliomes) et de « haut » grade (III et
IV, 70 a 75% des gliomes) dont la prise en charge et I’évolution sont différentes. Les tumeurs
de grade II peuvent étre des oligodendrogliomes, astrocytomes ou oligo-astrocytomes, celles
de grade III des oligodendrogliomes ou astrocytomes ou oligo-astrocytomes anaplasiques, les

glioblastomes étant de toujours de grade I'V.

La classification OMS 2007 des gliomes reconnait ainsi plusieurs types histologiques
de gliomes dont nous ne retiendrons que les sept principaux :

- Astrocytomes diffus ou de grade II (Figure 5 A, Tableau 1)

- Astrocytomes anaplasiques ou de grade III (Tableau 1)

- Glioblastomes, tumeurs astrocytaires de grade IV (Figure 5B) : ce sont des tumeurs
trés polymorphes (glioblastomes multiformes, Figure 5C)

- Oligodendrogliomes diffus ou de grade II (Tableau 1)

- Oligodendrogliomes anaplasiques ou de grade III (Figure 5D, Tableau 1)

- Tumeurs mixtes oligoastrocytaires ou oligoastrocytome diffus ou de grade I1

- Oligoastrocytome anaplasique ou de grade III.
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Figure 5. Coupes histologiques colorées par HPS (Hémalun-Phloxine-Safran) d’'un
astrocytome diffus (A), d’'un glioblastome avec nécrose au centre et progression pseudo-
pailssadique de la tumeur en périphérie (B), d’un glioblastome multiforme a composante
oligodendrogliale (C) et d’un oligodendrogliome « pur » avec cellules typiques a cytoplasme

clair (D).

et . Densité Atypies Activité , Prolifération
Grade  Différenciation . P . Nécrose .
cellulaire nucléaires mitotique vasculaire
I bien modérée occasionnelles 0 ou 1 mitose non non
wn
(]
5
s I moyennement augmentée présentes présente (<5) non non
S
4(—03 . .
< v peu élevée marquées marquée oui oui
. - . . non
g II bien modérée +/- marquées  occasionnelle non A
= proéminente
S, eh
2£ lasie focal
anaplasie focale . . s . o
Oz 11T plas augmentee présentes +/- élevée out proéminente
Rz} ou diffuse

Tableau 1. Grading OMS 2007 des astrocytomes et des oligodenrogliomes.
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c. Difficultés de la classification OMS 2007

L’une des principales critiques qui peut étre formulée a I’égard de la classification de I’OMS
est son manque de reproductibilité.
Du point de vue histologique, il est en effet difficile de distinguer :

- les gliomes «purs», c’est-a-dire présentant un  type cytologique unique
(astrocytomes, oligodendrogliomes), des gliomes mixtes (oligoastrocytomes, glioblastomes a
composante oligodendrogliale)

- les glioblastomes a composante oligodendrogliale (glioblastomes multiformes) des
oligo-astrocytomes anaplasiques

- les gliomes de grade II des gliomes de grade III.

L’identification de groupes de tumeurs a bénéficié¢ de la découverte de critéres moléculaires,
génétiques, génomiques ou protéiques, qui sont venus compléter I’approche purement
morphologique. La recherche, fondamentale et appliquée a permis de montrer que
I’intégration de ces criteres était indispensable pour déterminer le diagnostic, le pronostic et la
stratégie thérapeutique. La combinaison des critéres histologiques et des critéres moléculaires
a donné naissance au terme nouveau de « classification histo-moléculaire ». Cette approche
histo-moléculaire a fait I’objet d’un consensus international en 2015, préfigurant la nouvelle
classification OMS a paraitre. Les deux paragraphes suivants seront consacrés a décrire les

marqueurs moléculaires d’intérét et leur place dans la future classification OMS.

3.  Marqueurs moléculaires

De nombreux travaux ont permis de mettre en évidence les altérations génétiques présentes
dans les gliomes et de proposer une premicre classification moléculaire qui les prend en
compte (Louis et al. 2001, Mischel et al. 2007 (a) (b) (c)). L’ensemble de ces travaux vise a

associer des anomalies moléculaires avec le diagnostic histopathologique.

Les premicres altérations mises en évidence comme impliquées dans la tumorigenc¢se des
tumeurs gliales sont I’amplification de 1’oncogéne EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) et les pertes du chromosome 10 et des bras chromosomiques 1p et 19q. De
nombreux oncogenes ou genes suppresseurs de tumeurs sont localisés au niveau de ces
chromosomes. Leur altération par perte, mutation ou amplification entraine des perturbations
du cycle cellulaire, de la transduction du signal, mais aussi des processus apoptotiques,

angiogéniques, invasifs et métastatiques, qui favorisent et entretiennent la tumorigeneése.
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Figure 6. Principales altérations génétiques associées aux sous-types de tumeurs gliales.
D’apres Kleihues et al. 1999 et Ohgaki et al. 2005.

La confrontation des différentes données moléculaires et des données histologiques a
permis d’émettre des hypothéses sur I’existence de «voies moléculaires de progression
tumorale» spécifiques a certains sous-groupes de gliomes et sur la chronologie de survenue de
certaines altérations dans la progression tumorale (Kleihues et al. 1999; Ohgaki et al. 2005)
(figure 6). Ainsi, les mutations du géne p53 codant pour la protéine p53 qui surviennent a un
stade précoce semblent préférentiellement associées aux tumeurs astrocytaires caractérisées
par une évolution progressive vers la malignité pour finir en glioblastomes secondaires, alors
que ’amplification de ’EGFR parait associée aux glioblastomes de novo. D’autres altérations
comme les délétions des bras chromosomiques 1p et 19q sont spécifiques des tumeurs

d’origine oligodendrocytaire.

1. Altération de la voie de p53

Le géne p53, situé sur le chromosome 17, code pour la phosphoprotéine P53, gardien du
génome. Lors d'une agression cellulaire, la concentration et la demi-vie de P53 augmentent.
Afin d’offrir a la cellule I’opportunité de réparer les erreurs constatées avant de se diviser, p53
provoque l'arrét du cycle cellulaire entre la phase G1 et la phase S puis ’apoptose de la

cellule si ’erreur n’est pas réparée.
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L’accumulation de quantités importantes et anormales de P53 est retrouvée dans de nombreux
cancers. Dans les glioblastomes et les astrocytomes anaplasiques, il existe de nombreuses
mutations au niveau du géne p53 (Kleihues et al. 1999, Ohgaki et al. 2005; Gross et al.
2005) qui conduisent & I’inactivation de sa fonction de gardien du génome (Soussi et al.
2000). En cas de mutation, la dégradation de la protéine est diminuée entrainant une
accumulation de protéine anormale. La voie de p53 peut également étre altérée en raison de
I’atteinte d’autres génes qui codent des protéines impliquées dans le controle des niveaux
cellulaires de p53, notamment pl4ARF et MDM?2 (« mouse double minute 2 »). La protéine
pl4ARF contrdle I’activité de MDM2 qui elle, régule I’expression de p53. La perte des deux
copies du géne de p14ARF ou I'amplification/surexpression de MDM2 conduit a une rapide
déplétion de la protéine p53 (Collins 2004).

La détection par immunohistochimie d’une accumulation de P53, qu’elle soit due a une
mutation du géne ou a une altération d’un de ses régulateurs, est I'un des marqueurs histo-
moléculaires utilis¢ pour le diagnostic des gliomes. La majorité des glioblastomes présente
une perte de p53, une absence de pl4ARF ou une surexpression de MDM2 (Ichimura et al.
2000). Les mutations de p53 sont moins fréquentes dans les glioblastomes primaires (environ
30%) alors que les glioblastomes secondaires présentent une forte incidence pour ce type de

mutations (plus de 65%) (Ohgaki et al. 2005).

ii. Altération de la voie Rb (rétinoblastome)

Dans plus de 90% des glioblastomes, se retrouve une anomalie de I’'un des acteurs impliqués
dans la voie du rétinoblastome (Rb) (Ueki et al. 1996). 11 peut s’agir de la perte d’expression
de pl6, un inhibiteur des cdk, de la surexpression de CDK4 (Schmitt et al. 1994), ou de

mutations du geéne de la protéine Rb.

iii. Pertes combinées des bras entiers 1p et 19q et du chromosome 10

La perte combinée des bras chromosomiques lp et 9q correspond a une translocation
déséquilibrée t(1;19)(ql10;p10), (Figure 7) (Brandner et al. 2015 ; Griffins et al. 2006 ;
Jenkins et al. 2006). Cette altération est une caractéristique moléculaire des
oligodendrogliomes. Elle est absente dans les astrocytomes et les glioblastomes dans lesquels
les altérations concernant ces bras chromosomiques consistent pour la plupart en des pertes
partielles ou télomériques (Arslantas et al. 2007 ; Ichimura et al. 2008). Les régions
télomériques 1p36 and 19q13.3 ont été identifiées comme les plus petites régions perdues
(Barbashina et al. 2005, Kitange et al. 2005 ; Reddy et al. 2008; Smith et al. 1999), mais
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seules les pertes des bras entiers (Ichimura et al. 2008 ; Reddy et al. 2008, Smith et al.
1999 ; Bello et al. 1994 ; Boulay et al. 2007; Felsberg et al. 2004 ; Idbaih et al. 2005 ;
Idbaih et al. 2008) sont associées a un pronostic plus favorable (Aldape et al. 2007 ; Giannini
et al. 2008).

Normal cell Unbalanced translocation LOH 1p/19q
1p36
P l der(1;19)
(p10;q10).
1p
FUBP1 1 der(1;19)
19p (q10;p10).
119p13
1p10 k&
1q10
19q13
Neic
19q
1924 |
1q
A B C

Figure 7. Translocation chromosomique conduisant a la perte entiere des bras chromosomiques Ip et 19q. (4)
Une cellules normale contient deux copies des chromosomes 1 et 19, chacun d’entre eux avec un bras court (p)
et un bard long (q). La localisation de CIC (en 19q13.2) et de FUBPI (en Ip31.10) sont indiquées, ainsi que les
sondes commerciales 1p36, 19q13 et les controles 1q24 et 19q13 utilisés pour les techniques de FISH. (B) La
translocation déséquilibrée conduit a une transposition au niveau du centromere de 19q vers Ip, a sa perte et a
la formation d’un chromosome dérivé « der ». (C) La perte des bras chromosomiques Ip et 19q résulte en une

copie de 1p et de 19q et deux copies de 1q et de 19p. D aprés Brandner et al. 2015.

La perte combinée et compléte des bras chromosomiques 10p and 10q est fréquente dans les
astrocytomes et les glioblastomes (Durand et al. 2010 ; Hata et al. 2006 ; Ohgaki et al. 2004
Yakut et al. 2007; Louis et al. 2007; Arslantas et al. 2007) et associée le plus souvent a un
mauvais pronostic (Yakut et al. 2007; Louis et al. 2007). Des études ont montré que la perte
complete 1p19q et la perte 10q ou 10p10q tendent a étre mutuellement exclusives (Arslantas
et al. 2007, Hoang-Xuan et al. 2001; Hoang-Xuan et al. 2005 ; Lavon et al. 2007; Ueki et al.
2002). Cependant, lorsque les pertes 10q et 1p19q sont associées au sein d’'une méme tumeur,
I’altération 10q annule I’effet bénéfique de la perte compléte 1p19q en terme de valeur

pronostique (Hoang-Xuan et al. 2005).

La perte des bras chromosomiques peut étre recherchée par différentes méthodes. La

technique d’hybridation in situ permet de rechercher ces altérations génomiques dans le tissu
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tumoral, sur des coupes tissulaires. Cependant, les sondes commerciales disponibles ciblent
uniquement les régions télomériques (Figure 7A). De méme, il n’existe pas de sondes
permettant de rechercher une délétion des bras 10p et 10q. Les techniques fondées sur
I’analyse de I’ADN extrait du tissu tumoral donnent des résultats fiables et reproductibles.
C’est le cas de la méthode dite LOH (Loss Of Heterozygozity) qui permet de mettre en
¢vidence la perte d’un allele, c’est a dire la perte d’une des deux copies dun locus
hétérozygote dans I’ADN tumoral par comparaison a I’ADN non tumoral qui conserve ces
deux copies. Cette technique nécessite cependant un tissu contréle non tumoral, le plus

souvent représenté par du sang.

En cas d’impossibilit¢ d’analyse génétique (absence de prélévement sanguin par exemple),
I’analyse immunohistochimique de I’expression de la protéine Alpha-internexine (INA) peut
étre utile. Cette protéine, codée par un géne se trouvant en 10q24.33, est un filament
intermédiaire de classe IV impliqué dans la synthése des neurofilaments et la morphogenese
des neurones. Des études ont montré que I’expression de 'INA est associée a une perte
complete 1p19q et une rétention du bras 10q, et que la technique immunohistochimique peut
remplacer I’analyse moléculaire par LOH (Ducray et al, 2009, Ducray et al. 2011, Mokhtari
et al 2011, Durand et al 2011). Cependant, nous avons montré qu’une discordance entre les
données immunohistochimiques et génomiques était observée dans environ 10% des cas

(Durand et al. 2011).

iv. Mutation des genes IDHI et IDH2

Les protéines IDH1 et IDH2 (Isocitrate DésHydrogénases 1 et 2) sont des enzymes du
métabolisme énergétique qui oxydent l’isocitrate en oa-cétoglutarate. Il existe plusieurs
isoenzymes selon les compartiments cellulaires, dont une forme mitochondriale (IDH2) a
NAD" qui participe au cycle de KREBS et une forme cytoplasmique (IDH1) 8 NADP" qui
participe a la lipogenése. La mutation du geéne IDHI, initialement décrite dans les
glioblastomes multiformes (GBM), (Parsons et al. 2008) est I’altération la plus fréquemment
retrouvée dans les gliomes, indépendamment du sous-type histologique (Balss et al. 2008).
L’incidence des mutations d’IDH1I est de 6 % dans les GBM, la majorité concernant des
GBM secondaires (Ichimura et al. 2009), et varie de 60 a 80 % dans les autres gliomes
(Kloosterhof et al. 2011 ; Watanabe et al. 2009). Contrairement a d’autres altérations
spécifiques telles que les pertes 1p19q or 10p10q, le statut mutationnel /DH-1 n’a pas d’utilité
diagnostique directe pour la détermination du sous-type histologique. La présence d’une

mutation est en revanche associée a un meilleur pronostic (Sanson et al. 2009) et aux tumeurs
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des patients jeunes. Dans les tumeurs gliales, les mutations d’IDH1 concernent
principalement le codon de I’arginine 132, résultant en une altération de [Dactivité
enzymatique et en I’accumulation de 2-hydroxyglutarate (Boisselier et al. 2012 ; Zhao et al.
2009). En plus de la mutation p.R132H qui représente environ 80% des mutations du codon
132, d’autres mutations comme p.R132C, p.R132S et p.R132G peuvent survenir dans les
gliomes. La forme mitochondriale IDH2 peut également comporter des mutations au niveau
du codon 172. Ces mutations, bien que rares, ont été identifiées comme spécifiques des
gliomes (Hartmann et al. 2009, Rossetto et al. 2011; Sonoda et al. 2009 ; Yan et al. 2009)
notamment dans les gliomes diffus et anaplasiques mais jamais dans les glioblastomes ni dans
les astrocytomes pilocytiques (Balss et al. 2008, Ichimura et al. 2009; Watanabe et al. 209;
Sanson et al. 2009, Rossetto et al. 2011, Sonoda et al. 2009 ; Yan et al. 2009).

En pratique, la recherche de la mutation R132H du geéne IDHI s’effectue par
immunohistochimie a I’aide d’un anticorps qui la détecte spécifiquement (Preusser et al.
2011 ; Capper et al. 2009 ; Kato et al. 2009). En cas d’absence de marquage par 1’anticorps
dirigé contre la forme portant la mutation R132H, les mutations plus rares du codon 132 du
gene IDH et du codon 172 du gene IDH sont recherchées par des techniques classiques de

PCR-séquengage.

v. Marqueurs de la maintenance des télomeéres

e Mutation du géne ATRX: le géne ATRX ou «alpha thalassemia/mental

retardation syndrome X-linked », localis¢é en Xq21.1 code pour la protéine nucléaire
ubiquitaire ATRX. Les mutations dans le géne ATRX entrainent une perte d’expression de la
protéine nucléaire dans les cellules tumorales mais pas dans les cellules non tumorales. La
perte de fonction d’ATRX conduit a une altération des télomeres, au phénotype pathologique
ATL (Alternative Lengthening of telomere) et & une déstabilisation importante du génome
(Abedalthagafi et al. 2013; Clynes et al. 2014). Les mutations d’ATRX sont des altérations
spécifiques des gliomes astrocytaires incluant les astrocytomes diffus et anaplasiques (Siegal/
2015 ; Wiestler et al. 2014 ; Schwartzentruber et al. 2012 ; Wiestler et al. 2013 ; Jiao et al.
2012). Elles ne sont en revanche pas retrouvées dans les oligodendrogliomes et les
glioblastomes, alors que les résultats sont contradictoires concernant les oligo-astrocytomes
(Jiao et al. 2012 ; Kannan et al. 2012 ; Killela et al. 2013). Plusieurs études ont montré que
les patients avec une mutation ATRX et une mutation IDH sont des patients plus jeunes et
dont la survie est significativement allongée du fait de ces marqueurs (Wiestler et al. 2013 ;

Jiao et al. 2012).
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Les mutations du géne 47RX entrainent une perte d’expression protéique qui est révélée par
immunohistochimie. Ce marqueur génomique/protéique fait partie de la nouvelle

classification OMS qui sera décrite ultérieurement.

e Mutation du geéne TERT: récemment des mutations du gene TERT ont été

mises en évidence dans les tumeurs gliales (Killela et al. 2013). Les mutations du promoteur
TERT sont retrouvées dans 83% des glioblastomes primaires et sont mutuellement exclusives
des mutations ATRX et du phénotype ALT, caractéristiques des astrocytomes (Killela et al.
2013). Ces données montrent que le maintien des télomeéres est un phénomene
physiopathologique important des gliomes et qu’il existe deux voies distinctes (TERT

vs.ATRX/ALT), (Killela et al. 2013 ; Foote et al. 2015).

vi. Inactivation du gene MGMT

Le géne MGMT (O°-Methyl-Guanyl-Methyl-Transferase), situé en 10q26, code pour une
enzyme de réparation de ’ADN qui réverse les effets génotoxiques des agents alkylants. La
méthylation du promoteur de MGMT conduit a une inhibition de transcription du gene et une
perte d’expression de la protéine. La méthylation de MGMT a été montrée comme facteur de
bon pronostic et/ou de réponse a la chimiothérapie par témozolomide chez les patients atteints

de glioblastome (Hegi et al. 2005). Cette donnée reste controversée pour les gliomes de bas

grade (Ochsenbein et al. 2011 ; Weller et al. 2010).

Il existe plusieurs méthodes pour mettre en évidence de la méthylation de MGMT. L’une
d’entre elle repose sur I’analyse immunohistochimique de I’expression de la protéine MGMT
tandis que d’autres méthodes sont fondées sur I’amplification d’ADN qui a au préalable subi
un traitement au bisulfite de sodium (Havik et al. 2012 ; Uno et al. 2011 ; Weller et al. 2010).
Cependant, le promoteur du géne MGMT contient 98 sites CpG et aucune de ces méthodes ne
permet d’analyser I’ensemble de ces ilots. Pour cette raison, il existe des discordances entre le
taux d’expression de MGMT mesuré par immunohistochimie et les résultats d’hypo- ou
d’hyperméthylation des ilots qui dépendent du nombre et de la position des ilots ciblés dans

I’analyse par PCR (Mason et al. 2012 ; Uno et al. 2011).

vii. Altération de ’EGFR

EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) appartient a la famille HER, un groupe de quatre
récepteurs membranaires (Figure 8). De nombreux travaux ont montré qu’EGFR joue un rdle

prépondérant dans I’oncogenese des gliomes (Andersson et al. 2004 ; Bredel et al. 1999 ;
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McLendon et al. 2007 ; Potti et al. 2004, Schlegel et al. 1994 ; Tabori et al. 2005). Dans ces
tumeurs, les altérations les plus courantes sont ’amplification et les mutations du geéne et la
surexpression protéique (Gil-Benso et al. 2007 ; Nakamura et al. 2007 ; Okada et al. 2007 ;
Schober et al. 1995, Shinojima et al. 2003; Torp et al. 1991(a) ; Torp et al. 1991(b)).

L’amplification d’EGFR est fréquement observée dans les glioblastomes tandis qu’elle est
plus rare dans les astrocytomes anaplasiques. Dans les GB, une amplification de I’EGFR est
trés souvent associée a la perte entiere du chromosome 10 (Durand et al. 2011), qui comporte
notamment le géne suppresseur de tumeur PTEN (« phosphate-tensine »). Comme le geéne
PTEN est muté dans 45% des glioblastomes, les deux copies du géne sont inactivées, altérant
sa fonction de gene suppresseur de tumeur et d’inhibiteur de la voie de signalisation de
I’EGFR (Schmidt et al. 1999). Les oligodendrogliomes et les oligo-astrocytomes anaplasiques
ne présentent habituellement pas d’amplification de ’EGFR.

Dans les glioblastomes, une amplification de ’EGFR est souvent associé¢e a la présence du
mutant EGFRVIIL. Ce variant muté ne possede pas les exons 2 a 8 et code pour une protéine
tronquée au niveau de son domaine extracellulaire (Figure 9). Ce récepteur muté est
constitutionnellement actif de maniére (Estrada-Bernal et al. 2011 ; Gan et al., 2009 ; Inda et
al. 2010; Lla et al. 2002 ; Mukasa et al. 2012 ; Nagane et al. 2001). La prévalence de ce
mutant dans les glioblastomes et son potentiel oncogénique ont justifié¢ le développement
récent de molécules thérapeutiques anti-EGFR qui le ciblent spécifiquement (Sampson et al.
2010; Heimberger et al. 2009). L’amplification du géne EGFR peut étre recherchée par
hybridation fluorescente in situ, dont I’interprétation est aisée et rapide. D’autres méthodes
peuvent étre utilisées comme la quantification par qPCR sur I’ADN génomique ou encore par
méthode MLPA (Multiplex Ligation-dependant Probe Amplification) en réalisant une PCR
quantitative multiplexe (Jeuken et al. 2009).

Les tumeurs surexprimant le récepteur EGFR sont des tumeurs de mauvais pronostic comme
les glioblastomes et les astrocytomes (Okada et al. 2003 ; Varella-Garcia et al. 2006) et
présentent une chimiorésistance au traitement par PCV (procarbazine, CCNU, lomustine),
vincristine) et/ou Témozolomide (Cairncross et al. 1998 ; Ino et al. 2001 ; Korshunov et al.
2004 ; Cairncross et al. 2006; van den Bent et al. 2006). Les valeurs pronostique et

prédictive de réponse a la chimiothérapie sont cependant discutées.
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Figure 8. Voie de signalisation de I’EGFR selon Fortunato Ciardiello & al, 2008. Trois étapes peuvent étre
décrites dans la voie de signalisation dépendant de [’activation de '’ EGFR. La premiere correspond a la fixation
du ligand spécifique au niveau du domaine extracellulaire du récepteur. La seconde consiste en la formation
d’un homodimere EGFR-EGFR ou d’un hétérodiméere EGFR-HER2, EGFR-HER3 ou EGFR-HER4
correspondant aux formes actives et aboutissant a la phosphorylation ATP-dépendante de résidus tyrosine de la
partie intracellulaire du récepteur. Finalement, cette phosphorylation induit [’activation de la voie de
signalisation intracellulaire. Les deux voies majeures concernées par [’activation de I’EGFR sont la voie de
RAS-RAF-MEK-MAPK qui contréle la transcription de genes, la progression du cycle cellulaire de la phase G1
a la phase S et la prolifération cellulaire, et la voie de PI3K-Akt laquelle active une cascade de signaux anti-
apoptotiques.(bFGF= basic fibroblast growth factor, HB-EGF= héparin-binding EGF, MAPK=mitogen-
activated protein kinase, PI3K=phosphatidyl inositol kinase, TGFo=transforming growth factor a,
VEGF=vascular endothelial growth factor).

De plus, il a été montré que des molécules anti-EGFR seraient susceptibles d’améliorer la
survie des patients surexprimant ce récepteur dans leur tumeur mais aucune étude clinique n’a
pu confirmer ces résultats préliminaires (Korshunov et al. 2004 ; Cairncross et al. 2006,

Ionescu et al. 2005).

Certains travaux indiquent que I’expression de ’EGFR dans les tumeurs est bien plus
complexe qu’attendue. Le géne de 'EGFR peut générer un premier type d’ARNm, ’EGFR
variant 1 (EGFRv1), qui code pour le récepteur entier, connu sous le nom d’EGFR, ErbB ou
HERI1. Ce récepteur est le plus communément étudié parmi les membres de la famille de
I’EGFR et c’est celui qui est ciblé par les molécules anti-EGFR. Cependant, parallélement a la
production de I’EGFR, les cellules cancéreuses synthétisent également des isoformes plus

courtes du récepteur, appelées SEGFR, qui peuvent étre de nature différente (Figure9) : les
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isoformes tronquées b, ¢ et d résultent d’ARNm uniques, générés par épissage alternatif a
partir du gene de ’EGFR, alors que la cellule est également capable de générer une isoforme
PI-sEGFR par clivage protéolytique du récepteur entier. Quoi qu’il en soit, aucune de ces
isoformes tronquées (SEGFR b, c, d ou PI-sEGFR) n’a de domaine tyrosine kinase (Reiter et
al. 2001 ; Reiter et al. 2003 ; Sanderson et al. 2008). Elles ne peuvent donc pas étre
directement responsables de I’activation de la voie de signalisation intracellulaire.
L’expression de ces isoformes tronquées a ét¢ montrée dans plusieurs cancers et notamment

dans les gliomes (Durand et al. 2012).
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Figure 9. Cartographie des différents variants et isoformes de I’ EGFR
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L’existence de ces isoformes tronquées pourrait permettre d’expliquer 1’absence de consensus
concernant les valeurs pronostique ou prédictive de la surexpression d’EGFR. En effet les
résultats obtenus par immunohistochimie dépendent de la nature de 1’épitope reconnu par
I’anticorps utilisé. Les anticorps disponibles dans le commerce peuvent détecter le domaine
extracellulaire de ’EGFR (DEC) ou le domaine intracellulaire (DIC). Alors que les anticorps
anti-DIC détectent le récepteur EGFR entier et le mutant EGFRVIII, les anticorps anti-DEC
détectent en plus toutes les isoformes tronquées du récepteur pouvant étre générées par
épissage alternatif de I’ARNm (Figure 9), mais qui n’ont pas de domaine intracellulaire donc
pas d’activité tyrosine kinase intrinséque. L’interprétation des résultats dépend donc du type

de récepteur détecté.

4. Vers une nouvelle classification OMS 2015

L’ensemble des études sur les marqueurs moléculaires a permis d’envisager une nouvelle
classification histo-moléculaire, intégrant les données histologiques et les données
moléculaires. Le « Cancer Genome Atlas » (TCGA) a identifié trois sous-groupes de gliomes
a partir de données « omics » de 293 patients atteints de gliomes de grade II et III. Deux des
groupes présentent des mutations des geénes /DH mais peuvent €tre distingués entre eux par la
présence ou non d’une perte combinée et complete des bras chromosomiques 1p et 19q ou
une mutation du gene P53. Le troisiéme groupe ne présente pas de mutation /DH (Brat et al.

2015).

Le TCGA a montré que la prévalence de I'altération du gene TERT est de 64% dans les
tumeurs /DH non mutées, de 90% dans les tumeurs avec altérations /DH1/1p19q et enfin de
4% dans gliomes avec mutations /DH/P53. Ces résultats ont conduit a une autre étude
stratifiée sur 1087 gliomes de grade I a IV, qui a permis de distinguer cinq groupes avec des
caractéristiques  histo-moléculaires  spécifiques : (1)  tumeurs triple-positives
IDH/1p19q/TERT, (2) tumeurs avec mutations /DH/TERT, (3) tumeurs avec mutation /DH
seulement, (4) tumeurs avec mutation 7ERT uniquement, (5) les triples négatifs. Les tumeurs
sans mutation 7ERT présentent en général des altérations du gene ATRX, qui a donc été

intégré dans la future classification histo-moléculaire (Reuss et al. 2015 ; Louis et al. 2014).

Cette classification propose un logigramme qui aide au diagnostic de la tumeur, d’apres la
présence ou non des altérations moléculaires (Figure 10). Cette nouvelle classification ne
comporte plus d’oligoastrocytomes qui ont été reclassés en astrocytomes ou en
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oligodendrogliomes en fonction des marqueurs histo-moléculaires qu’ils présentent. Une

valeur pronostique est proposée pour chacune des tumeurs (Figure 10, a droite).
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Figure 10. Logigramme d’analyses moléculaires a réaliser pour [’aide au diagnostic des tumeurs gliales. Une
estimation de la valeur pronostique en fonction du diagnostic est présentée a droite de la figure, (Modifié
d’apres Foote et al. 2015).

IV. Pronostic et prise en charge

1. Pronostic

Le pronostic des gliomes diffus est déterminé par un ensemble de paramétres relatifs a la
tumeur (type, taille, grade, opérabilité, anomalies moléculaires) et de parametres
démographiques et cliniques du patient (age, état cognitif, indice de Karnofsky qui évalue

I’état fonctionnel et général du patient).

La durée de survie des patients atteints de gliome infiltrant dépend de 1’dge au diagnostic
puisqu’elle est de 31,7 mois avant 40 ans alors qu’elle n’est que de 8,4 mois apres 60 ans. La
survie varie également en fonction des diagnostics histopathologiques et des grades (tableau
2), (Louis et al. 2007) : 1a médiane de survie pour les patients atteints de gliomes de grade II
¢volue de 2 a 9 ans. Pour les gliomes de grade III, le pronostic est favorablement influence,
indépendamment des facteurs cliniques et radiologiques, par la perte 1p19q (7 ans environ

pour les patients avec perte 1p19q versus 3 ans pour les autres). Pour les glioblastomes : la
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médiane de survie se situe de 10 a 17 mois. Le déces est le plus souvent secondaire a des
récidives : les astrocytomes diffus et anaplasiques se transforment fréquemment en tumeurs

de grade IV.

L’intégration des marqueurs moléculaires dans la future classification va modifier la valeur
pronostique de ces différentes tumeurs (Figure 10). Les patients présentant une mutation
IDH1 ont toujours un meilleur pronostic que les patients sans mutation /DH1. Les mutations
triples (IDH/Ip19q/TERT) sont les altérations pour lesquelles la survie est la meilleure. Les
patients triples négatifs et ceux qui ont seulement la mutation du gene 7ERT ont la probabilité
de survie la plus faible (Foote et al. 2015, Brandner et al. 2015). Certains facteurs
moléculaires (comme la méthylation du promoteur du géne de la MGMT) ne sont pas encore

de pratique courante méme si leur impact pronostique est fortement suspecté (HAS, 2010).

2.  Prise en charge selon les recommandations HAS

a. Traitements spécifiques

La prise en charge thérapeutique est définie en réunion de concertation
pluridisciplinaire (RCP). Elle tient compte de tous les éléments concernant le patient (age et
état général du patient, localisation tumorale, histologie, imagerie, marqueurs moléculaires) et
a pour objectif d’améliorer le pronostic et I’état fonctionnel du patient. Cette prise en charge
se fait en accord avec le patient, ou la personne de confiance le cas échéant, sur la base de
I’avis rendu en RCP. La prise en charge est présentée au patient au cours d’une consultation
d’annonce et fait ’objet d’un accord mutuel. Le traitement peut faire appel a la chirurgie, la

radiothérapie et la chimiothérapie ou la thérapie ciblée, qui peuvent étre ou non associées.
Stratégies thérapeutiques :

- pour les glioblastomes, le traitement de référence est une exérese chirurgicale la plus
large possible, suivie d’une radiothérapie et d’une chimiothérapie par témozolomide
concomitante puis adjuvante (protocole de Stupp, Stupp et al. 2005). Pour les patients
présentant un état général altéré (IK < 70), il n’y a pas de traitement de référence, la stratégie

thérapeutique est discutée en RCP.
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Tableau 2. Ages de diagnostic, survie et complications en fonctions des diagnostics
histopathologique selon la classification OMS actuelle (Louis et al. 2007).

- pour les autres gliomes : la stratégie thérapeutique est discutée en RCP. Il n’existe

actuellement pas de consensus pour la prise en charge. Néanmoins, pour les

oligodendrogliomes ayant une perte complete 1pl9q, un traitement par chimiothérapie

premiere par PCV est préconisée (recommandations de réseau POLA).

i. Prise en charge chirurgicale

La chirurgie a pour objectif de réduire le volume tumoral. Dans un certain nombre de cas,
pour des raisons topographiques, fonctionnelles ou encore liées a 1’état général du patient ou a
son refus, une chirurgie d’exérese n’est pas réalisable et seule une biopsie sera proposée afin
de confirmer et/ou de typer la pathologie tumorale. L’exérese chirurgicale doit contribuer a la
qualité et a la durée de la survie, selon la localisation de la tumeur et les facteurs cliniques du
patient. Une chirurgie maximaliste ne doit pas aggraver I’état fonctionnel du patient. Elle
n’est donc proposée qu’a condition de préserver sa qualité de vie. La chirurgie éveillée a pour
objectif de préserver la fonctionnalité. Schématiquement, une résection chirurgicale sera

choisie en présence d’un foyer circonscrit dans un lobe cérébral. Si la 1ésion est profonde, la
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tumeur ne sera pas résécable et une biopsie seule sera retenue. Pour un gliome de haut grade,

I’exérese sera préférée lorsqu’elle est possible.

La qualité de la résection est évaluée dans les 24 a 72 heures suivant la chirurgie par la
réalisation d’'une IRM post-opératoire, ou a défaut d’'une TDM sans et avec injection.
L’exérese est considérée totale en 1’absence de résidu tumoral visible. Elle est dite sub-totale
si le résidu tumoral post-opératoire est inférieur 4 1,5 cm’ et incompléte si le résidu tumoral

J R \ 3
est supérieur a 1,5 cm’.

L’intervention chirurgicale peut nécessiter un examen anatomo-pathologique. Les
prélevements examinés doivent étre représentatifs de la tumeur et doivent intéresser,
lorsqu’elles existent, les zones de prise de contraste. Ils doivent permettre de poser un
diagnostic anatomopathologique : détermination du type de gliome et du grade. L’examen
extemporané peut étre réalisé si la réponse du pathologiste est déterminante pour guider I’acte
chirurgical. Les étalements cellulaires ou smears permettent de préciser la cytologie en

particulier lors de I’examen extemporané.

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

est retenue, le schéma de traitement varie selon le grade du gliome (Tableau 3).

Dose totale Nombre de Dose par
Gliome Administration
délivrée fractions fraction
Haut grade (Il et IV) | Jusqu’a 60 Gy 30 2 Gy 5 jours / semaine
Bas grade (I1I) 45 a 54 Gy 25-30 1,8a2 Gy 5 jours / semaine

Tableau 3. Schéma de traitement par radiothérapie des gliomes en fonction du grade (recommandations HAS

2010)

iii. Chimiothérapie ou thérapie ciblée

La chimiothérapie est fréquemment utilisée. Elle est le plus souvent administrée par voie
systémique (orale ou IV), et parfois par voie locale (implant intracavitaire dans le temps
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opératoire). Les modalités d’administration en fonction des molécules sont indiquées dans le

tableau 4.

Le témozolomide (Temodal®) est un agent alkylant, traitement standard des gliomes malins,
astrocytomes, oligodendrogliomes et oligoastrocytomes, grades III et IV. Le témozolomide
est converti spontanément en un métabolite actif, le 5-(3-méthyl)-1-triazen-1-yl-imidazole-4-
carboxamide (MTIC). Cette molécule est administrée par voie orale et présente une excellente
pénétration dans le tissu cérébral et le liquide cerébrospinal (Newlands et al. 1992). La
conversion spontanée du témozolomide en MTIC produit un composé capable de méthyler
I’ADN (Denny et al. 1994). La formation de O6-méthylguanine est responsable de
mésappariements des bases au sein de ’ADN, et en cas de déficience du systeme cellulaire de
réparation des mésappariements, entraine 1’apoptose de la cellule concernée. En théorie, le
choix de la chimiothérapie peut étre guidé par la détermination du statut MGMT : la
méthylation du promoteur du géne MGMT inhibe la synthése de la protéine qui ne peut alors
plus réverser I’alkylation des guanines générée par le témozolomide. La connaissance du
statut méthylé ou non du promoteur du géne MGMT dans I’ADN tumoral du patient
permettrait donc de choisir entre la radiothérapie seule et la radiothérapie combinée au
témozolomide. Cependant, comme nous I’avons expliqué précédemment, la limite des
techniques de détection du statut MGMT et ’absence de consensus actuel sur le sujet font que

ce marqueur n’est pas toujours utilisé en pratique clinique.

La lomustine (Belustine™) est un antinéoplasique cytostatique alkylant appartenant au groupe
des nitroso-urées. Elle provoque une alkylation de I’ADN et de ’ARN. Son intérét dans le
traitement des tumeurs cérébrales est sa grande solubilité dans les graisses qui favorise son

passage a travers la barriere hémato-encéphalique (7aal et al. 2015).

Comme la lomustine, la carmustine (BICNU® ou GLIADEL®) est un antinéoplasique
cytostatique alkylant appartenant au groupe des nitroso-urées. Elle agit essentiellement par
alkylation de 'ADN et de I'ARN, ainsi que par carbamylation des protéines. Sa grande

solubilité dans les graisses favorise son passage a travers la barriére hémato-encéphalique.

La vincristine (Oncovin®) : La vincristine a pour effet d'empécher la polymérisation des
microtubules en se fixant sur les dimeéres de tubuline libre, comme la colchicine ou la

vinblastine. Cela entraine un arrét des mitoses et I'apoptose.
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Voie Modalités
Molécules(DCI) Spécialité Classe de la molécule
d’administration d’administration
En continu (7j/7) pendant
Temodal®
Témozolomide Agent alkylant la radiothérapie ou en
, ® g ! . p
Témodar Voie orale ) ) i i
discontinu (5j tous les 28j)
Lomustine Belustine® En discontinu
BICNU® Agent alkylant Voie
. . . En di ti
GLIADEL® cytostatique Intraveineuse n discontinu
Carmustine
(groupe des nitroso- Implant
urée) intracavitaire Unique, peroperatoire
Fotémustine Muphoran(R En discontinu
Protocole PCV ®
) Natulan ]
(Procarbazine, C® o Mixte selon les
) Belustine Association . En discontinu
Lumostine, o ® molécules
ncovin
vincristine)
Thérapie ciblée : Voi
oie
Bévacizumab® Avastin® anticorps monoclonal En discontinu
p . .
) ) ) Intraveineuse
anti-angiogénique

Tableau 4. Voie et modalités d’administration des molécules de chimiothérapie et de therapie ciblée utilisées
dans le traitement des gliomes. © I'utilisation du bévacizumab dans cette indication est en cours d’évaluation

(utilisation hors AMM a [’étude dans le cadre du réeférentiel de bon usage (RBU). (Recommandations HAS 2010)

La fotémustine (Muphoran®) est également un antinéoplasique cytostatique alkylant et
carbamylant appartenant au groupe des nitroso-urées, a spectre d'activité antitumorale
expérimentale large. Sa formule chimique comporte un bio-isostere de l'alanine (acide amino-
1-éthylphosphonique) qui facilite la pénétration cellulaire et le franchissement de la barriere

hémato-encéphalique.

La procarbazine (Natulan®) est antinéoplasique cytostatique alkylant dérivé de la
méthylhydrazine appartenant au groupe des hydrazines. Elle posséde un faible pouvoir

inhibiteur de la monoamine oxydase.

Le bévacizumab (Avastin®) est un anticorps monoclonal anti-VEGF, visant a inhiber
I’angiogenése. Il est indiqué dans le traitement des glioblastomes résistants au traitement de
premiere ligne, combiné a la radiothérapie et au témozolomide. Deux études récentes
montrent que son intérét en premicre ligne est mitigé, car si le bévacizumab augmente bien la
durée de vie sans progression de la maladie en association avec la radiothérapie et le
témozolomide, la survie des patients n’est pas significativement augmentée pour autant
(Chinot et al. 2014 ; Gilbert et al. 2014). Cependant, il n’est pas possible de conclure
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concernant 'utilité du bévacizumab qui se trouve aujourd’hui dans une multitude d’essais
cliniques dont les résultats seront disponibles dans les mois ou les années qui viennent.
Notons qu’il n’existe pas, a I’heure actuelle, de test compagnon permettant de rechercher un

marqueur moléculaire prédictif d’une réponse au bévacizumab.

b. Traitements d’accompagnement

i. Corticothérapie

Les corticoides oraux ou parentéraux sont fréquemment utilisés en neuro-oncologie. Ils
agissent essentiellement sur l'eedéme péritumoral. Ils permettent une réduction de 'HTIC et
une amélioration fonctionnelle rapide (réduction des déficits et des crises comitiales). Mais il
existe de nombreux effets indésirables (aspect cushingoide, myopathie, complications
psychiatriques,...). De plus, les corticoides, par un effet indirect anti-angiogénique, s'opposent
a la pénétration de la chimiothérapie dans la tumeur. Ils peuvent en outre induire une

hyperglycémie qui peut encourager la croissance de la tumeur.

ii. Traitement antiépileptique

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

non inducteurs enzymatiques. Ils nécessitent une surveillance des effets indésirables.

iii. Autres traitements symptomatiques

Divers traitements peuvent étre nécessaires au cours de 1'évolution d'une tumeur cérébrale :
antidépresseurs, anxiolytiques, anticoagulants, antalgiques, antiémétiques, protecteurs

gastriques, anti-cedémateux autres que les corticoides (Mannitol®, Diamox®).

iv. Prise en charge globale

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

charge palliative d’emblée.
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c. Suivi et évaluation de la réponse aux traitements

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

d’une évaluation clinico-radiologique.

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

¢ventuellement les radio-nécroses apres radiothérapie.

d. Traitement des récidives

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

L’abstention thérapeutique et/ou les soins palliatifs pourront également étre discutés.

e. Essais cliniques

Le traitement des gliomes diffus reste décevant malgré les progres significatifs de la chirurgie,
de la radiothérapie et des chimiothérapies cytotoxiques. L’échec de ces traitements s’explique
par le caractere tres infiltrant de ces tumeurs limitant 1’efficacité des thérapies locales, et leur
résistance intrinséque a la radiothérapie et aux chimiothérapies cytotoxiques. Depuis quelques
années, de nouvelles approches thérapeutiques se sont développées. L’institut national du
cancer répertorie pas moins de 59 essais clos et 27 essais encore ouverts pour les tumeurs
cérébrales que ce soit pour des molécules de chimiothérapie ou de thérapie ciblée

(http://www.e-cancer.fr/Professionnels-de-sante/Le-registre-des-essais-cliniques).

Les voies de signalisation des récepteurs a tyrosine kinase comme par exemple celles des
récepteurs EGFR et PDGFR sont trés sollicitées durant ’initiation et la progression tumorale
des gliomes. La fréquence de ces altérations a conduit a évaluer I’efficacité de plusieurs
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agents inhibant I’activité tyrosine kinase de ces récepteurs membranaires. Ainsi, 1’imatinib
(Glivec®), un inhibiteur de ’activité tyrosine kinase de plusieurs récepteurs (c-Kit, DDRI1,
DDR2, CSF-1R, PDGFR-a et PDGFR-B), ou encore le gefitinib (Iressa®) et ’erlotinib
(Tarceva®) deux inhibiteurs oraux des domaines tyrosines kinases de ’EGFR ont fait I’objet
d’essais thérapeutiques en monothérapie ou en association dans les gliomes malins en
récidive. Les essais dont les résultats sont connus a ce jour sont assez décevants avec un taux
de réponse globalement inférieur a 15 %. Cependant de nombreux essais sont encore en cours
ou, s’ils sont clos aux inclusions, n’ont pas encore ¢été analysés. Par exemple, IGR
TARCEVA, un essai de phase 1 européen et multicentrique vise a évaluer l'erlotinib
(Tarceva®) seul chez des enfants ayant une tumeur cérébrale maligne réfractaire ou
récidivante, et évaluant l'erlotinib associé a une radiothérapie en traitement de premiere ligne,
chez des enfants ayant un gliome du tronc cérébral. L’objectif de cet essai est de déterminer la

dose la mieux tolérée d’erlotinib (un inhibiteur de ’EGFR) chez ces enfants.

L’échec des traitements anti-EGFR pourrait s’expliquer par une diffusion insuffisante de ces
traitements au sein de la tumeur. Une activation concomitante de multiples récepteurs a
tyrosine kinase distincts du ou des récepteurs ciblés peut se mettre en place. Enfin, il se peut
¢galement que l’altération de la voie de signalisation ne concerne pas le récepteur mais un
facteur en aval comme PTEN par exemple. Certains essais cliniques ciblant les facteurs
intracellulaires de la voie de signalisation sont également en cours : c’est le cas des inhibiteurs
de PI3K et de mTOR comme des analogues de la rapamycine. Parallélement a ces essais
cliniques, les travaux de recherche sont poursuivis pour identifier les tumeurs les plus
susceptibles de répondre a ces traitements, avec pour objectif de trouver un marqueur

moléculaire prédictif de la réponse au traitement.

Depuis quelques années, de nombreuses essais cliniques ciblent ’angiogenese et propose des
molécules de thérapies ciblées ou de chimiothérapie anti-angiogéniques. Les gliomes malins
sont en effet richement vascularisés, la tumeur produit de nouveaux vaisseaux sanguins,
étroits, sinueux qui sont autant d'obstacles a la pénétration de la chimiothérapie au cceur de la
tumeur. Huit-cent essais cliniques aujourd’hui dans le monde sont une combinaison de
chimiothérapie et d'un médicament anti angiogénique qui contracte ces vaisseaux sanguins. I1
y a deux cibles prinicpales : bloquer le facteur de croissance VEGF ou bloquer le récepteur
VEGFR a la surface des cellules. Le bévacizumab (Avastin®), un anticorps monoclonal
dirigé contre le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) est utilis¢é dans de nombreux

essais, généralement en association avec une chimiothérapie (Hoang-Xuan et al. 2011). Si les
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résultats de certaines études s’averent décevant car ils n’améliorent que trés peu la survie des
patients (Chinot et al. 2014 ; Gilbert et al. 2014), plusieurs autres essais ciblant I’angiogenése
sont en cours et permettent d’espérer des améliorations de la survie:

- Citons par exemple TAVAREC, un essai de phase 2, randomis¢, multicentrique
européen, évaluant I’efficacité du témozolomide associ¢ ou non a du bévacizumab, chez des
patients ayant un gliome en rechute. L’objectif de cet essai est d’évaluer I’efficacité du
témozolomide associ¢ ou non a du bévacizumab, chez des patients présentant un gliome de
grade II ou III, sans perte 1p/19q, en rechute apres une ligne de traitement.

- Un autre exemple d’essai clinique ciblant I’angiogenese est CILENT, un essai de
phase 1, francais, multicentrique, évaluant la tolérance d’un traitement associant du
cilengitide a une radiothérapie, chez des patients jeunes (6 mois a 21 ans, 40 inclusions) ayant
un gliome infiltrant du tronc cérébral. Le cilengitide est un pentapeptide cyclique de synthese
qui inhibe des intégrines, notamment les intégrines alpha V béta 3, 5, 6 qui interviennent dans
l'angiogenese tumorale. L’objectif de cet essai est de déterminer la dose recommandée de
cilengitide en tant qu’inhibiteur d’angiogenése, lors d’un traitement administré en association

avec une radiothérapie, chez des patients jeunes ayant un gliome infiltrant du tronc cérébral.

De nombreux mécanismes physiopathologiques et facteurs oncogéniques différents sont
ciblés par des essais cliniques avec de nouvelles molécules ou de nouvelles associations ou
par des projets de recherche plus transversale : par exemple, UF 9042 est une étude de
faisabilité visant a caractériser une signature microARN spécifique des gliomes diffus de bas
grade dans le sang circulant pour les utiliser comme outils de diagnostic et de suivi dans cette
population de patients. Dans une toute autre approche thérapeutique, de type vaccinale en
combinaison avec la radio-chimiothérapie, la forme tronquée EGFRVIII observée dans un
tiers des GBM a été administrée par des injections sous cutanées, avec des résultats

prometteurs qui demandent a étre confirmés dans un essai contrdlé.

Un apercgu de I’ensemble des thérapies usuelles ou expérimentales utilisées est présenté dans

I’annexe 1.
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V.Exposé des travaux: recherche de biomarqueurs pour la prise

en charge thérapeutique

Article n°1 : Perte des chromosomes 1p19q par LOH et expression de P53 et Olig2 dans
les gliomes: association avec les types histologiques et le pronostic

Karine Durand, Angélique Guillaudeau, Nicolas Weinbreck, Rafaél DeArmas, Sandrine
Robert, Alain Chaunavel, Isabelle Pommepuy, Sylvie Bourtoumieux, Frangois Caire, Franck
Sturtz, Francois Labrousse.

Modern Pathology (2010); 23 : 619-628

La perte d’hétérozygotie (« Loss of Heterozygozity » ou LOH) des bras chromosomiques 1p
et 19q, est considérée comme un marqueur de bon pronostic des tumeurs oligodendrogliales.
Cependant les pertes de matériel chromosomique peuvent intéresser différents loci: elles
peuvent étre télomériques, interstitielles, centromériques ou affecter un bras chromosomique
entier. Les associations entre I’étendue des pertes 1p et 19q et le type tumoral, les autres
marqueurs moléculaires (P53, Olig2, EGFR, etc...) ou le pronostic du patient ne sont pas
encore complétement ¢élucidées. Dans ce travail, nous avons analys¢ un certain nombre de
marqueurs microsatellites situés sur des loci chromosomiques s’étendant du télomere au
centromere, afin de caractériser le type de perte 1p et 19q dans une série de 39 gliomes
infiltrants, incluant des astrocytomes, des glioblastomes, des oligo-astrocytomes et des
oligodendrogliomes. Nous avons étudié I’association entre la perte d’hétérozygotie et
I’expression de P53 et d’Olig2, et I’amplification du géne EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor). Enfin, nous avons évalué I’influence des différents marqueurs moléculaires sur la

survie globale des patients.
Méthodes

Pour chacun des 39 patients, nous disposions de tissu tumoral congelé, de tissu tumoral fixé
au formol et inclus en paraffine et de tissu non tumoral (sang). L’étude des pertes
chromosomiques 1p19q par LOH a consisté a analyser par PCR-analyse de fragment un
minimum de 15 et 7 régions microsatellites sur les bras 1p et 19q respectivement, a partir
d’ADNg non tumoral (sang) et tumoral. L’amplification du géne EGFR a été étudiée a partir
d’étalement de tissu congelé, par technique d’hybridation fluorescente in situ. L’expression
des protéines P53 et Oligo2 a été quantifiée par immunohistochimie a 1‘aide d’anticorps

spécifiques.
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Résultats principaux

Cinq types différents de LOH 1p19q ont été identifiés dans la cohorte de tumeurs étudiée :
Absence de perte, perte télomérique, perte interstiticlle (sans perte télomérique ni
centromérique), perte focale et perte compléte de tous les /oci analysés entre le télomere et le
centromere. Les pertes complétes des bras 1p et 19q sont associées dans 90% des cas. Cette
altération est présente dans tous les oligodendrogliomes classiques alors que les autres types
de LOH (télomérique, interstitiel, centromérique) prédominent dans le groupe des oligo-

astrocytomes.

L’amplification du gene EGFR a été identifiée dans 12% des oligo-astrocytomes et 60% des
glioblastomes, de manicre cohérente avec les données de la littérature, mais n’est pas associée

a la perte complete 1p19q.

La perte compléte 1p19q est associée de maniére significative a 1’expression d’Olig2, en
particulier dans les oligodendrogliomes mais n’est jamais observée dans les astrocytomes et

les glioblastomes qui surexpriment P53.

Concernant les valeurs pronostiques des altérations étudiées, les patients présentant une perte
complete 1p19q semblent bénéficier d’une survie plus longue. De plus, nous avons montré
que parmi les patients avec des tumeurs prenant le contraste (tumeurs de haut grade), ceux qui

présentent une perte complete 1p19q ont un meilleur pronostic.
Conclusion

Notre ¢étude a montré que ['association du statut LOH 1pl9q et des données
histopathologiques et immunohistochimiques, procure des informations pertinentes et utiles
pour (1) discriminer les différentes types de gliomes, notamment olidodendrogliomes vs.
astrocytomes et glioblastomes, et (ii) identifier un sous-groupe de tumeur associ¢ a un

meilleur pronostic.
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1p19q LOH patterns and expression of p53 and
Olig2 in gliomas: relation with histological

types and prognosis

Karine S Durand’*, Angélique Guillaudeau’*, Nicolas Weinbreck', Rafaél DeArmas’,
Sandrine Robert’, Alain Chaunavel’, Isabelle Pommepuy’, Sylvie Bourthoumieu?,
Frangois Caire’, Franck G Sturtz* and Frangois ] Labrousse’

'Department of Pathology. Dupuytren University Hospital, Limoges, France; *Department of Cytology.
Dupuytren University Hospital, Limoges, France; * Department of Neurosurgery, Dupuytren University
Hospital, Limoges, France and *Department of Biochemistry and Molecular Genetics, Dupuytren University

Hospital, Limoges, France

In glial tumors, the loss of heterozygosity of the 1p and 19q chromosomal arms is thought to be a marker of
good prognosis in oligodendroglial tumors. However, 1p and 19q loss of heterozygosity may be telomeric,
interstitial, centromeric or affect the whole arm of the chromosome and the associations between these
different patterns and tumor type, other molecular markers and patient prognosis remain unclear. We analyzed
microsatellite markers in a region spanning the chromosome from the telomere to the centromere, to
characterize the pattem of 1p and 19q loss of heterozygosity in 39 infiltrative gliomas, including astrocytomas,
glioblastomas, oligoastrocytomas and oligodendrogliomas. We then studied the association between loss
of heterozygosity and the expression of p53 protein and Olig2, as analyzed using immunohistochemistry,
and epidermal growth factor receptor (EGFR) gene amplification, as investigated using fluorescence in situ
hybridization (FISH). Finally, we assessed the influence of molecular markers on the overall survival of patients.
We identified five different 1p19q loss of heterozygosity patterns among the tumors studied and found that loss
of heterozygosity over the whole 1p arm was associated with loss of heterozygosity over the whole 19q arm in
90% of cases. 1p19q whole loss was present in all the classical oligodendrogliomas, whereas other 1p19q loss
patterns predominated in oligoastrocytomas. 1p19q whole loss was also significantly associated with Olig2
overexpression, but was never observed in tumors overexpressing p53 protein. We also found that, among
patients with contrast-enhancing tumors, those with 1p19q whole loss tended to survive for longer. In
combination with classical histological and immunohistochemical data, 1p19q status determination provides
pertinent information useful for (1) discriminating between histological types of gliomas and (2) identifying a

subgroup of tumors that are associated with a better prognosis.
Modermn Pathology (2010) 23, 619-628; doi:10.1038/modpathol 2009.185; published onlne 15 January 2010

Keywords: 1p19q loss of heterozygosity; glioma; p53; Olig2; prognosis

The malignant i:omh. transformation and progres-
sion of gliomas have been shown to involve changes

tools for the accurate, pathological and molecular
classification of these tumors.** Changes in chro-

in gene expression and several genetic abnormal-
ities. Molecular markers may therefore be useful
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mosomal copy number are common events in
gliomas. These changes include deletions, partial
or complete duplication of chromosomes, general
polyploidy and high-copy number amplifications of
specific regions.**

It is now widely accepted that the combined loss of
the 1p and 19q chromosomal arms, typically consist-
ing of a whole 1p19q deletion corresponding to an
unbalanced translocation 1(1;19)(q10;p10),*" is the
molecular hallmark of classical oligodendroglioma.
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Genomic alterations to the 1p and 19q chromosomal
arms are rare in astrocytomas and glioblastomas,
mostly consisting of partial and/or telomeric
deletions in these tumors.** However, the frequency
and type of 1p19q genomic alteration have been
shown to be higgnly variable. 1p19q loss is reported in
approximately 40-70% of classical forms of oligoden-
drogliomas®'* and in approximately 50% of oligoas-
trocytomas.*'* 1p36 (~7'I):1‘l);) and 19q13.3 (~0.9Mb)
have been identified as minimal regions of
loss,'* = but 1p and 19q deletions involving the
entire 1p and 19q arms have been described.*'***

As reported by some researchers,”** the morpho-
logical characteristics of gliomas may be a source of
variability concerning 1p and 19q loss. There is now
a consensus that tumors with a typical clear cell
component should be classified as classical oligo-
dendrogliomas. However, tumors with a mixed
oligodendroglial and astrocytic morpholgpe or those
composed of hybrid cells remain difficult to be
classified precisely.” Glioblastomas are easy to
recognize when characteristic necrosis with pseu-
dopalisades is observed, but they are polymorphous
ansa considerable variability is observed in the
cellular composition of these tumors. In addition,
as gliomas are infiltrative neoplasms, tumor cell
density is variable. This criterion must be evaluated
before the interpretation of molecular results.

We aimed to clarify the value of partial or whole
1p and 19q loss as a molecular marker in gliomas, by
carrying out polymerase chain reaction (PCR) ana-
lysis of the loss of heterozygosity (LOH) of micro-
satellite markers located in a region extending from
the telomere to the centromere of the 1p and 19q
chromosome arms. Deletion patterns were compared
with cytological tumor type and the status of
other markers used for glioma characterization, such
as the expression of p53 protein and Olig2 and
epidermal growth factor mcerlor (EGFR) gene
amplification. Finally, we evaluated the use of
1p19q loss pattern as a prognostic marker.

Materials and methods
Patients and Tumor Samples

We studied 39 adult patients diagnosed with infiltrat-
ing glioma and undergoing surgery at Limoges
Dupuytren University Hospital. All samples were
used in accordance with French biocethics laws
regarding patient information and consent. At the
time of resection, tumor samples were fixed
in 4% formalin, embedded in paraffin and sections
were cut and stained with hemalum phloxine
saffran.

The histopathological type of the tumor was
determined, according to the World Health Organi-
zation” classification, by three different pathologists.
Tumors consisting mostly of a typical oligodendro-
glial component, described as a ‘fried egg’ pattem,
with or without minigemistocytes, were classified as
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oligodendrogliomas (Figure 1a). Tumors with a

mixed or hybrid morphotype were classified as

oligoastrocytomas (Figure 1b). Tumors consisting

solely of tumor cells with an astrocytic morphology

were classified as astrocytomas (Figure 1c). In
lioblastomas (Figure 1d), we determined whether
ere was an oligodendroglial component.

Tissue Controls

Genomic DNA (gDNA) was extracted from formalin-
fixed and paraffin-embedded tissue. In each case,
control sections were also used to check that a
representative tumor component had been selected
for molecular analysis, for example, the clear cell
component for oligodendrogliomas. Tumor cell density
(TCD) was determined using a semi-quantitative
method, with scoring as follows: TCD + if <20% of
cells were tumor cells, TCD + + if between 20 and
70% of the cells were tumor cells, or TCD + + + if
=70% of the cells were tumor cells. Only samples
with pure tumor tissue (TT) or with a TCD scored as
++ or + + + on control slides were used for
analysis.

Extraction of Genomic DNA

For each patient, gDNA was extracted from tumor
tissue and from non-tumor tissue or whole blood
with the QiaAmp DNA mini or micro kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France), depending on the amount
of tissue, used according to the manufacturer’s
instructions. Samples were treated with RNase to
prevent the RNA contamination of samples and
the purified gDNA was eluted in distilled water,
quantified using spectrophotometry and stored at
—20°C until use.

LOH Analysis

LOH analysis was performed on 50ng of tumor
and non-tumor gDNA. We analyzed 15 microsatel-
lite markers located between the telomere and
the centromere for the 1p chromosome (D1S243
(1p36.33), D1S2663 (1p36.23), D1S507 (1p36.21),
D1S2864 (1p36.12), D1S247 (1p35.2), D1S2657
(1p34.3), D1S197 (1p33), D1S2700 (1p32.2),
D1S2788 (1p31.3), D1S499 (p31.1), D1S208 (1p31.1),
D1S2819 (1p21.3), D1S206 (1p21.2), D1S189 (1p13.1),
D1S2696 (1p12)), and 7 markers for the 19q chromo-
some (D19S887 (19q13.43), D19S888 (19q13.42),
D19S867 (19q13.32), D19S9%00 (19q13.31), D19S223
(19q13.2), D19S570 (19q13.12), D195931 (19q12)).

In brief, normal and tumor gDNA were used as
template for PCR amplification in the presence of
0.5 uM forward and reverse primers, 3mM MgCl.,
0.2uM dNTP, 1.25U HotStart DNA polymerase
(SurePrime DNA polymerase, MP Biomedicals,
llkkirch, France), 1-5% dimethylsulfoxide, depend-
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Figure 1 Tumor |)$i-. Oligodendroglioma with typical honeycomb pattem (a), mixed astrocytic and oligodendroglial components in an

oligoastrocytoma

ing of the marker studied and 1 x DNA polymerase
buffer, in a final volume of 20 ul. The amplification
conditions were as specified by the manufacturer of
the DNA polymerase.

PCR products were separated by capillary electro-
phoresis in a 3130XL (Applied Biosystems) genetic
analyzer and analyzed using GeneScan software
(Applied Biosystems). In DNA samples showing
heterozygosity for a particular maker, LOH was
assessed by measuring the &eak height for each of
the alleles produced from both the tumor and the
corresponding normal DNA. The formula (T1/72)/
(Nlll\g;) was applied, in which T1 and N1 are the
peak heights generated for the smaller allele from
tumor and normal tissue, respectively, and T2 and
N2 are the peak heights generated for the PCR
products from the hﬁer allele of tumor and normal
tissue, respectively. Heterozygosity was considered
to be maintained if 0.5 <ratio <2 and to have been
lost if 0.5 = ratio >2. A patient was considered to
be homozty;gous for a marker if only one allele was
observed for normal and tumor tissue.
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gemistocytic astrocytoma (c). glioblastoma with pseudopalissading necrosis (d).

EGFR Gene Amplification

EGFR gene amplification was analyzed with smear
preparations of frozen tissue, using double fluores-
cent in situ hybridization (FISH) with the ‘LSI EGFR
SpectrumOrange/CEP 7 SpectrumGreen Probe’ kit
(Abbott Molecular, IL, USA), as previously de-
scribed.*” In each case, tumor cell density and type
were checked on adjacent tissue sections, to ensure
that the tissue analyzed was identical to that used
for the LOH study.

EGFR gene amplification was considered to have
occurred if >10% of the cells analyzed vielded a red
signal (corresponding to the EGFR-specific probe) to
green signal rc::\tmeric region of chromosome 7)
ratio >2, as suggested in several previous studies.*=*

Immunohistochemistry

We cut 5 ym-thick sections from paraffin-embedded
tumors and incubated them with the following
primary antibodies: monoclonal mouse anti-p53
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antibody (DakoCytomation, Glostrup, Denmark,
1/50) and rabbit anti-Olig2 antibonfy (Immuno-
Bioloﬁlecal Laboratories, Gunma, Japan, 1/200).
Sample slides were processed automatically (Bench-
XT ICH/ISH, Ventana Medical Systems)
according to protocols supplied by the antibody
manufacturers.
The percentage of cells labeled with the anti-
a?es against p53 and Olig2 was determined on 500
s.

Statistical Analyses

StatView 5.0 software (SAS Institute, Cary, NC,
USA) was used for statistical analyses. Means were
compared in the nonparametric Mann-Whitney test
for pairs of variables and with the Kruskall-Wallis
tests for comparisons of more than two variables.
Pearson’s chi-square test or Fisher's exact test was
used to assess differences between nominal vari-

Table 1 Domographical, patholagical and dinical features

ables. Overall survival was analyzed using Kaplan-
Meier, and the log-rank test was used to compare
subgroups relative to overall survival.

Results
Patient Characteristics

Relevant features of the patients are summarized in
Table 1.

There were 14 women and 25 men, aged from 18
to 77 years (median age at surgery, 51.6 years). The
series included 33 primary and 6 recurrent tumors.
There were 4 astrocytomas, 11 glioblastomas, 17
oligoastrocytomas and 7 oligodendrogliomas. Of 11
glioblastomas, 6 had a minor (<10%) oligodendro-
glial component. In all, 12 tumors had a temporal
location, whereas 27 were extratemporal. On mag-
netic resonance imaging, 31 of the 39 tumors
showed contrast enhancement.

Sample Histological type Sex Age (yvars) Status Tumor location Contrast Radio Chemo
and grade* enhancement therapy therapy
1 All M 50 Primary Extratemporal No No No
2 Alll M 72 Primary Temporal Yes Yes Yes
3 Al F 42 Primary Extra-temporal Yes Yos Yes
Kl Alll F 57 Primary Temporal Yes Yes Yes
5 GBIV F 38 Primary Extratemporal Yes Yes No
6 GBIV F 70 Primary Extra-temporal Yos Yos No
7 GBIV M 43 Primary Temporal Yes Yes Yes
8 GBIV M a5 Primary Temporal Yos Yos Yos
9 GBIV F 45 Primary Extratomporal Yes Yes Yes
10 GBIV M 61 Primary Extratemporal Yes Yes Yes
1n GBIV F 77 Primary Temporal Yes No Yes
12 GBIV M 76 Primary Temporal Yes No Yes
13 GBIV F 58 Primary Extratemporal Yos Yos Yes
14 GBIV M 68 Primary Temporal Yes No Yes
15 GBIV M 48 Primary Temporal Yos Yos Yes
16 oAl F 66 Primary Extra-tomporal Yos Yos You
17 OA D F 47 Recurrent Extratemporal No Yes Yes
18 OA N M 52 Recurrent Temporal No No No
19 oAl M 49 Primary Extratemporal No No No
20 OA D M 58 Primary Extratemporal Yos No Yes
21 OA D M 52 Primary Temporal No Yos No
22 OA Dl F 34 Recurrent Extratemporal No No No
23 OA N M 50 Primary Extratemporal No Yos Yos
24 OA M 73 Primary Extra-temporal Yes Yes No
25 oA m M 72 Primary Extratemporal Yos Yos Yes
26 oA I F 42 Primary Temporal Yes Yes Yes
27 oA M 54 Primary Extradtemporal Yes Yes Yes
28 OA Il M 68 Primary Extratemporal Yos Yos Yo
29 oA lll F 18 Primary Extra-temporal Yes No Yes
30 OA m F 57 Primary Extra-temporal Yos Yos Yes
3 OA M 41 Primary Extra-temporal Yes Yos Yes
32 oA M 35 Recurrent Extratemporal Yes No No
a3 on M 58 Recurrent Extratomporal Yos Yos Yos
34 on M 29 Primary Extratomporal Yes Yes No
35 om M 70 Primary Extratemporal Yos No Yos
36 oum M 53 Primary Extratomporal Yes Yes Yes
37 om M 3 Primary Extratemporal Yes Yos Yes
38 om M 68 Primary Temporal No No A C
39 om F 45 Recurrent Extratemporal Yes No No

A, astrocytoma: O, dligodendroglioma: OA, oligoastrocytoma: GB, glioblastoma,

“WHO grades 1--1V.

MoDLRN PATHOLOGY (2030} 23, 639628

43



Of 39 patients, 26 received radiotherapy, 28
received chemotherapy and 21 received a combina-
tion of chemotherapy and radiotherapy; 6 patients
had no treatment.

Deletion Patterns for the 1p and 19q Chromosomes

Microsatellite analyses of the 1p and 19q chromo-
some arms showed five various genomic patterns
(Figure 2): whole chromosome arm retention; telo-
meric loss encompassing at least the most telomeric
marker but without interstitial and centromeric
deletion; interstitial loss with the retention of both
alleles for centromeric and telomeric markers;
scattered loss concerning one marker located any-
where on the chromosome; and whole loss, with
LOH for all markers located between the telomere
and the centromere.

Whole 1p and 19q arm retention was observed in
20 tumors, whereas %\e 1p scattered loss pattern was
found in 3 tumors (2 glioblastomas and 1 oligoas-
trocytoma) and 1p interstitial loss was found in only
1 oligoastrocytoma. A 1p telomeric loss pattern was
observed in 3 tumors (1 astrocytoma and 2 oligo-
astrocytomas), and a 19q telomeric loss pattern

Molecular markers in gliomas
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was observed in 2 tumors (1 glioblastoma and 1
oligoastrocytoma). In one case, the tumor showed a
combined 1p19q telomeric loss pattern. Of 9 tumors
with 1p whole loss, 8 also showed 19q whole loss
(P<0.0001), indicating a significant association
between these two patterns.

The 1p whole loss and 1p19q whole loss patterns
were not related to the age or sex of the patient or to
recurrence, contrast enhancement (Table 2) or tumor
location (result not shown). The 1p whole loss and
1p19q whole loss patterns were both strongly
associated with the oligodendroglial tumor type
(Table 2, P<0.0001); all the oligodendrogliomas
presented the 1p19q whole loss pattern, whereas
this pattern was found in only one oligoastrocytoma
and none of the astrocytomas and glioblastomas.

EGFR Amplification

EGFR amplification was not linked with the age
or sex of the patient, recurrence or radiological data
(Table 3). In our series, 12% of the oligoastrocytomas
and 60% of the glioblastomas showed amplification
of the EGFR gene, whereas no such amplification
was observed in any of the oligodendrogliomas and
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Figure 2 Genomic pathways of 1p and 19q chromosome arms. Loss of heterozygosity was analyzed for 15 and 7 microsatellite markers

spanning from telomere to centromere of, respectively, 1p and 19q chromosome. Loss (red squares), retention (black squares) or

homozygosity (hatched little squares) were indicated for each marker. A: astrocytoma; GB: glioblastoma; OA: oligoastrocytoma;

O: oligodendroglioma.
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Table 2 Relation between 1p and 19q whole loss and demo-
graphical and histopathological parameters

Table 3 Relation between demographical and histological
parameters and EGFR amplification in tumors

Parameters No. of patients 1p whole loss  1p19q whole loss Parameters  No. of patients*  EGFR amplification®
n  Puwalue n P.walue Negative  Positive P.value

All patients 39 9 8 All patients a5 21 1n
Sex Sex

Female 14 2 1 Female 13 11 2

Male 25 7 0.55 7 0.25 Male 22 16 6 0.69
Age (yoars) Age (years)

=516 19 5 4 =516 18 16 2

>516 20 4 NS 4 NS >516 17 1n 6 0.19
Contrast enhancement Contrast enhancement

Yes n 7 6 Yes 28 20 8

No 8 2 NS 2 NS No 7 7 0 0.26
Histological type Histological type

A 4 o o A 4 o

GB n 0 <0000 0 «<0,0001 GB 10 4 6 0.009

OA 17 2 1 OA 14 12 2

0 7 7 7 0 7 7 0
A ) GB, gliobl : OA, aligoastracytama: O, aligoden- 1p19q whole loss
droglioma: NS, not significant. Yes 7 o

No 28 20 8 0.26

astrocytomas (P=0.009). EGFR amplification was
not significantly associated with the presence or
absence of 1p19q whole loss, but none of the seven
tumors with 1p19q whole loss showed EGFR
amplification.

p53 and Olig2 Expression

In our series, the expression of p53 and Olig2 was
not correlated with demographic parameters, such
as the age or sex of the patient (Table 4).

p53 protein was significantly more strongly
expressed in astrocytomas and glioblastomas, in
which 65.7 and 58.5%, respectively, of the cells
were labeled, than in oligoastrocytomas (46.1%) and
oligodendrogliomas (12%, P=0.01). p53 labeling
was weaker in tumors with the 1p19q whole loss

enomic pattern (11.4%) than in other tumors
54.5%, P=0.001).

Olig2 expression was significantly associated
with histological type and the 1p19q genomic
pattern. The Olig2 labeling index was higher in
oligodendrogliomas (78.6%) than in the other
histological types (astrocytomas: 52.5%, glioblasto-
mas: 46.4%, oligoastrocytomas: 62.4%, P~ 0.03).
Higher levels of Olig2 expression were also asso-
ciated with the 1p19q whole loss genomic pattern,
as the tumors expressing Olig2 most strong had
1p19q whole loss (P~ 0.02).

Effect of Molecular Markers on Patient Overall
Survival

At the time of the analysis, 16 of the 39 patients had
died. Median overall survival for the whole group

MODERN PATHOLOGY (2000} 23, 619-628
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A, astrocytoma: GB, glioblastoma; OA. digoastrocytoma; O, digoden-
droglioma.

“Four patients had not been included in EGFR amplification study for
technical masons,

“EGFR amplification was cansidered as npegative or positive when
<10% or > 10% of cells had a spot ratio =2, respectively.

was 45 months. Overall survival did not depend
significantly on the sex of the patient, but tended to
be longer in younger patients ﬁ'ot whom there were
too few events to determine a median value) than
in older patients (22 months, P~ 0.06, Figure 3a).
Overall survival did not depend on the histological
tyge of the tumor (P~ 0.16).

atients with the 1p19q whole loss genomic

ttern seemed to have a better overall survival
45 months) than those without 1 19? whole loss
(22 months, P=0.11, Figure Sb{., although this
difference was not statistically significant.

Contrast enhancement was associated with a
worse prognosis (median overall survival 22 vs 45
months, P=0.03, Figure 3c). In total, 31 patients
had contrast-enhancing tumors. Five of the six
patients with contrast-enhancing tumors who also
had a 1p19q whole loss genomic pattern were alive
at the time of analysis, whereas almost 60% of
patients who did not present this genomic profile
died with an overall survival of 17 months (P = 0.08,
Figure 3d).

Discussion

In our series, an analysis of microsatellite markers
spanning the chromosome arms studied from the
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Table 4 Relation of demographical, histological and genomic parameters with p53 and Olig2 expression

Parameters No. of patients p53 Olig2
Mean®% t s.d. P-value Mean% ¢ s.d. P-value

All patients 39 4574336 5922243
Sex

Female 14 4811365 5291231

Male 25 4441325 0.71 6364234 0.19
Age (years)

<516 19 55.3+36.6 5451261

>516 20 3654283 0.08 6482204 0.24
Contrast enhancoment

Yes n 4214317 61.112241

No 8 5964333 0.22 5442223 04
Histological type

A 4 65.7 £+ 26.3 525%32

GB n 585+31. 0.0 4641228 0.03

0A 17 461434 6242205

(8] 7 12%125 7862149
1p19q whole loss

Yes 8 1142117 76921406

No n 545+016 0.001 55.32236 0.02

A, astrocytoma; (B, glioblastama; OA, oligoastracytoma: O, oligadendroglioma.

a b
; 08 A <516y g 08 E
: £ o6 6‘ oef L 1p19g whole loss
2 g 04 Zg 04
02 a2 no 1p19q whole loss
0 A >51.6yn p=006 0 p=0M
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 180
Time (months) Time (months)
c 1 d 1 Cortrast-enhancement
and 1p19q whole loss
0s No 08
§’ 06 erhancement gs 06
] 5 04 'g 04
3 Contast- g Contrast-enhancement
8 02{ enhancement 021  andno 1p19q whoie loss
0 p =0.08 ° p=008
0 20 40 60 80 100 120 140 160 o 10 20 30 40 50
Time (months) Time (months)
Figure 3 Overall survival of paticul P.lhnl overall survival according to age at diagnosis (a). presence or absence of an 1p19q whole
loss (b), p or ab ofa ement in the tumor (c) and presence or absence of an 1p19q whole loss in tumors with a

contrast enhancement (d). The log-rank test was used to compare subgroups relative to overall survival.

telomere to the centromere identified five 1p and  whereas other loss patterns predominated in mixed
19q loss patterns, the nature of which depended on  oligoastrocytomas and, to a lesser extent in astro-
the histological tumor type considered: 1p whole  cytomas and lioblmlomm All our cases of classical
loss was significantly associated with 19p whole godendm%I mas showed 1p19q whole loss. This
loss, and the combined 1p19q whole loss pattern  associati as been reported in mly two other
was associated with classical oligodendrogliomas,  studies*** with most published series reporting
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S uegiaiege of combined 1ptoqless of 40-78% in

There may be several reasons for the discrepan-
cies between different studies. The criteria used for
the histological definition of oligodendrogliomas
remain a matter of debate among neuropatholo-
gists.***” Knowledge of the quality of tumor tissue
selected for the molecular analysis, in terms of its
cellular composition and tumor cell density, is
essential for interpretation of the results obtained.
This information is not always supplied in pub-
lished articles. The close relationship between
morglhologlcal and molecular patterns in our series
of o ﬁodendmgliomas probably resulted from the
careful selection of the clear cell tumor component
for molecular analysis.

Divergent results may also be accounted for by the
extent of chromosome loss. Consistent with our
findings, Boulay et al*” found four different 1p
patterns in oligodendrogliomas and glioblastoma
multiforme: arm retention, telomeric loss, interstitial
loss and centromeric loss including whole loss. In
this study, oligodendrogliomas presented only two
haplotypes, mainly whole loss and, in a minority of
cases, arm retention, whereas the other patterns were
found in glioblastoma multiforme. Other studies
have reported that whole 1p loss is rare in astro-
cytomas and, conversely, that partial loss restricted to
the 1p36 region is more uent in anaplastic
astrocytomas (22%), glioblastomas (34%)* and oli-

castrocytomas (60%)."* We found 1p telomeric loss
ﬁmited to the 1p36 region in 25% of the astrocytomas
and 35% of the oligoastrocytomas.

Various patterns of 1p19q deletion associated with
oligodendrogliomas (ie, 1p19q whole loss) or astro-
cytomas (ie, 1p19q telomeric loss or no loss) were
found in the 17 oligoastrocytomas of our series. This
reflects the mixed or hybrid nature of this tumor
type.*** As for oligodendrogliomas, the reported
frequency of deletions varies from ‘very rare’™ to
50~75%.*****3% [n practice, despite the detection of
1p19q whole loss in only 1 of our 17 cases, we think
that 1p19q testing should be carried out for
oligoastmcytomas to improve their classification
and also because their prognosis could be related
to 1g:9q status. ™

The molecular data were correlated with those
obtained for the other markers tested. The presence
of 1p19q whole loss was significantly associated
with higher levels of Olig2 expression, indicating
that these two markers tend to be associated with
tumors of the oligodendroglial type. Mokhtari et al*!
reported such an association but, unlike us, identi-
fied discriminant cutoff values for Olig2 expression
as a function of histological tumor type. p53 over-
expression and 1p19q whole loss were mutually
exclusive, consistent with published findings.**'<*
Furthermore, the heterogeneity of oligoastrocytomas
was well illustrated by the patterns of expression
of Olig2z and p53, the levels of which were inter-
mediate between those of oligodendrogliomas and
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those of astrocytomas or glioblastomas. Consistent
with other reports,'™* EGFR amplification was
restricted to oligoastrocytomas and glioblastomas,
in which it was observed in 14 and 60% of cases,
m&mtlwly. EGFR was never amplified in tumors
with the 1p19q whole loss pattem.

Determining the extent of the chromosomal dele-

tion is of paramount importance for tumor typing
and evaluation of prognosis. Complete 1p19q loss is
associated with the classical oligodendroglial phe-
notype and has been shown to be correlated with
slgnlﬂcamlio longer overall and progression-free
survival, whereas partial 1p telomeric loss is mostly
found in astrocytic tumors and is associated with a
poor prognosis.** Thus, in practice, analyses of 1p
and 19q loss analyses should distinguish between
cases of whole loss and telomeric loss, based on the
use of appropriate FISH probes, comparative geno-
mic hybridization or microsatellite marker amplifi-
cation by PCR, exploring the entire chromosomal
arms.
Only one of the eight patients with a tumor
showing 1p19q whole loss died after 45 months.
The 31 patients without this pattern had a median
overall survival of 22 months, with a mortality rate
of 42%. Contrast enhancement is widely accepted to
be a criterion for malignancy. In our series, patients
with tumors showing no contrast enhancement had
significant better overall survival than the other
patients (45 vs 22 months). Interestingly, among the
31 patients with tumors showing contrast enhance-
ment, 5 of the 6 patients with tumors showing 1p19q
whole loss were alive (mean follow-up 23 months),
whereas, in the absence of this pattern, the median
overall survival was 13 months, with a 60%
mortality rate.

The molecular basis of the better prognosis
associated with tumors showing 1p19q whole loss
remains unclear. Several candidate genes located
on the ;X and 19q chromosomes™*“** have been
identified as potentially favoring or suppressing
tumor progression. Efforts have been made to
identify the breakpoint of unbalanced t(1;19) and
the resulting gene alterations, affecting NOTCH2,"”
for example, but no such bmakpolntniu vet been
clearly identified.

In conclusion, we found that 1p19q status
determination was useful for (1) discriminatin
between different histological types of gliomas an
(2) identifving a subgroup of contrast-enhancing
tumors with a better prognosis. Thus, 1p19q status is
a good diagnostic and prognostic factor, provided
that care is taken when selecting tumor tissues for
analysis and the chromosome region analyzed is

large enough.
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Article n°2 : Expression de I’alpha-internexine dans les gliomes : relation avec le type
histologique, et le statut 1p, 19q, 10p, et 10q

Karine Durand, Angélique Guillaudeau, Isabelle Pommepuy, Alain Chaunavel, Emilie
Gadeaud, Marion Porcheron, Jean-Jacques Moreau.

Journal of Clinical Pathology (2011), 64: 793-801

D’une manicre analogue aux altérations des bras chromosomiques 1p et 19q, les gliomes sont
I’objet d’altérations fréquentes d’une partie ou de la totalit¢ du chromosome 10. Ces
altérations sont associ¢es a la progression tumorale dans les tumeurs astrocytaires et a un
mauvais pronostic. Le géne de I’alpha-internexine (INA), localisé en 10q24.33 code pour un
filament intermédiaire intervenant dans la neurogenése. L’expression de la protéine INA a été
reportée dans les gliomes et un taux d’expression ¢levé de cette protéine est associé avec la
perte complete des bras chromosomiques 1p et 19q. Afin de clarifier la relation entre ces
altérations génomiques et I’expression d’INA, et d’évaluer 'utilité de I’'immunohistochimie
d’INA dans la détermination du diagnostic histo-moléculaire des gliomes, nous avons étudié
ces marqueurs histo-moléculaires dans une série de 40 gliomes, incluant des astrocytomes,

des oligodendrogliomes, des oligoastrocytomes et des glioblastomes.
Méthodes

Pour chacun des 40 patients, I’¢tude des pertes chromosomiques 10p et 10q par LOH a
consisté a analyser par PCR-analyse de fragment les régions microsatellites allant du
centromere au télomere, pour chacun des bras chromosomiques 10p et 10q. Afin de comparer
’association des altérations 1p19q et 10p10q, la LOH des chromosomes 1p19q a également
été étudiée. L amplification du gene EGFR a été analysée a partir de tissus en paraffine, par
technique d’hybridation fluorescente in situ. L’expression des protéines INA, Ki67, P53,

Oligo?2 a été quantifiée par immunohistochimie a 1‘aide d’anticorps spécifiques.
Résultats principaux

Dans notre série, cinq types différents de LOH 10p10q ont été observés: Absence de perte,
perte télomérique, perte interstitielle (sans perte télomérique ni centromérique), perte focale et
perte complete de tous les loci analysés entre le télomere et le centromere. Dans les tumeurs
¢tudi€es, la perte compléte du bras chromosomique 10p est associée de maniére significative a
celle du bras chromosomique 10q (p<0,0001). De plus la perte complete 1p19q est
systématiquement exclusive des pertes 10p, 10q ou 10p10q (p<0,005).
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Nous avons montré que la prévalence des altérations chromosomiques varie en fonction du
type histologique : 75% des glioblastomes, 20% des astrocytomes et 36% des oligo-
astrocytomes présentent une perte complete 10p10q alors qu’elle n’est retrouvée pour aucun
oligodendrogliome (p=0,002). A I'inverse et comme nous l’avions montré dans une étude
précédente, la perte compléte 1p19q est observée seulement dans les oligodendrogliomes mais

jamais dans les autres types de tumeurs (p<0,0001).

L’expression d’INA différe significativement en fonction du type histologique : alors que
I’INA est surexprimée dans 73% des oligodendrogliomes, elle est absente ou faible dans les
astrocytomes et les glioblastomes et dans 91% des oligo-astrocytomes (p=0,0005). La
surexpression d’INA est inversement corrélée a la perte compléte 10p10q mais associée, dans
89% des cas, a la perte complete 1p19q (p<0,0001). 11 existe cependant une discordance entre
le taux d’INA et le statut 1p19q dans 10% des cas.

Conclusion

L’analyse de I’expression d’INA par immunohistochimie peut se révéler utile pour le
diagnostic histopathologique des tumeurs : alors que les oligodendrogliomes font 1’objet
d’une perte compleéte 1pl9q et d’une surexpression d’INA, les astrocytomes et les
glioblastomes sont caractérisés par une perte compléte 10p10q, une rétention 1p19q, une
amplification d’EGFR et une faible, voire une absence d’expression d’INA. La plupart des
oligo-astrocytomes, bien qu’hétérogeénes, posseédent les caractéristiques des tumeurs
astrocytaires. Nos résultats montrent que I’'immunohistochimie d’INA peut étre utile au
diagnostic en cas d’impossibilité de détermination du statut 1p19q, par exemple en absence de
prélevement sanguin. Si les deux techniques sont possibles, la recherche d’altération 1p19q
doit cependant étre préférée puisqu’il existe une discordance entre les deux marqueurs histo-

moléculaires dans 10% des cas.
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Alpha-internexin expression in gliomas: relationship
with histological type and 1p, 19q, 10p and

10q status

Karine Durand,’ Angélique Guillaudeau,' Isabelle Pommepuy,' Laura Mesturoux,’
Alain Chaunavel,' Emilie Gadeaud,' Marion Porcheron,’ Jean-Jacques Moreau,’

Frangois Labrousse'

ABSTRACT

Background The alpha-nternexin (INA) gene encodes an
ntermediate filament nvoled in newogenesis and maps
in 10924.33. A strong INA protein expression has been
reported in okgodendroglal tumours and was assocated
with 1p19q deletion. To assess the relevance of INA
immunohistochemistry in glioma typing, this paper
studied the relationship between INA eqression,
histologcal type, genomic status and patent outcome.
Methods The study analysed INA, nestn, Ohig2 and p53
expression, loss of heterozygosity of microsatelite
markers from telomere to centromere of 10p, 10q, 1p
and 19q chromosomes and epwdermel growth factor
receptor gene (EGFR) amplification in 40 glomas (five
astrocytomas, 12 oligodendroghomas, 11
oligoastrocytomas, 12 goblastomas). INA expresson
was scored as absent, weak (<10% of labdled tumaour
cells) or strong (>10%).

Results Oigodendroglomas showed strong INA and
Obg2 expression, and 1p19q whole loss of heterozygosity
fwLOH). Astrocytomas and goblastomas were
charactensed by no or weak INA expression, high p53
and nestin expression, 10p10q wlLOH, and gpidermal
growth factor receptor amplfication. Most
oligoastrocytomas had characteristics of astrocytic
wmours. All tumours wath strong INA expression
retained the 10q chromasome arm and, except for one,
had a 1p19q wiOH status. However, despite a strong
ink between INA expresson, 1p19q wlOH and 10q
retention, discrepancies were observed in 10% of cases.
The presence of INA expression, whether weak or
strong, was related to a better prognosis.

Conclusion INA exression study can be helpfu for
gloma typing and prognosss determination n
combination with other markers, Nevertheless, INA
mmunohistochemistry cannot replace the genomic
analysis to determne 1p19q and 10p10q status.

Molecular markers are helpful for infiltrative glioma
dassification.'™ The combined whole loss of the
lp and 19q chromosomal arms, consisting of
a whole 1p19q deletion corresponding to an
unbalanced translocation t(1;19)(q10;p10)* ° is
a genomic alteration charactenistically found in
dlgo&n&ogliorm," and is associated with a good
prognosis” © The deletions of the 10p and 10q
chromosome armms are most often reported in
astrocytomas and glioblastomas, and are associated
with a poor prognosis.? ¥ However, the frequency
and the type of 10p10q genomic alterations differ

J Ciin Pathol 2011 84:733—801. do:10.1136/p 2010 087668

52

according to the histalogical subtype,'® and are
associated with tumour progression in astrocy-
tomas.'' ¥ Low-grade astrocytomas present no or
few chromosome 10 alterations, whereas 10g or
10p loss of heterozygosity (LOH) has been reported
in 35-60% of anaplastic astrocytomas.!'"!?
Furthermore, entire chromosome 10 loss is observed
in 60-80% of glicblastomas.®  '*"'* Some studies
have reported that the 1p19q loss and the 109 or
10p10q loss tend to be mutually exclusive.'' '7~2°
Loss of 10g seems to cancel out the good prognosis
for tumours with 1p19q loss.™

Alphainternexin (INA), whose gene maps in
102433, is a class IV intermediate flament
involved in neurofilament synthesis and in
morphogenesis of neurons?' INA physidogically
interacts with other intermediate filaments, such a
nestin, and its expression has been demonstrated in
tumours of neuronal arigin, induding neuroblas-
tomas and medulloblastomas.® ** Although it is
unknown whether INA plays a rale in glioma
oncogenesis, its expression is stronger in oligoden-
drogliomas than in other gliomas.* ** Tumours
with a 1pl9q deletion have a proneural gene
expression profile® and INA is one of the most
overexpressed neuronal genes in these tumours.”’
Indeed, a recent study showed that INA expression
as assessed by immunohistochemistry could be
a reliable prognostic marker and a surrogate marker
for the 1pl9q codeletion. ™

To assess the relevance of INA immunohisto-
chemistry in glioma typing, we analysed INA
expression in a series of 40 gliomas. We studied its
association with LOH patterns on 1p, 19 10p and
10q chromosomes studied by PCR with micro-
satellite markers covering a region extending from
the telomere to the centromere of the chromosome
arms. The relation between INA expression and the
status of other markers used for glioma character-
isation, such as the expression of p53, Olig2 and
nestin, and amplification of the epidermal growth
factor recepror gene (EGFR) was also examined. In
addition, patient outcome was analysed according
to INA expression levels and genomic pattems.

MATERIALS AND METHODS
Patients and tumour samples
We retrospectively studied 40 adult patients diag-
nosed with infiltrative glioma and undergoing
surgery at Limoges Dupuytren University Hospital
from February 2006 to May 2010. Cases were
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randomly selected to constitute homogeneous sizing groups of
the different histological tumour types. All samples were used in
accordance with French bioethics laws regarding patient infor-
mation and consent.

Tumour samples were collected at the time of resection, fixed
in 4% formalin and embedded in paraffin. Sections were cut and
stained with haemalum phloxine saffran. The histological type
and the grade of the tumours were determined, according to the
WHO classification,” by three different pathologists.

Tissue controls

Cenomic DNA was extracted from formalin-fixed and paraffin-
embedded tissue. In each case, control sections were also used to
check that a representative tumour companent had been selected
for molecular analysis: for example, the clear cell component for
oligodendrogliomas. Tumour cel density (TCD) was determined
by a semiquantitative method, with scoring as follows: TCD+ if
less than 20% of cells were tumour cells, TCD++ if between
20% and 70% of the cells were tumourcells or TCD + + + i 70%
or more of the cells were tumour cells. Only samples purely
consisting of tumour tissue or with a TCD scored as ++ or ++ +
on control slides were used for analysis.

Extraction of genomic DNA

For each patient, genomic DNA was extracted from tumour
tissue and from whole blood with the QiaAmp DNA mini or
micro kit (Qiagen, Courtaboeuf, France), depending on the
amount of tissue, used according to the manufacturer’s
instructions. Samples were treated with RNase to prevent RNA
contamination of samples and the punfied genomic DNA was
eluted in distilled water, quantified by spectrophotometry and
stored at ~20°C until use.

LOH analysis

Aliquots of 25 ng of tumour or non-tumour genomic DNA were
used for LOH analyss. We studied 19, eight, nine and 15
microsatellite markers located between the telomere and the
centromere of the 1p, 19q, 10p and 10q chromosomal arms,
respectively (figure 1),

Briefly, genomic DNA was used as the template for PCR
amplification in the presence of 0.5 uM forward and reverse
primers, 3 mM MgCly, 0.2 uM dNTF, 125 U HotStart DNA
polymerase (SurePrime DNA polymerase; MP Biomedicals,
lllkirsh, France), 1-5% bovine srum albumin/glycerol mix,
depending of the marker studied and 1XDNA polymerase
buffer, in a final volume of 20 ul. The amplification conditions
were as specified by the manufacturer of the DNA polymerase.

PCR products were separated by capillary electrophoresis in
a 3130XL (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) genetic
analyser and analysed with GeneScan software (Applied
Biosystems). In DNA samples displaying heterozygosity for any
particular maker, LOH was assessed by measuring the peak
height for each of the alleles produced from both the tumour and
the corresponding normal DNA. The formula (T1/T2)/(N1/N2)
was applied, in which T1 and N1 are the peak heights generated
for the smaller allele from tumour and normal tissue, respec-
tively, and T2 and N2 are the peak heights generated for the PCR
products from the larger allele in tumour and normal tissue,
respectively. Heterozygozity was considered to be maintained if
0.6< ratio <19 and to have been lost if ratio <04 or >2.1.
Ambiguous loss or retention was considered for 0.4= ratio =0.6
or 1.9 ratio %2.1. A patient was considered to be hamazygous
for a marker if only one allele was observed in both normal and
tumour tissue.
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EGFR gene amplification

EGFR gene amplification was investigated in 38 cases (in two
cases there was not enough remaining tumour tissue in paraffin
blocks) on consecutive paraffin sections from the same blocks
used in LOH and immunchistochemical analyses by double
flucrescent in situ hybrdisation with the ‘LSI EGFR Spec-
trumOrange/CEP 7 SpectrumGreen Probe’ kit (Abbott Molecular
Inc, Illinois, USA). This technique was a modification of the
method previously described:?® briefly, 4 um paraffin sections
were incubated for 16 h & 56°C, submitted to deparaffinising,
digested with pepsin (Abbott Molecular Inc) a 37°C for 45 min
and dehydrated in successive ethanol baths. Slides were incubated
with 10 ul of each probe for 5 min at 73°C to denature DNA and
16 h at 37°C to ensure hybridisation. Sections were washed in 2X
SSC/0.3% NP40 solution, once for 1 min at room temperature,
once for 2min at 73°C, and dehydrated in successive ethanol
baths. Counterstaining and microscopic observation of EGFR
amplification were performed as previoudy described **

Immunohistochemistry

Immunchistochemistry was performed with Spum-thick
sections of paraffin-embedded tissue. The following primary
antibodies were tested: alphainternexin (INA, Invitrogen,
Cergy-Pontoise, France; 1/2000%), nestin (Chemicon Intema-
tional, Molsheim, France; 1/10000°), glial fibrillar acidic protein
(GFAP; DakoCytomation, Clostrup, Denmark; 1/1600°), p53
(DakoCytomation; 1/50%), Ki67 (clone MIB-1; DakoCytoma-
tion; 1/200F) and Olig2 (Immuno-Biological Laboratories,
Cunma, Japan; 1/200°). Sample slides were processed automat-
icaly (BenchMark XT ICH/ISH, Ventana Medical Systems,
Tucson, Arizona, USA) according to the manufacturer’s proto-
cols. Endogenous biotin was blocked. The percentages of cells
labelled with the antibodies against INA, nestin, p53, Olig2 and
Ki67 were determined by studying at least 500 cells for each
antibody in tumour areas of highest positivity.

INA expression was scored as absent, weak (<10% of tumour
cells labelled) or strong (>10% of tumour cells labelled).® In
three cases, immunochistochemical study of INA expression
could not be achieved due to the small amount of remaining
tumour tissue in paraffin blocks. In accordance with the litera-
ture® and classic immunohistochemical methods, the expres-
sion of p53 was scored as weak (= 10% of cells positive) ot strong
(>10% of cells positive). Other markers were analysed by
comparing means*SD.

Statistical analyses

StatView 5.0 software was used for statistical analyses. Fisher’s
exact test was used to assess differences between nominal
variables. Means were compared with the non-parametnc
Mann—Whitney test for pairs of variables and with the Krus-
kall-Wallis tests for comparisons of more than two vanables;
p<0.05 was considered to be statistically significant. Overall
survival (OS) was analysed by Kaplan—Meier and the log rank
test was used to compare subgroups relative to OS.

RESULTS

Patient characteristics

Relevant features of the patients are summansed in table 1.
There were 20 women and 20 men, aged from 31 to 74 years
(median age at surgery 56.5years). The series incdluded 31
primary and nine recurrent tumours. There were five astrocy-
tomas, 12 glioblassomas, 11 oligoastrocytomas and 12 oligo-
dendrogliomas. Median follow-up was 13 months and the end of
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Figure 1  Genomic patterns of 10p, A (¢]:] OA (]
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<0.4 or >2.1, red squares), signficant
retention (0.6 <ratio<1.9, black
squares), ambiguous loss or retention
(0.4=ratio=0.6 or 1.9=matio=2.1,
orange squares) or homozygosity
(hatched squares) are indicated for
each marker. Markers that flank the INA
gene in 1092433 are indicated by

a grey box. A, astrocytoma; GB,
globlastoma; 0, oligodendroglioma;
OA oligoastrocytoma.
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the study was December 2010. Of the 40 patients, 31 received
radiotherapy. 31 chemotherapy and 27 a combination of
chemotherapy and radiotherapy; five patients had no treatment

Genomic patterns for the 1p, 19q, 10p and 19q chromosomes
amms
Microsatellite analyses of the 1p, 19q, 10p and 10q chromosomal
arms showed different genomic patterns (figure 1): whole
chromosomal arm retention (nolOH) or loss (WwlLOH), and
telomenic, interstitial or scattered losses, limited to one or a few
markers

The 10p wLOH and 10g wLOH patterns were significantly
associated (p<0.0001). Of the 18 tumours with 10p wLOH, 15
also displayed 10g wLOH, two an interstitial loss and only one
case had 10g noLOH. Only one tumour had a 10q wLOH
without 10p LOH. The 1p wLOH was significantly associated
with 19q wLOH in 12/15 cases, and the three remaining
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tumours showed only 1p wLOH (p<0.0001). 1p19q wlL.OH was
in no case associated with 10p wLOH (p=0.0007), 10q wLOH
(p=0.0025), or 10q10q wLOH (p=0.004)

Relation between genomic alterations and histological types
The frequency of the 10p10q wLOH pattern differed between
tumours of different histological type (table 2). 10p10q wLOH
was present in 75% (nine/12 cases) of the glioblastomas, 20%
(one/five cases) of the astrocytomas and 36% (four/11) of the
oligoastrocytomas but none of the dligodendrogliomas
(p=0.002, table 2). With regard to histological types, the distn-
butions of whole deletion of either 10p or 10g were similar to
10p10q codeletion (p=0.0006 for each one of them).

Conversely, a 1p19q whdle loss was present in all the oligo-
dendrogliomas but not in any of the other tumours (p<0.0001)
Two glioblastomas and one oligoastrocytoma had an isolated 1p
whole loss, without 19q wLOH.
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Table 1 Demographic, pathdogical and clinicd features

Sample Histological type and grade* Sex Age (yoars) Status Location Ra dmther apy Chemotherapy
1 Al M 51 Prmary Fronwl No No
2 Al ¥ M Premary Fronml Yes No
3 Al F 58 Premary Frontl Yes Yes
4 Al M n Premary Temponal Yeos Yos
5 Al F 64 Prmary Paneta Yes Yes
(] G8 v 64 Primary Panetd ooz ptal copus alosum No No
7 G8 F 50 Prmary Temponal paretl Yos Yos
3 G8 F 55 Prenary Frontsl corpus callossm Yes Yes
9 G8 v B Prmary Fronl tempora Yos Yos
10 G8 '] Q Premary Panetd terpord Yes Yes
n G8 F 62 Recurrent Panetd occptal Yes Yes
12 G8 F 59 Prmary Frontl Yes Yos
3 G8 F 50 Prmary Temporal parew! Yes Yes
" 68 F 59 Prmary Fronal corpus callosem Yos Yos
15 G8 F n Prenary Fronml Yes Yes
11 G8 F 62 Primary Corpus calosum Yes Yes
" G8 F 69 Prmary Frontl Yes Yes
18 0AN L' 43 Prmary Temporal nsder No No
19 0A N F 3 Recurrent Frontal No No
20 OAN F 58 Prenary Drencephaic Yes Ne
n 0AN M 51 Recurrent Tempenal No No
2 0OA Nl M 58 Preary Paneta occiptal No Yos
2 oAl F Q2 Prmary Temporal Yes Yes
% oAl F 57 Recurrant Pareta occptal Yos Yos
2 oAl M 35 Recurrent Panets Yes No
% oAl v n Prmary Panetad Yes Yes
n OAlN F 56 Preary Frontl panetal Yeos Yes
2 0ANlN v 63 Prmary Temporal No Yes
il o M 52 Prmary Fronwl panetal Yos Yos
30 o v 58 Recurrent Isda Yes Yes
n o v n Primary Fronwl Yes No
n o M 50 Prmary Fronml panetal No Yeos
n om F 57 Premary Fronwl tempord Yes Yes
M om M 6! Recurrant Fronal corpus callossm Yes Yos
3% om M ] Premary Frontal corpus callossm No Yes
36 om M 5 Prmary Fronwl Yes Yes
n om F 44 Prenary Pareta Yes Yos
ki om v krd Recurrent Fronwl Yes No
» om M N Prmary Parwetd Yos Yos
40 om F “ Recurrent Frontl corpus callossm Yes Yes

*WHO grades IL L V.
A astocymx F, ferde; GB ghoblasomx M, male O digadendrogh

OA, dig

There was no significant difference between 10p, 10g or
10p10q WLOH status and the other parameters, incuding
patient sex, age or tumour status.

Relationship between INA expression, histological type and
genomic alterations

INA expression appeared as a cytoplasmic and perinuclear
labelling in tumour cells Residual neurons and neuronal
processes also showed immunopositivity but could be morpho-
logicaly distinguished from tumour cells (fgure 2). In the same
tumour, protein expression was heterogeneous with negative
areas adjacent to positive zones.

Different patterns of INA expression were analysed absent
versus weak/strong; no/weak versus strong: no, weak and
strong. Results are given in table 3. There was no correlation
between INA expression and the age or sex of the patient, or
tumour status, INA expression differed significantly according to
histological type: all astrocytomas and glioblastomas and 91% of
oligoastrocytomas showed no or weak INA expression, whereas
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73% of oligodendrogliomas strongly expressed INA (p=0.0005).
Eighty-nine per cent (eight/nine cases) of the tumours with
strong INA expression had a whole 1p19q deletion (p<0.0001).
However, in three of the 11 (27.3%) oligodendrogliomas, all with
1p19q codeletions, less than 10% of tumour cells were INA
positive (cases 30, 31 and 39). These three tumours did not differ
from other dligodendrogliomas according to other biological
parameters studied, ie, p53, Olig2, Nestin or Ki67 expression
(results not shown). In addition, one oligoastrocytoma
displaying a strong INA expression had no 1p19q LOH (case 21)
(figure 2D).

The INA expression level was inversely related to 10pl0q
WwLOH (p=0.008). In particular, none of the tumours with a 10q
wLOH, the chromosomal arm which maps the INA gene,
overexpressed INA (p=0.003, results not shown).

Nestin, p53, Olig2 and Ki67 expression
Nestin, Olig2 and Ki67 protein expression did not differ
according to patient sex, age, or tumour status (table 4),

J Cin Pahol 201164:793-801. 60:10.1136/cp 2010.087668
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Table 2 10p and 10q wLOH according demographic and
histopathological features

10pwiOH 10qwlOH 10p10qwlOH
Features Noofpatients n pValue n pValve n  pValee
Alpatents 40 18 1% 15
Sex
Fende 20 10 015 10 03 9 os
Male 20 8 1] 6
A (ywars)
=56.5 20 7 om 5 on 4 005
>565 20 n n n
Tumaur stats
Prmary n 15 068 15 010 "w o
Recurrent 9 3 1
Histologesl type
A 5 2 00008 2 0.0006 1 0002
G8 12 10 10 9
0A n 6 4 4
0 12 0 0 0

A asvocypma GB ghoblastoma O ahgodendroghoma: OA. algoastocyoma wiOH
whole loss of hetemzygosity.

However, p53 levels differed according to tumour status
(p=0.002). The abundance of each protein significantly differed
according to the histological tumour type. Oligodendrogliomas
underexpressed pS3 (p=0.01) and nestin (p=0.0003) compared
with astrocytomas, glioblastomas or oligoastrocytomas. Oligo-
dendrogliomas and oligoastrocytomas overexpressed Olig2
(p=0.009), but had a lower Ki67 labelling index (p=0.007)
compared with astrocytomas and glioblastomas.

Ki67 and nestin were more strongly expressed in tumours with
10p10q wLOH (p=0.007 and p=0.001, respectively), than in
tumours with other 10p10gq LOH patterns. In contrast, tumours

re 2 INA mmunohistochemistry.
(A) Strong INA expression in an
oligodendroglioma (case 35); origina
magnfication x400. (B)
Okgodendrogioma (case 36): pattem of
tumour cell labeling in dense tumowr
tissue; ariginal magnification x<400. (C)
Infitrative cortical component in the
same case (36): labelling of scattered
tumour cells suounding residual
newrons; original magnfication x400.
(D) INA expression in an
oligoastrocytoma without 1p19q loss
and with 10q retention (case 21);
original magnification x 400,

Nt T
: ot
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with retention of heterozygozity for 1p19q underexpressed
Olig2 (p=0.004), but overexpressed p53 (p=0.003) and nestin
(p<0.0001) compared with tumours with 1p19q wlLOH.

In our senes, there was no significant association between
Ki67 and INA expression or between Olig2 and INA expression.
In contrast, INA expression was inversely associated with that
of p53 (p=0.03) and nestin (p=0.03) (results not shown).

EGFR

Among the 38 tumours analysed, six presented an amplification
of the EGFR gene (table 5). The amplification of EGFR did not
depend on patient sex, age, tumour status, or histdogical type.
EGFR was not amplified in any tumour with 1p19q whale
deletion (p=0.0001). EGFR amplification was closely associated
with 10p10g LOH status: 83% (five/six cases) of tumours with
EGFR amplification also had a 10p10g wlOH (p=0.03). INA
expression was not significantly associated with EGFR amplifi-
cation (p=0.3).

Influence of molecular markers on patient 0S
At the time of analysis, 10 of the 40 patients had died OS did
not depend significantly on patient sex, age or treatment. OS
tended to be better for patients who had an oligodendroglioma
than for those who had a glioblastoma, whereas OS tended to be
intermediate in patients harbouring an oligoastrocytoma or an
astrocytoma (p=0.08, results not shown). OS probability was
significantly higher for patients having a tumour with
a 1p19qwLOH and no loss on chromosome 10 (figure 3A—C). In
tumours with 1pl9q retention, 10gwlLOH was more closely
related to a worse prognosis (p=0.05, figure 3A) than 10pwLOH
and 10ploqwlOH (p=0.2, figure 3B and p=0.1, figure 3C,
respectively).

Regarding INA expression, it was the presence or the absence of
an expression rather than the expression levels that was the
determinant for OS evaluation: tumours with INA expression,
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Table 3 INA expression according to demographic, histological and genomic features
INA expression lovels

Features Absent Weak 'strong p Valuve Absent'weak Strong p Value Absent Weak Strong p Valve

Al patents " 2 28 9 " " 9

Sex
Fande 3 1] 0.42 15 3 029 8 7 3 053
Male L] 3 13 6 [ 7 6

Age (years)
=56.5 5 " 0.14 13 6 029 5 8 6 030
>565 9 9 15 3 9 [} 3

Temour stats
Prmary 12 o 23 - on 12 n 5 026
Recurrent 7 5 4 2 3 4

Histologral ype
A 1 3 0.01 0 00002 1 3 0 0.0005
G8 7 4 0 7 1 0
0A L] L 1 [ Rl 1
0 0 n 3 L} 0 3 8

10p10g WAOH
No L) 0.02 4 ] o2 5 9 9 0.008
Yes 9 1 " 0 9 5 0

1p19q WAOH
No " 2 0.006 2 1 <0.0001 " n 1 «<0.0001
Yes 0 n 3 L} 0 3 8

A, asvocypmx GB ¢ Q. digedmdoghoma OA, dig yoma wilOH whole loss of heterozygosity.

whether weak or strong, had better OS probability than those
withowt (p=0.05, figure 3D compared with figure 3E,F). However,
when the analysis focused only on tumours without 1pl9qwlOH,
there was no significant relation between OS and the presence or
the absence of INA expression (p=0.13, data not shown).

DISCUSSION

In the present work, we analysed INA expression, association
with the genomic LOH pattem of 1p, 19q, 10p and 10q chro-
mosomes and the relation with histological glioma types and

patient outcome. We found that INA expression was dependent
on histological type, with astrocytic and mixed tumours
expressing little or no INA compared with oligodendrogliomas.
This is consistent with other studies that report a significantly
higher expression of INA in oligodendrogliomas than in glio-
blastomas and, in particular, in &bomas with 1p19q loss than in
those with 1p19q retention.? 2 In our series, 1pl9q
wLOH was found in all typical oligodendrogliomas but never in
other histalogical types, as we reported in a previous study” and
strong INA expression was directly related to 1p19q wLOH

Table 4 P53, Olig2, Ki67 and Nestin expression according to demographic, histologica and genomic featwres

PS3 Olig2 K67 Nestin
Foatures Weak Strong p Vakse Meoan (%) =SD p Valee Moan (%) =SD » Moan (%) =SD p Valee
Al patnts 12 b $12=30 189135 kIR
Sex
Fende 5 15 052 445288 013 197121 05 60440 0.005
Male 7 13 582304 18115 182247
Age (years)
=56.5 6 " ~09 $58:288 028 16125 o 354407 056
»565 6 " 4#63=312 2172142 4153382
Tumour status
Prmary 8 2% on 497309 065 202=-140 03 “wi=41) 056
Recurrent 3 569-274 1412133 14121586
Histologcal type
A 1 4 on 29:305 0009 30.6:8.1 0.007 685333 0.0003
G8 1 n 3432303 30.2:105 677365
0A 2 9 805152 1145 219-285
0 3 4 705267 wi=n 37+35
10p10qwLOH
No 9 16 048 453-298 028 26.1=13 0.007 6356+363 0.001
Yes 3 12 5482302 “ws=2 25:328
1p19qwlOH
No 1 2% 0003 70542267 0004 “wi=n 0.15 37+35 <0.0001
Yes L] 4 25281 209141 $1.7:381

A asvocynmx GE ghobiastoma 0. algodndrogoma: OA, alg

798

yoma wiOH whole loss of haterozygosty
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Table 5 EGFR amglification according to demographic, histdogical and status. Inversely, all the tumours with a 10g wLOH status

genomic features expressed little or no INA, whereas tumours with 10q retention
EGFR amplification showed either no, low or strong INA expression. Different 10p
Featwes Yes No p Valoe and 10q LOH pattems were observed in our senies but 50% and
Al patents . 2 75% of anaplastic astrocytomas and glioblastomas, respectively,
Sex presented whole and combined 10p10q LOH; this is consistent
Fende s 15 02 with previous reports’ '? The 1p19q wLOH was mutually
Male ' " exclusive with 10p wlOH, 10qg wlOH or 10q10qwlLOH,
Age (years) suggestive of different oncogenetic pathways for the histological
<565 2 1" 065 types. There is disagreement between previous studies
~565 4 15 conccmmg’thc rdation between 1p19q loss and 10g or 10p10q
Temour status W17-2 3 3 The dlsacgancna between studies could result
Prmary ) 2 034 fmm the techniques'® =" or from the criteria used for the
Recurrent 0 9 histological definition of gliomas, which is still a matter of
Histokegeal type debate among neuropathologists.” ¥~
A 1 1 039 In our series all the tumours with strong INA expression
G8 bl 9 retained the 10q chromosomic arm. In contrast, the tumours
0A 2 3 with 10q retention did not constantly express INA, indicating
0 ° n that 10q retention was a necessary but not sufficient condition
109109 WAOH for INA expression. The strong link we observed between 1p19q
No ! a 003 molecular status and INA expression levels, as eight of the nine
Ye s ’ tumours with INA high expression also presented a 1p19q whole
"::“ WO . 2 ot loss, was in agreement with the findings of Ducray and

coworkers.?* However, we found discrepancies in 10% of our 40
e o " gliomas: three dligodendrogliomas with 1p19q wLOH weakly

lu::.m 3 0 030 expressed INA, whereas one oligoastrocytoma, without 1p19q
Wesk 3 " LOH, strongly expressed INA. In addition, INA labelling was
Swong ° N heterogeneous in the same tumour, with positive areas adjacent
to negative areas that may be a cause of false negativity on

komm!ﬁ&mmbumﬂ ghoblastama; 0,

biopsy samples In our opinion, INA can be integrated in the
OA, o nx wlOH, whole loss of heteraygos
- " - panel of antibodies used to type gliomas, in association with

other routinely used markers. However, because of the
discrepancies we observed with the immunohistochemical

A, B, ‘ o C
0s 01 03 a
- 191990LOH0anoLOK {“ | 1919406LONNOmeLON o 1519426L O 0p 10gral. OV
% 04 1919 qrol D0 pud O "
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Figure 3 Overall survivd (0S) of patients. Patient 0S was examined according to genomic status (A—C), and INA expression levels (D—F). The log-
rank test was used to compare patient outcome in subgroups: patients with 1p19q wLOH status versus those with 1p19q retention and 10qwLOH (A),
10pwLOH (B), or entire chromosme loss (C), and patients who presented no versus weak/strong INA expression (D), no or weak versus strong INA
expression (E), and no versus weak and strong INA expression (F).
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investigation, we think that the genomic analysis remains the
gold standard method to determine the 1p19q and 10pl0g
status.

Although no function for INA in oncogenesis has been
described, its expression profile in gliomas may suggest that the
cell origin of oligodendrogliomas with 1p19q loss is progenitor to
both neurons and oligodendrocytes.'’ This hypothesis is
confrmed by the absence of INA expression in astrocytomas,
glioblagomas and, except for one case, in oligoastrocytomas.
Other genes involved in neurogenesis are expressed in tumours
with 1p19q wLOH?® Our results are consistent with this
possibility as we found that INA expression was inversely
associated with that of nestin, and to a lesser extent directly
related to that of Olig2, implicated in oligodendroglial specifi-
cation and also involved in ncumgcncis.’" However, it remains
unclear whether the ‘neuronal genes’ expression observed is
partly due to the presence of entrapped neurons within the
tumours,” or is genuinely specific to tumour cells in 1p19q
codeleted tumours.?’

Immunohistochemistry revealed that the presence of standard
protein markers used for pathological diagnosis, ie, Olig2, Ki67,
nestin and p53, was directly related to histological type, but also
to the 1p19q and 10p10q genomic pattemn. Furthermore, EGFR
amplification was significantly associated with 10pl10q wLOH
and mutually exclusive of 1p19q wLOH. Other authors have
observed the same association,'® *' ** and monosomy of chro-
mosome 10 has been shown to be associated with dysre&uhnon
of epidermal growth factor signalling in glioblastomas.

In accordance with the data from the literature,? =¥ tumours
with a 1pl19q deletion had in our series a better prognosis,
whereas in patients with 1p19q retention the presence of 10q
deletion indicated a worse prognosis. Regarding INA immuno-
histochemistry, OS was better in patients with a weak or strong
expression in their tumours, indicating that INA expression is
a criterion of better pxynosis. These findings are in agreement
with previous studies.” ?* They are also consistent with the
genomic data because 1p19q and 10q (and also10p10q) deletions
are mutually exclusive and INA expression is related to the
presence of a 10q retention and a 1p19q deletion. However, in
tumours without 1p19q wLOH the presence or the absence of
INA expression did not significantly influence survival in our
series. This would indicate that the prognostic value of INA
could be due to the relation of its expression with molecular
characteristics, ie, 10q retention and 1p19q loss.

In conclusion, INA expression was associated with oligoden-
droglial type, 1p19q wLOH, 10g chromosome retention and
a better prognosis. INA expression study can thus be helpful
for glioma typing and prognosis determination, in combination
with other markers such as Olig2, Ki67, nestin or pS3.
Nevertheless, because of a discrepancy in 10% of cases, INA

Take-home messages

» INA expression is associated with oligodendroglial type,
1p19q whole loss, 10q retention and a better prognosis.

» Because of a discrepancy in 10% of cases, INA immunohis-
tochemistry cannot replace genomic analysis to detemine
1p19q and 10p10q status.

> mmmmumwmuun
the relation of its expression with molecular characteristics,
ie, 1p19q loss and 10q retention.
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immunohistochemistry cannot replace, in our opinion, genomic
analysis to determine 1p19q and 10p10qg status.
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Article n°3: les gliomes diffus de I’adulte produisent des ARNm codant pour des
isoformes de ’EGFR dépourvues de domaine tyrosine kinase

Angélique Guillaudeau, Karine Durand, Héléne Rabinovitch-Chable, Isabelle Pommepuy,
Laura Mesturoux, Sandrine Robert, Alain Chaunavel, Jean-Jacques Moreau, Frangois
Labrousse.

International Journal of Oncology (2012) 40 : 1142-1152.

Le géne EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) code pour quatre ARNm différents
générés par épissage alternatif. Respectivement, les ARNm variants 1, 2, 3 et 4 codent pour
I’isoforme entiére a, classiquement appelée EGFR ou ERBB1 ou HERI, et les isoformes
tronquées b, ¢ et d auxquelles il manque le domaine intracellulaire tyrosine kinase. De plus,
une perte des exons 2 a 8 sur le geéne est responsable de la synthése d’un mutant appelé
EGFRVIII qui ne posséde pas de domaine extracellulaire de liaison au ligand et qui est activé
de manicre constitutive. L’expression des isoformes tronquées b, ¢ et d de ’EGFR n’a jamais
été étudiée dans les gliomes diffus de I’adulte. C’est dans ce but que nous avons analysé, dans
une série de 47 gliomes les taux d’expression des différentes isoformes et leur association

avec le type histopathologique tumoral et la survie des patients.
Méthodes

L’expression protéique d’EGFR entier et des isoformes tronquées a ¢été analysée par
immunohistochimie en utilisant d’une part un anticorps dirigé contre le domaine
extracellulaire (Ext-Ab), capable de détecter toutes les isoformes tronquées ou entiere du
récepteur ainsi que le mutant EGFRVIII, et un anticorps dirigé contre le domaine
intracellulaire du récepteur (Int-Ab) qui détecte seulement ’EGFR entier et le mutant
EGFRVIII. L’expression des ARNm EGFRv1, EGFRv2, EGFRv3 et EGFRv4 a été analysée
par RT-PCR quantitative et celle d’EGFRVIII par PCR qualitative (présence ou absence).

L’amplification du géne EGFR a été analysée par hybridation fluorescente in situ.
Résultats principaux

Dans la série étudiée, I’'immunomarquage est tres différent selon 1’anticorps utilis¢ (Ext-Ab
vs. Int-Ab). 98% des tumeurs ont un marquage positif avec I’anticorps Ext-Ab, contre
seulement 78% avec I’anticorps Int-Ab. De plus, I'immunomarquage du récepteur EGFR est

toujours plus fort avec [Danticorps Ext-Ab qu’avec I’anticorps Int-Ab (p<0,0001).
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Contrairement a I’'immunomarquage avec I’anticorps Ext-Ab qui ne différe pas selon le type
histopathologique, I'immunomarquage avec I’anticorps Int-Ab est significativement plus
¢levé dans les astrocytomes, les glioblastomes et les oligodendrogliomes comparé aux oligo-

astrocytomes.

Les taux d’ARNm d’EGFRv1, EGFRv2, EGFRv3 et EGFRv4 sont corrélés entre eux de
manilre significative. Ils sont exprimés dans tous les types histopatologiques mais les taux
d’expression les plus élevés sont retrouvés pour les glioblastomes. Le taux d’ARNm EGFRv1
et la présence de PARNm du mutant EGFRVIII sont associés de manicre positive a

I’'immunomarquage par I’anticorps Int-Ab.

En terme de survie, un pronostic péjoratif est associ¢ avec le diagnostic histologique de
glioblastome, 1’amplification du géne EGFR, un fort immunomarquage par I’anticorps Int-Ab
et une surexpression de I’ensemble des ARNm codant pour les isoformes enticres et

tronquées.
Conclusion

Nos résultats indiquent qu’en plus de ’EGFR et du mutant EGFRVIII, les gliomes diffus de
I’adulte expriment des isoformes de 'EGFR dépourvues de domaine tyrosine kinase dont le
mécanisme d’expression et le role physiopathologique restent a étudier. Nos observations
soulignent le fait que des résultats obtenus par immunohistochimie peuvent dramatiquement
varier en fonction de I’anticorps utilis¢ puisque les anticorps dirigés contre le domaine
intracellulaire d’EGFR ne détectent pas les isoformes tronquées. Nous pensons que ces
résultats pourraient en partie expliquer les divergences observées dans la littérature quant a la

valeur pronostique de I’expression d’EGFR ou I'inefficacité des thérapies ciblées anti-EGFR.
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Adult diffuse gliomas produce mRNA transcripts encoding
EGFR isoforms lacking a tyrosine kinase domain
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Abstract. The epidermal growth factor receptor (EGFR) gene
encodes four alternatively spliced mRNA, varants 1,2, 3 and
4, respectively, encoding the whole isoform a (EGFR) and
truncated isoforms b, ¢ and d, all of which lack the receplor’s
intracellular domain. In addition, a mutant EGFRvIII differs
from isoform a in a truncated extracellular domain. The expres-
sion pattern of these isoforms is unknown in adult diffuse
gliomas. Thus, we investigated in 47 cases: i) EGFR protein
cxpression by immunohistochemistry using an extracellular
domain-recognizing antibody (Ext-Ab) and an intracellular
domain specific one (Int-Ab), i) mRNA expression of EGFRv1,
-v2,-v3, -wi and -vIII by RT-PCR and ii1) EGFR amplifica-
tion by fluorescent in situ hybridization. The relation of these
data with histological criteria and patient outcome was studied.
The immunostaining was stronger with the Ext-Ab than with
the Int-Ab. EGFRvI, -v2, -v3 and -w§ mRNA expression were
highly correlated. They were expressed in all tumors, with
highest levels in glioblastomas, EGFRv] strong levels and the
presence of vIII mRNAs were more closely associated with
Int-Ab staining. EGFR gene amplification concerned only glio-
blastomas and was associated with the presence of EGFRVIT
and high kevels of EGFRv2, +v3 and -w4 transcripts. A pejora-
tive outcome was associated with: histology (glioblastomas),
EGFR amplification, strong Int-Ab labeling and high levels
of variant mRNASs. Our results indicated that the full-length
EGFR and mutant EGFRVIII are not the sole EGFR isoform
expressed in diffuse gliomas. This could explain discordant
immunohistochemical results reported in the literature and
may have therapeutc implications.
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Introduction

According to the World Health Organization classification
(WHO), adult diffuse gliomas include astrocytomas, glioblas-
tomas, oligodendrogliomas and digoastrocytomas (1), Despite
therapeutic advances, these tumors remain incurable and the
prognosis for patients afflicied with anaplastic tumors and gho-
blastomas is still very poor (2).

The epidermal growth factor receptor (EGFR) belongs
to HER family, a group of four receptors. Many reports have
shown that EGFR contribute to diffuse glioma oncogencsis
(3-8). The most prevalent EGFR pathway modifications involved
are EGFR gene amplification and receptor overexpression, the
latter of which remains controversial (9-15).

The EGFR gene is located in 7pl2 and generates a first type
of mRNA wranscript, referred to as EGFR vanant | (EGFRv),
which encodes the fulldength receptor, known as isoform a,
EGFR or HERL. Isoform a is a transmembrane protein with
an intracellular tyrosine Kinase domain. Ligand binding on
the extracellular domam Ieads to stimulation of cellular prolif-
eration and cell survival pathways. Glicblastomas harboring
EGFR gene amplification frequently contain a genetic variant,
EGFRvIIL, which encodes a mutant receptor with an altered
extracellukar domain that renders it constitutively active (16-18),

In addgtion to variant vl, the EGFR gene generates three
other alternatively spliced transcnpts, referred 1o as variants 2-4
(EGFRv2-w). The corresponding mRNAs are shorter than the
EGFRvI transcript and, respectively, encode truncated forms of
the receptor (isoforms b, ¢ and d), which lack the cytoplasmic
tyrosine Kinase domain. Soluble isoforms have been reported
(19-21). The role of these truncated EGFR isoforms remains
poorly known. In vitro, they have been shown to decrease
cellular proliferation (22,23). The hypotheses for this cellular
growth inhibition include the competitive binding of EGFR
ligands by the truncated isoforms (24.25) and formation of
catalytically inactive heterodimers of different isoforms, which
interfere with the formation of functional holoreceptor dimers.
This consequently prevents intracellular Kinase activity (26). To
our knowledge, expressions of truncated EGFR isoforms and
their transcripts have never been studied in gliomas.

To assess whether EGFR protein isoforms and their corre-
sponding transcripts are expressed in diffuse gliomas, we
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performed an immunohistochemical analysis and determined
the expression patterns of EGFRv], -v2, -v3, -w and mutant
EGFRvIII mRNAs. Results were analyzed with respect to the
clinical data, patient outcome, histological tumor type and
presence or absence of EGFR gene amplification.

Patients and methods

Patients and tissue samples. Tumors were obtained from 47 adult
patients diagnosed with mfiltrating glioma who were undergaing
surgery at Limoges Dupuytren University Hospatal between
1995 and 2011. Clinical and survival data were obtained by a
rarospective query and all samples were used in accordance with
French biocthics laws regarding patient information and con-
sent. No patients received EGFR-targeted therapeutics. Tumor
samples were fixed in 4% formalin at the time of resection. They
were then embedded in paraffin and tumor sections were stained
with hemalum phloxine saffron. Part of the surgical specimen
was snap-frozen and comserved at -80°C. The hiswological type
and grade of gliomas were determined according to the WHO
chassification (1) Non-tumor tissue was used as a control,

Immunohistochemistry. Sections (5 ym) were cut from paraffin-
embedded tumors and stained with two different anti-EGFR
antibodies (Fig. 1). One antibody targeted the extracellular
domain (Exi-Ab) and the other intracellular domain (Int-Ab),
Sample slides were processed automatically (BenchMark
XT ICH/ISH, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA)
according to protocols supplied by the manufacturers. EGFR
staining was quantificd according 1o a semiquantitative method
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proposed by Hirsch er al (27), as previously described (28).
Staining was scored for labeling intensity (1, negative or trace;
2, weak: 3, moderate: 4, intense), percentage of positive cells
per slide (0%-1004%) and for the Hirsch score resulting from
multiplication of these two parameters @bsolute values ranging
from 0 to 400). For certain analyses, the level of expression in
samples was scored as: negative or low, intermediate, and high,
which corresponded to Hinsch values of 0-200, 201-300, and
301-400, respectively.

We alsotested the following antibodies: Ki67 (done MiB-1,
DakoCytomation, Glostrup, Denmark: 172007, p53 (Dako
Cytomation; 1/50F), Olig2 (Immuno-Biological Laboratories,
Gunma, Japan; 17200r), and glial fibrillar acidic pratein (Dako
Cytomation; 1/160(r). The percentages of cells labeled with
these antibodies were determined by studying at least five
hundred cells for cach antibody in tumor arcas of highest
positivity.

Total RNA extraction. Tumor tissue (30 mg) was incubated
with 1 ml Qiazol® solution (Qiagen, Courtaboeuf, France) and
CKI14 ceramic beads (Ozyme) and then pulverized two times
for 40 sec cach at 6500 rpm in a Precellys 24 homogenizer
(Bertin Technologies). Homogenized tissues were then lysed
and RNA purification was performed according to the manu-
facturer's protocol (RNeasy Lipid Tissue Mini kit, Qiagen).
RNA concentration and purity was estimated by spectropho-
tometry (NanoDrop ND1000, Labtech, France). RNA quality
was assessed by capillary electrophoresis (Bioanalyzer 2100,
Agilent Technologies) and only RNA with an Integrity Number
(R.LN) >6 was used for analysis.
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Table 1. Characteristics of the primer used for quantitative and qualitative RT-PCR.

Target Pamer  Location Sequence §'-3° Amphicon size (bp) Primer emperature ("C)

EGFR variant 1| Forward Exon 29-30 CTCOCCAGTGCCTGAATACATA 83 58
Reverse  Exon 30 GGCTGATTGTGATAGACAGGA

EGFR variant 2 Forwand Exon 15 TGCACCTACGGGTCCTAAT 97 58
Reverse  Exon 16 TGAAGCAAAGGGAGAAATTG

EGFR variant 3 Forward Exon 10 AAGGAAATCACAGGTTTGAGC 9 58
Reverse  Exon 10bis  TOCCAAGGGAACAGGAAATATG

EGFR variant4 Forward Exon 15 CTACGGGCCAGGAAATGAG 86 62
Reverse  Exon 17 CGCTGCCATCATTACTTTGA

HPRT Forward Exon 6 CTTTCCTTGGTCAGGCAGTA 90 58
Revernse  Exon7 TGGCTTATATCCAACACTTCG

EGFRVIII Forwand Exonm | GCTCTGGAGGAAAAGAAAGGTAAT 90 62
Reverse  Exon 8 TCCTCCATCTCATAGCTGTCG

Quantitative and qualitative RT-PCR. Complementary DNA
(¢DNA) was synthesized from 2 g of total RNA using the
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis® kit (Roche) and
hexamer primers, according to the manufacturer’s protocol, For
PCR, primers were designed using Amplify 1.2 or Primer 3
(hipfokkerwi.mit edw/primer ¥input tml/) software andtheir
specificity was determined by BLASTn in the NCBI database
(http/www.acbinlm nih gow). Primer characteristics are listed
in Tablke . Amplicon size and specificay were initially deter-
mined by 4% NuSieve agarose gel electrophoresis. Quantitative
PCR [EGFRvI, -v2, V3, -wd and hypoxanthine phosphoribosyl
transferase (HPRT)) and qualitative PCR (EGFRvIII) were
performed on a Rotor Gene thermocycler (Corbett Rescarch)
using the Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR Green |
kit (Roche). All targets were amplified twice in duplicate in
the presence of 3 mM MgCl, and 0.5 ¥M primers. Relative
quantification of mRNA content was performed using the AACt
method lc‘\*'aduu-)-m'. N (Q*'QM'LM ”l‘
modified according to Pfaffl (29), with efficiency correction by
Rotor Gene software. mRNA content was expressed in relative
arbitrary units (RAU)

Fluorescent in situ hybridization. EGFR gene amplification
and Ip36and 19913 losses were analyzed by double fluorescent
in situ hybridization with the ‘LSl EGFR SpectrumOrange/
CEP 7 SpectrumGreen Probe’, or with the “LSI 1p36 spectrum
orange/LSI 1¢25 spectrum green probe’ and the ‘LSl 19q13
spectrum orange/LSI 19p13 spectrum green probe” (Abbott
Molecular Inc.. IL, USA) kits, respectively. They were inves-
tigated on consecutive paraffin sections from the same blocks
used in immunohistochemical analyses. This technique was a
modification of the method previously descnibed (28): briefly,
4 pm paraffin sections were incubated 16 h at 56°C, submitted
todeparaffinising, digested with pepsin (Abbott Molecular Inc.)
at 37°C during 45 min and dehydrated in successive ethanol
baths. Slides were incubated with 10 ul of each probe for S min
at 73°C 1o denature DNA and 16 h at 37°C w0 ensure hybridiza-
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tion. Sections were washed in 2X SSC/0.3% NP40 solution,
once for | min at room temperature, once for 2 min at 73°C,
and dehydrated in successive ethanol baths. Counterstaining
and microscopic observation of EGFR amplification were
performed as previously described (28). EGFR gene amplifica-
tion was considered 1o have occurred if more than 10% of the
cells analyzed produced a red (corresponding to the EGFR-
specific probe) to green (centromerx region of chromosome
7) signal ratio =2, as recommended previously (30,31). Eight
sequential focus stacks with 0.3 ym were acquired and then
inegrated into a single image in order to reduce thickness
related artifacts. Preparations were considered as valid when
more of 80% of the cells showed bright signals,

Statistical analyses. StatView" 5.0 software (SAS Institute,
Inc..Cary, NC,USA) was used for statistical analyses. Fisher's
exact test was used 1o assess differences between nominal
variables. Means were compared with the non-parametric
Mann-Whitney test for pairs of variables and with the K ruskall-
Wallis tests for comparisons of more than two variables.
Correlation Spearman test was used to compare quantitative
variables. Overall survival (OS) and progression-free survival
(PFS) were analyzed by Kaplan-Meier and median OS or PFS
medians were compared with the non-parametric log-rank or
Breslow tests. Results for which p<005 were considered to be
statistically significant.

Results

Patient and tumor characteristics. Patient characteristics are
summarized in Tablke I1. For the series, median follow-up was
23.3 (0.5-240) months. Ki67 labeling index, Olig2 and pS3
protein expression, and presence or absence of a 1p36-19q13
loss were consistent with histological typing. Thus, oligo-
dendrogliomas were characterized by a 1p36/19q13 delketion,
stronger olig2 and weaker p53 expressions compared to other
tumor types (Table I11).
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Table I1. Demographic, pathological and clinical features.

No. Grade Sex Age Tumor status Radiotherapy Chemotherapy
(male/female) (median) (pramary/recurrent) (yes/no) (yes/no)
All 47 1819 506 3611 425 3710
A 3 HL2m 12 513 21 21 21
GBM 21 20V 10711 597 192 2011 183
(8] 14 suom nl 48.1 10/4 13/1 13/1
OA 9 611311 45 432 54 72 45

A, astrocytoma; GBM, glioblastoma: O, oligodendroghoma; OA, oligoastrocytoma

Table 1. Molecular characterzation of glhioma histological types.
Ki67 (n=45) P33 (n=45) Ohig2 (n=45) 1p36-19q13 loss (n=46)
% Mcan+ SD  p-value % Mean £SD  p-value % Mean £SD  pvalue Yes No  p-value

All patients 19214 463+31.1 58.6£239 17 29
Histological type
A 13.7210 006 80£10 00004 51.7227.5 0om 0 3 <0000l
GBM 2692135 4972283 48,7225 8 2 18
O 14 8219 2064184 71.8218.3 14 0
OA 1082112 6782285 61.1219 1 8

A, astrocytoma, GBM, glioblastoma: O, oligodendroghoma: OA, oligoastrocytoma.
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Figure 3. Correlation for EGFRvIevIIL 42, w3 and w4 mRNA levels.

for both) (Table VI, Fig. 7A). OS and PFS were better for
patients with tumors showing a 1p36-19q13 loss and an absence
of EGFR amplification (Table V1),

No/intermediate or strong tumor labeling with EGFR
Ext-Ab did not influence OS and PFS times whereas nofinter-
mediate labeling with EGFR Int-Ab was associated with longer
OS and PFS (Tuble VI). In addition, PFS and OS were longer
when gliomas expressed weak EGFRvIsVIIL -v2, v3, or -v4
mRNA levels and showed no mutant EGFRVIII mRNA expres-
sion (Table VI, Fig. TB-F).

In glioblastomas (data not shown), PFS was significantly
better forpatients withno EGF R amplification (5.4 vs. 8 4 months,
p=0.01), no expression of EGFRvIII mutant mRNA (3.7 vs.
84 months, p=004), or weak EGFRv2 (3.3 vs. 5.6 months,
p=0.04) or -wd mRNA levels (8.4 vs. 4.7 months, p=0.05). OS did
nat change according to these parameters.

Discussion
Based on the present results, we report that diffuse gliomas
expressed truncated EGFR protein isoforms, based on: i)

immunohistochemecal dat and i) EGFRv 1, -v2, -v3, -vd vari-
ants and EGFRvII mutant mRNA detection,
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Immunohistochemical results varied according to the anti-
body used and favored the hypothesis of an expression of the
truncated soforms. The stronger EGFR staining obtained with
Ext-Abreflected their expression since, in addition to functional
EGFR and the EGFRvIII mutant targeted by both antibodies,
Ext-Ab also recognized the truncated EGFR isoforms b, ¢, and
d whereas Int-Ab did not. The detection of truncated isoforms,
depending on the antibody used, could explain some of the
discrepancies found in literature regarding EGFR expression
in ghomas (9-15). In our senies, glioblastomas and oligoden-
drogliomas were strongly labeled by both Ext-Ab and [nt-Ab,
whereas oligaastrocytomas were moderately or strongly labeled
by Ext-Ab but weakly by Int-Ab. Thus, in combination with
other markers such as Olig2, pS3 or 1pl9q deletion, the study
of EGFR expression might be useful to further characterize the
diffuse gliomas (32-36).

The transcriptomic analysis showed that alternatively spliced
EGFRv2, «v3 and -v4 transcript vaniants, encoding EGFR
isoforms b, ¢ and d, respectively, were expressed in addition
to the EGFRvI and EGFRVIII mutant mRNAs. In accordance
with immunohistochemistry, detection of EGFRvI+VIIImRNA
assocuted more closely with Int-Ab staining than with Ext-Ab
staining. However, we also found an association between
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Immunohistochemical detection of EGFR isoforms and
EGFRvII mutant. The percentage of gliomas stained by
Ext-Ab was 98% (44/45), whereas only 78% (35/45) of the
gliomas were stained by Int-Ab. The Ext-Ab and Int-Ab anti-
bodies generated very different staining patterns in the gliomas
(Fig. 2A-F). Glioma staining by Int-Ab was significantly lower
than thatof Ext-Ab interms of intensity, percentage of positive
cells and Hirsch score (p<00001; Fig. 2G).

Neither antibody detected any significant differences in
EGFR staining with respect to patient sex or age (data not
shown). Staining intensities, percentages of labelked cells and
Hirsch scores obtained with Ext-Ab did not significantly differ
according to histological types. In contrast, Int-Ab scores were
significantly higher in ghoblastomas, astrocytomas or oligo-
dendrogliomas compared to oligoastrocytomas (Table 1V). In
non-tumor tissue, we found no or very weak EGFR expression
whatever the antibody used.

Quantitation of EGFR variants 1,2, 3,4 and EGFRvIIImRNAs.
EGFR mRNA levels varied widely among the tumor samples.
Median RAU. values were 7.3 (0.4-390.2) for EGFRvI+vIII
mRNA, 0,02 (0-05) for EGFRv2 mRNA, 6.2 (0.1-1396.8) for
EGFRv3 mRNA and 94.6 (2.1-4445.2) for EGFRv4 mRNA.
Straight correlations were found for all comparisons between
EGFRvI+MIL, -v2, -v3 and -vd mRNA levels (p<00001 for
all, Fg. 3). EGFRvIII mutant expression was qualitatively
detected in 260 (12/47) of the ghomas. In non-tumor tissue
mRNA variant were very weakly expressed with 0.7 RAU.
for EGFRvI+VIIT and EGFRY3, 6.6 R.AU. for EGFRwW and no
EGFRvIII and EGFRv2 expression.

Association of EGFR variant and EGFRvIII mRNA expression
with other parameters. EGFRvI4MIL, -v2, -v3, and -v4 mRNA
levels were not influenced by patient sex and age (data not
shown). EGFRvI4VIIL, -v3 and -v4 mRNA levels were higher in
glicblastomas than in other tumor types when mean values were
taken as a cut-off (p=0.04, 0.01 and 0.002, respectively) (Fig.
4). EGFRVIII mRNA was significantly associated with histo-
logical type. it was found in one astrocytoma, ten glioblastomas
and one oligoastrocytoma, but in none oligodendroglhioma
(p=0.01, data not shown). We also observed that EGFRvI+vIII
mRNA levels more straightly correlated with Int-Ab staining
than with Ext-Ab staining (Fig. 5).

EGFR gene amplification in ghomas. We detected EGFR gene
amplification in 8 out of the 20 glioblastomas, but not in the
other glioma types (p=0.007, Table V). Glioblastomas with
EGFR gene amplification expressed significantly stronger
EGFRv], -«v2, v3 and -vd mRNA levels than gliomas with
no EGFR amplification (Table V). The presence of mutant
EGFRvIII mRNA was significantly associated with EGFR
amplification (p<0.0001).

Weak Ext-Ab staining was more closely associated with
the absence of EGFR gene amplification than with its presence
(p=0.09), whereas strong Int-Ab staining was significantly
associated with gene ampli fication (p=0.01; Fig. 6).

Prognestic values. PFS and OS were significantly shorter for

patients diagnosed with glioblastoma and astrocytoma than for
those with oligodendroglioma and oligoastrocytoma (p<0 0001
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Table IV. Association between Ext-Ab and Int-Ab labeling and pathological parameters.

Int-Ab

Ext-Ab

p-value

Hirsch
score

of labeled

Labeling  p-value  Percentage  p-value

p-value
nensity

Hirsch
score

Percentage  p-value

of labeled

Labeling  p-value

intensity

No.
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cells

cells

100 [0-100] 400 [0-400] 2(14) 20 [0-100) 40 [0-400)

4(1-4)

45

All

Histological type

0.01

60 [10-120)
90 [0-400)

0.01

0006 30 [5-40)

2(23)
34)
2(1-3)

0.69

360 [60-400)
400 [20-400)
380 [0-400)

300 [80-400)

033

70 [20-90)
100 [10-100])

100 [0-100]
100 [20- 100

0.73

4(3.4)

3
19
14

A

30 (0-100]
45 [0-70)

4(2-4)

GBM

90 [0-210)

4(1-4)

010-20)

0 [0-10]

Ext-Ab, antibody targeting the extracellular domain: Int-Ab, antibody targeting the intracellular domain: A, astrocytoma: GBM, glioblastoma O, oligodendrog ioma: OA, oligostrocytoma.
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for both) (Table VI, Fig. 7A). OS and PFS were better for
patients with tumors showing a 1p36-19q13 loss and an absence
of EGFR amplification (Table VI).

No/intermediate or strong tumor labeling with EGFR
Ext-Ab did not influence OS and PFS times whereas nofinter-
mediate labeling with EGFR Int-Ab was associated with longer
OS and PFS (Tuble VI). In addition, PFS and OS were longer
when gliomas expressed weak EGFRvI+vIIL -v2, v3, or -v4
mRNA levels and showed no mutant EGFRvITII mRNA expres-
sion (Table VI, Fig. TB-F).

In glioblastomas (data not shown), PFS was significantly
better for patients withno EGF R amplification (5.4 vs. 8 4 months,
p=0.01), no expression of EGFRvIII mutant mRNA (3.7 vs.
84 months, p=004), or weak EGFRv2 (3.3 vs. 5.6 months,
p=0.04) or -wd mRNA levels (8.4 vs. 4.7 months, p=0.05). OS did
nat change according to these parameters.

Discussion

Based on the present results, we report that diffuse gliomas
expressed truncated EGFR protein isoforms, based on: i)
immunohistochemical data and ii) EGFRv1, -v2, -v3, -v4 vari-
ants and EGFRvIIT mutant mRNA detection,
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Immunohistochemical results varied according to the anti-
body used and favored the hypothesis of an expression of the
truncated soforms. The stronger EGFR staining obtained with
Ext-Abreflected their expression since, in addition to functional
EGFR and the EGFRvIII mutant targeted by both antibodies,
Ext-Ab also recognized the truncated EGFR isoforms b, ¢, and
d whereas Int-Ab did not. The detection of truncated isoforms,
depending on the antibody used, could explain some of the
discrepancies found in literature regarding EGFR expression
in ghomas (9-15). In our series, globlastomas and oligoden-
droghiomas were strongly labeled by both Ext-Ab and Int-Ab,
whereas oligaastrocytomas were moderately or strongly labeled
by Ext-Ab but weakly by Int-Ab. Thus, in combination with
other markers such as Olig2, pS3 or 1p19q deletion, the study
of EGFR expression might be useful to further characterize the
diffuse gliomas (32-36).

The transcriptomic analysis showed that alternatively spliced
EGFRv2, -v3 and -v4 transcript vaniants, encoding EGFR
isoforms b, ¢ and d, respectively, were expressed in addition
to the EGFRvI and EGFRVIII mutant mRNAs. In accordance
with immunohistochemistry, detection of EGFRvI+VIII mRNA
associated more closely with Int-Ab staining than with Ext-Ab
staining. However, we also found an association between
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Table V. EGFR amplification.

EGFR amplification
No Yes p-value
Histological type
A 3 0 0.007
GBM 12 8
8] 13 0
OA 9 0
EGFRvI+vIlIl mRNA
< mean 34 2 0.0001
> mean 3 6
EGFRV2 mRNA
< mean 32 2 0.001
> mean 5 6
EGFRv3 mRNA
<mean 36 1 <0.0001
> mean 3 5
EGFRw mRNA
< mean 36 1 <0.0001
> mean 1 7
EGFRVIII mRNA
Present 4 7 <0.0001
Absent 33 1

A, astrocytoma; GBM, ghoblastoma: O, oligodendroglioma: OA,
oligoastrocytoma.
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Figure 6. Asocuton baween EGFR gene amplification and immunchisto-
chemical staiming. Ext-Ab (A) and Int-Ab (B) staining expressed as Hirsch
AOKS Wi J sexhubiting or lacking EGFR gene amplification

e

Int-Ab staining and EGFRv2, -v3 and -v4 transcript expres-
sions, although Int-Ab did not detect the isoform they encode.
This association is probably the comequence of the strong hink
existing between the expressions of each EGFR trunscript (Rg.
3). Nevertheless, alternatively spliced EGFR transcript vari-
ants and EGFRvIII mRNA were produced at different levels
according to the hstological type of ghoma. The globlastomas
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Table V1. PFS and OS according to histological and molecular
parameters.,

PFS oS
Median  p-value Median  p-value
(months) (months)
Hiswlogical types
A 164 <00001 M9 O0mI
GBM 54 109
8] 451 933
OA 41 nr
EGFR amplification
Yes 47  <00001 83 00003
No 216 933
1p36-199g13 loss
Yes 219 04 933 009
No 164 24
Ext-Ab
No/mtermediate 227 025 528 07
Strong 164 933
Int-Ab
No/mtermediate 214 0006 933 007
Strong 47 216
EGFRvI mRNA
Weak 21 002* 933 0.1
Strong 54 216
EGFRv2 mRNA
Weak 214 o0+ 528 0007
Strong 9 15.1
EGFRv3 mRNA
Weak 21 00007 933 0004
Strong 47 109
EGFRv4 mRNA
Weak 214 <00001 933 0.0006
Strong 47 109
EGFRvIII mRNA
No 214 00007 528 003
Yes 47 109

“The difference was not significant using log -rank test but was signifi-
cant with Breslow-Gehan-Wikoxon test. OS, overall survival: PFS,
progression-free survival: Nr, not reached: A, astrocytoma: GBM,
ghioblastoma: O, oligodendroglhioma; OA, oligoastrocy toma.

had a peculiar profile. They expressed the highest levels of
EGFRv3 and -v4 mRNA transcripts and, in addition, EGFRVII
mRNA expression was related 1o this tumor type.

EGFR gene amplification was detected in eight glioblas-
tomas. As previously reported (28), weak Ext-Ab staining was
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Table V. EGFR amplification.

EGFR amplification
No. Yes p-value
Histological type
A 3 0 0.007
GBM 12 8
0] 13 0
OA 9 0
EGFRvI+vIIl mRNA
< mean 34 2 0.0001
> mean 3 6
EGFRV2 mRNA
< mean 32 2 0.001
> mean 5 6
EGFRvV3 mRNA
< mean 36 1 <0.0001
> mean 3 5
EGFRw mRNA
< mean 36 1 <0.0001
> mean 1 7
EGFRVIII mRNA
Present 4 7 <0,0001
Absent 33 1
A, astrocytoma; GBM, ghoblastoma: O, oligadendrogliona: OA,
oligosstrocytoma.
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Figure 6. Asocunon baween EGFR gene amplification and immunchisto-
chemical staining. ExtAb (A) and Int-Ab (B) staining expressed as Hirsch
scores was compured in tamaons o lubiting or lacking EGFR gene amplification

Int-Ab staining and EGFRv2, -v3 and -v4 transcript expres-
sions, although Int-Ab did not detect the isoform they encode.
This association is probably the comsequence of the strong link
exsting between the expressions of each EGFR trunscript (Fg.
3). Nevertheless, alternatively spliced EGFR transcript vari-
ants and EGFRvIII mRNA were produced at different levels
according to the hsological type of ghoma. The glioblastomas

72

1149

Table VI. PFS and OS according to histological and molecular
parameters.

PFS os
Median  p-value  Median  p-value
(months) (months)
Hiswlogical types
A 164 <0001 M9 QD001
GBM 54 109
O 451 933
OA 41 nr
EGIR amplification
Yes 47 <0000l 8% 00003
No 216 933
1p36-19913 loss
Yes 219 04 933 009
No 164 p2 |
Ext-Ab
No/mtermediate 221 025 528 07
Strong 164 933
Int-Ab
No/mtermediate 214 0006 933 007
Strong 47 216
EGFRvI mRNA
Weak 21 002+ 933 0.1
Strong 54 216
EGFRv2 mRNA
Weak 214 on1* 528 0007
Strong 9 15.1
EGFRv3 mRNA
Weak 21 00007 933 0004
Strong 47 109
EGFRv4 mRNA
Weak 214 <0001 933 0.0006
Strong 47 109
EGFRvIII mRNA
No 214 00007 528 003
Yes 47 109

“The difference was not significant using log-rank test but was signifi-
cant with Breslow-Gehan-Wikoxoan test. OS, overal survival: PFS,
progression-free survival: Nr, not reached: A, astrocytoma: GBM,
glioblastoma: O, oligodendroglioma: OA, oligoastrocy loma.

had a peculiar profile. They expressed the highest levels of
EGFRv3 and -v4 mRNA transcripts and, in addition, EGFRMIII
mRNA expression was related 1o this tumor type.

EGFR gene amplification was detected in eight glioblas-
tomas. As previously reported (28), weak Ext-Ab staining was
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Figure 7. Patient overall survival (OS). Differences in OS according 1o Mstological types (A), mutant EGFRvI expression (B), EGFRvIsvITH(C), 42 (D), -v3

(E)and -wé (F) mRNA levels were assessed by Jog-rank test.

associated with the lack of EGFR amplification. In contrast,
Int-Ab staining intensity directly correlated wth EGFR gene
amplification, as already shown (37). This suggests that EGFR
gene amplification is ughtly associated with high expression of
EGFR receptor isoforms that contain the intracellular tyrosine
kinase domain, ie., EGFR isoform a and the EGFRVI mutant,
Regarding the relationships with the prognosis in our series,
the histological ty pe (astrocytoma and glioblastoma), a strong
staining with Int-Ab and the presence of EGFR amplification
and of mutant vIIT were associated with shorter PFS and OS
times. High levels of EGFRv2, -v3 and -w transcript expression
were abo related 1o a shortened OS and PFS.

Our data tend to indicate that the role of EGFR pathway
in ghoblastoma oncogenesis is more complex than expected.
In our series, in addition to the known molecular alterations
i.e.. EGFR gene amplification and expression of vIII mutant, we
observed a strong staining with Int-Ab and high levels of EGFR
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mRNA variants. Actually, the functional roles of the truncated
EGFR isoforms are poordy known, particularly in vivo. In vitro,
it has been described that solubke isoforms may regulate EGFR
signaling in normal and tumor cells (26,38). Paradoxically,
these isoforms have been shown to decrease cellular prolifera-
tion (22,23). The known mechanisms responsible for growth
inhibition include competitive binding of ligands to soluble
isoforms and formation of inactive heterodimers which inhibt
the formation of holoreceptor dimers and/or intracellular
Kinase activity (24-26).

The presence of truncated EGFR isoforms in adult infil-
trating ghiomas must be considered in therapeutic management.
The interactions between truncated EGFR isoforms and EGFR-
targeted therapeutics are not well understood. The presence
of non-functional receptors could contribute to the failure of
therapeutics which target the EGFR extracellular domain (39).
Conversely, it has been reported that the presence of truncated
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EGFR isoforms may be predictive of the therapeutic response
to gefitinid in endometrious adenocarcinomas (0). Lafky and
coworkers speculated that the soluble vascular endothelial
growth factor receptor (sVEGFR) represents a paradigm for
understanding the function and potential application of EGFR
isoforms as novel therapeutic molecules (41). Soluble VEGFR
isoforms have been presented as effective therapeutic moke-
cules (42) and a similar application for certain EGFR truncated
isoforms may be possible.

To our knowledge, this is the first report that gliomas
express EGFR transcripts other than EGFRvI mRNA, which
encodes the fulldength and functional EGFR isoform a. The
role of EGFR isoforms in glioma pathogenesis remains to be
clanified, but their expression makes them potential targets of
future diagnostic and therapeutic strategies.
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VI. Discussion et perspectives

Les tumeurs gliales font 1’objet d’investigations intensives en recherche fondamentale et
appliquée. Depuis plusieurs années, nos travaux s’orientent vers l'é¢tude de marqueurs
moléculaires dans les gliomes infiltrants. A D’instar d’autres équipes, nos résultats ont
contribué a établir une classification histo-moléculaire des gliomes qui regroupe a la fois des
critéres histologiques et des critéres moléculaires qu’ils soient génétiques, épigénétiques,
génomiques ou protéiques. L’objectif de cette classification est d’aider a un diagnostic plus
précis et plus reproductible des tumeurs gliales, puisque c’est en grande partie de ce

diagnostic que dépendent le pronostic et la prise en charge thérapeutique des patients.

Nos travaux ont montré que la perte compléte des bras chromosomiques 1p et 19q, ainsi
qu’une forte expression d’Olig2 et de I’alpha-internexine (INA) sont des anomalies fortement
évocatrices d’une tumeur oligodendrogliale et des facteurs de bon pronostic (Durand et al.
2010). En revanche, la perte compléte du chromosome 10, I’amplification du gene EGFR et la
surexpression de P53 sont spécifiques des tumeurs astrocytaires tels que les astrocytomes
anaplasiques et les glioblastomes, et sont des facteurs de mauvais pronostic (Durand et al.
2011). Le caractere exclusif de ces deux types d’altérations en fait des marqueurs fiables pour
le diagnostic et la détermination du pronostic des patients. Méme si la future classification
histo-moléculaire des gliomes retient surtout le statut 1p19q comme élément décisionnel
accompagné des recherches séquentielles des altérations des genes IDH, ATRX et TERT, les
autres marqueurs sont couramment utilisés en pratique de routine dans les laboratoires. En
effet, comme nous I’avons expliqué précédemment, 1’analyse INA peut par exemple orienter
ou confirmer un diagnostic si le prélévement sanguin nécessaire a la recherche 1p19q n’a pas
pu étre obtenu. La perte compléte du chromosome 10 et "amplification du géne EGFR sont
recherchées en routine car ils confirment non seulement un diagnostic d’astrocytome
anaplasique et de glioblastome, mais ils permettent également au clinicien d’appréhender le
pronostic du patient et de décider d’une prise en charge approprice.

La valeur prédictive de réponse a la chimiothérapie reste incertaine pour la plupart des
marqueurs, a ’exception de la perte 1p19q qui permet de prédire d’une sensibilité des patients
au PCV (Procarbazine, Lomustine, Vincristine). Le lien entre la perte des chromosomes
Ip19q et la sensibilit¢ a la chimiothérapie n’a pas encore été élucidé car les régions
chromosomiques perdues comportent des centaines voire des milliers de génes, oncogenes,
onco-supresseurs ou autres pouvant étre impliqués dans le mécanisme de sensibilité. La

valeur prédictive de la méthylation de MGMT reste a ce jour trés controversée du fait de
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I’étendu du nombre de sites CpG concernés par la méthylation et de ’absence de consensus
des techniques employées pour cette analyse.

Nous poursuivons actuellement la recherche de marqueurs histo-moléculaires utiles a la
classification des tumeurs gliales, notamment de marqueurs spécifiques de la composante
infiltrante des glioblastomes qui reste problématique pour I’exérése chirurgicale et la récidive
des tumeurs. Cette étude est réalisée par séquengage haut débit qui permet d’analyser les

altérations de plus de 400 genes précurseurs dans I’oncogenese.

Récemment, nous avons montré que des isoformes tronquées de 'EGFR au niveau du
domaine tyrosine kinase sont fortement exprimées dans les gliomes et en particulier dans les
glioblastomes (Guillaudeau et al. 2012). Ces isoformes n’ont pas été étudiées auparavant dans
la pathologie gliale. Pourtant leur forte expression dans les tissus et leur présence dans le
sérum des patients atteints de plusieurs pathologies cancéreuses, comme les cancers
bronchopulmonaires, cancers du col de I'utérus (Oh et al. 2000), de 'ovaire, du sein (Baron
et al. 2009 ; Baron et al. 2001 ; Muller et al. 2006), colorectaux (Zampino et al. 2008) ou
encore les méningiomes (Durand et al. 2012) suggerent qu’elles pourraient jouer un role
important dans la tumorigenese. Ces isoformes tronquées/solubles possédant uniquement le
domaine extracellulaire de ’EGFR, représentent des cibles potentielles compétitives des
thérapies ciblées anti-EGFR dirigées contre le domaine extracellulaire du récepteur. Une
étude du rdle physiopathologique des isoformes tronquées de I’EGFR est en cours : une lignée
cellulaire de glioblastome modifiée génétiquement pour surexprimer 1’'une ou l’autre des
isoformes tronquées sera étudiée pour ¢lucider le mécanisme d’interaction entre ces isoformes
et le récepteur entier, et la signalisation intracellulaire en résultant. La réponse des cellules
surexprimant les récepteurs tronqués a une thérapie ciblée anti-EGFR est également en cours
pour connaitre leur part de responsabilité dans I’échec de ces thérapeutiques dans les tumeurs

gliales.
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VII. Conclusion

Comme dans d’autres pathologies cancéreuses, 1’apport de la génétique et de la génomique
dans la prise en charge de tumeurs gliales est considérable. La future classification de
I’Organisation Mondiale de la Santé est une classification histo-moléculaire qui regroupe de
maniére consensuelle, des marqueurs histologiques a présent bien connus dans la pathologie
gliale et des marqueurs moléculaires plus récents. Un logigramme décisionnel qui conduira a
classer différemment les tumeurs permettra ainsi d’homogénéiser les pratiques diagnostiques
et d’influer de ce fait sur la prise en charge thérapeutique du patient.

De nombreux champs d’investigations sont encore ouverts car, malgré le nombre considérable
d’essais cliniques concernant les tumeurs cérébrales, il n’existe pas a I’heure actuelle de

traitement qui améliore de fagcon optimale la survie des patients.
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Annexe 1. Récapitulatif des traitements usuels et expérimentaux des tumeurs gliales

Nom Générique | Nom de produit Compagnie Statut Mode d'action Commentaires
Thérapies usuelles
Approuvé pour Méthylation, ajout de CH3 sur Chimiothérapie orale. Le Temodal n'est pas
Témozolomide Temodal Schering-plough PP Po les sites O6 et N7 de la actif directement mais est converti en une
gliomes malins . N . .
guanine. Alkylant substance active a PH physiologique.
Action identique au Temodal,
Carmustine BICNU Bristol-Myers-Sqibb Approuve pour Methyla.tlon, ajout de CH3 sur | Chimiothérapie par 1ntr.?1-velneuse toutes les 6
gliomes malins les sites O6 et N7 de la semaines
guanine. Alkylant
. L. Inhibiteur de 1a PKC (Protéine
Tamoxifen Nolvadex AstraZeneca Approuvé ailleurs Kinase C) & hautes doses.
Pohfeprosan 20 avec . Pharmaceutiques De Approuvé pour L 1mple}nt d,ech.'flrge lentement
implant de Gliadel X . . la chimiothérapie dans le lit de
. Guilford gliomes malins
Carmustine tumeur.
Célécoxib est anti-inflammatoire non-
steroidien qui empéche la synthese de la
prostaglandine en empéchant spécifiquement
Célécoxib Célébrex Pfizer Approuvé ailleurs Inhibiteur Cox-2 l'enzyme cyclooxygénase-2 (Cox-2).
L'inhibition de l'activité Cox-2 enzymatique a
réduit la prolifération et la migration des
glioblastomes.
Etoposide ne peut pas croiser la barriére
. L Chimiothérapie hématoméningée. Le laboratoire a développé
Etoposide Vp-16 Nobex Approuvé ailleurs antitopoisomérase 11 un Etoposide plus soluble qui croise la barriére
hématoencéphalique.
s L Chimiothérapie . .
Irinotécan Camtosar (Cpt-11) Pfizer Approuvé ailleurs antitopoisomeérase T Synergie avec Avastin
Carboplatine IV de 300 & 400 mg/.mZ toutes les 3 a 4
semaines
. . . Nitroso-urée, alkylation, I'V toutes les semaines
Fotemustine Muphoran Servier Chimiothérapie alkylante 3 fois puis toutes les 3 semaines & 100mg/m?.
Lomustine (CCNU) Belustin Stakan Chimiothérapic alkylante | T\ 1rosourée, alkylation. Chimiothérapie, orale,
omustine clustine P y 75mg/m?2 toutes les 3 semaines
Doxorubicine Doxo ou Schering-Plough Chimio antitopoisomérase II | Dans la forme liposomiale, la doxorubicine est
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liposomiale

Adriamycine

Caelyx

Myocet

encapsulée dans un enduit gras, un liposome
qui lui permet de mieux pénétrer dans la
tumeur a travers les vaisseaux tortueux et
étroits de la tumeur.

Thérapies pour contrer la résistanc

e aux chimiothérapies

06-benzylguanine

Alkylade

Pharmaceutiques Pacifiques I

MGMT inhibiteur

ABT-888

Laboratoires Abbott Ib

PARP-1 inhibiteur

Synergie avec Témodal Asco 2008

BSI-201

BiPar Sciences Ib

PARP-1 inhibiteur

Bénéfice avec Campto, Carboplatine et
Temodal Asco 2008

RTA744

Realta Pharmaceuticals 1

Bénéfice avec Doxorubicine

ANG1005

Angiochem 1(10/07-12/08)

1 IV toutes les 3 semaines, vecteur de
Paclitaxel. Bénéfice avec Paclitaxel qui
traverse la barriére sang-tumeur.

Délivrance sur le site de la tumeur convection rehaussée (CED)

AP12009

Antisense Pharma GmbH 1Ib

Inhibiteur de TGF-$2

PRX 321

IL 4-PE

Protox Therapeutics IIb

Se lie aux récepteurs de
I'Interleukine 4.

IL-4-PE ou PRX 321 se lie aux récepteur 1L4 a
la surface des cellules tumorales. PE ou
exotoxine Pseudomodas est un agent
cytotoxique. Infusion par CED de 60 ml de 2 a
7 jours. PRX321 est en développement clinique
pour le traitement du cancer primitif du
cerveau, 'astrocytome malin et plus
particuliérement le glioblastome multiforme
(GBM). Une phase II terminée chez les patients
atteints d'un GBM récurrent ou évolutif n'a
révélé aucune toxicité systémique.

Cintredekine
besudotox

IL 13-PE38QQR

Neopharm I

Se lie aux récepteurs de
I'Interleukine 13.

IL13-PE38QQR (cintredexin besudotox) se lie
aux récepteurs d'IL13 a la surface des cellules
tumorales. Cintredekin besudotox est
aujourd'hui en essais cliniques de Phase II1
dans plus de 100 hopitaux en Allemagne,
Angleterre, Pays-Bas, Etats-Unis, Israel et pas
en France.
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Thérapies antiangiogéniques (inhibiteurs d'intégrine, de HGF, de VEGF, de VEGFR)

A supprimé la croissance du glioblastome
(U8S7MQG) et du médulloblastome (DAQOY)

EMD 121974 Cilengitide EMD Pharmaceuticals I Inhibiteur d'intégrine avp5 implantés chez la souris nude. L'inhibition
empéche leur intéraction avec la vitronectine et
la ténascine des protéines de la matrice.
Inhibiteur de HGF (Facteur de
AMG-102 Amgen croissance hépatocytaire) et du
récepteur c-Met
Becacizumab Avastin Roche II Inhibiteur de VEGF
Aflibercept VEGF-Trap Sanofi-Aventis III Inhibiteur de VEGF
Cediranib Recentin Astrazeneca II Inhibiteur de VEGFR Les gliomes malins sont les tumeurs les plus
Pazopanib GlaxoSmithKline I Inhibiteur de VEGFR vascularisées de 'homme. Taux de réponse de
Py 57 4 63% pour Campto-Avastin. Activité
. . Inhibiteur de VEGFR R1, R2 g . .
Sorafenib Nexamar Bayer Schering Pharma I fat eurR36 et RAF T antitumorale certaine au niveau des cellules
— souches responsables de l'angiogenése. Les
. Inhibiteur de VEGFR-2, inhibiteurs de VEGF et VEGFR inhibent le
Sunitinib Sutent Pfizer 11 PDGFR-beta, inhibiteur de - \
RTK fonctionnement des cellules souces. L'effet
— — antiangiogénique est parfois inconsistant en
Vandetinib Astra Zeneca II Inhibiteur de VEGFR raison d'une résistance de la tumeur qui
Vatalanib Novartis 11 Inhibiteur de VEGFR cancérise les cellules endothéliales des
XL184 Exelisis I Inhibiteur de VEGFR et de Met vaisseaux.
CT-322 (Angiocept) Adnexus Therapeutics I Inhibiteur de VEGFR-2
Semaxanib Sugen I Inhibiteur de VEGFR-2 et de
© Hee PDGF.
Thalidomide Thalomid® Celgene II Anti-angiogenese
Thépapies ciblées contre le facteur de croissance épidermique (inhibiteurs d'EGFR)
Erlotinib Tarceva Roche I Les inhibiteurs d'EGFR ne sont pas aussi
efficaces qu'on le souhaiterait en rason de la
o forme mutée EGFRVIII des gliomes malins,
Gefitinib (ZD1839) Iressa Astrazeneca I mais un nouveau traitement visant EGFRvIII
doit arriver
Lapatanib Tyverb/Tykerb GlaxoSmithKnife II validé en Europe pour le sein, médicament oral
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Boehringer Ingelheim

BIBW2992 Pharmaceuticals I
Nimotuzumab Theraloc YM Biosciences II
Cetuximab Erbitux Merck II Utilisé avec Campto
Tipifarnib (R115777, h h I L'inhibition de la farnésyle transférase et par
FTI) Zarnestra Johnson & Johnson I conséquent de la farnésylation de la protéine
Inhibiteur de la farnésyle p21Ras bloque la capacité de la protéine
. . transférase p21Ras mutée a induire une prolifération
Lonafarnib Schering-plough I cellulaire et a transformer les cellules normales
en cellules cancéreuses.
Thérapies ciblées contre la désacétilisation des histones (inhibiteurs de histone désacétylase HDAC)
Vorinostat Zolinza Merck II Les groupements acétyles, CH3CO des
histones sont la cible des enzymes HDAC.
Depsipeptide Gloucester Pharmaceuticals I Les histones forment le squelette de ' ADN.
La modification de ces protéines par
acétylation, ajout de CH3CO détermine le
degré d'enroulement de I'ADN et agit sur les
] genes. Dans les tumeurs il y a
LBH589 Novartis II désacétylation, retrait de CH3CO qui
provoque un reserrement de I'ADN et inhibe
les génes comme les génes suppresseurs de
tumeurs.
Thérapies ciblées contre le récepteur de facteur de croissance plaquettaire PDGFR
Dasatinib Sprycel Bristol Myers Squibb I
Glivec bloque la prolifération cellulaire et
Imatinib Glivec Novartis Approuvé ailleurs Inhibiteur de PDGFR induit 1apoptose. des cellules en hébergeant
la kinase Ber-Abl.
Tandutinib Millenium Pharmaceuticals I
Thérapies par immunosupresseurs
Everolimus Biogen I
Sirolimus Rapamune Wyeth Approuvé ailleurs Approuvée dans les greffes d'organe pour

empécher le rejet.
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Inhibiteur de la kinase mTOR
(cible de rapamycin), une enzyme

Temsirolimus Wyeth I activée par PI3K/Akt. Ce blocus
mene a l'arrestation de la division
cellulaire en GI. .
Deforolimus
Thérapies ciblées diverses
Azixa Epicept Corp II Inhibe la formation des microtubules Phase I en 2007
o Injectin en intra-veineuse de 14 jours de
TLN 4601 Thallion Pharmaceutiques I Inhibiteur de Ras-MAPK et cellules | 1 Ny 4501 3 480 mg/m2/day suivi de 7
cancéreuses Ras mutées .
jours sans.
Ubiquitin/proteasome est le mécanisme de
dégradation de la posttranscription des
protéines impliquées dans le cycle
. . o cellulaire, transcription, réparation d'Adn,
Bortezomib VELCADE Millénium Inhibiteur de proteasome ) .
apoptose, angiogenese, et croissance. La
cible inclue p53, mdm2, p21, p27, Rb,
cyclins A, B, et E, | IKB, Nf-KB, Bcl-2,
Bax, et caspase-3.
Perifosine induit un effet cytotoxique
Perifosine Kerix Biopharmaceuticals Inhibiteur d'Akt supérieur par apoptose lorsqu'il est combiné
a la radiothérapie.
HSP signifie heat shock protein, choc
thermique de protéine, 90 étant son poids
IP1504 Retaspimycin Infinity Pharmaceuticals Inhibiteur de HSP90 moléculaire. Sa déficience en situation de
stress provoquerait des mutations
génétiques.
XL184 Exelisis /11 Inhibiteur de Met et VEGFR
BEZ235 Novartis Inhibiteur de P13K
XL765 Exelisis I Inhibiteur de P13K et mTOR Me¢dicament oral en essai avec Temodal
Enzastaurin Lilly I Inhibiteur de PKCp Antiangiogénique oral
Sorafenib Nexavar Bayer Schering Pharma II Inhibiteur de Raf et VE COI,HPHH.IGS 400 mg 2 fois par Jour,
révélation sur le cancer du foie.
Dasatinib Spycel Inhibiteur de Src et de PDGFR Comprimés, un peu la méme action que

Glivec

95




Thérapies diverses

Dalteparin arréte 1'écoulement de o .
sane vers la tumeur of blogue les Est utilisé en complément de la
Dalteparine sodique Fragmine Pfizer Approuvé ailleurs & . ooq radiochimiothérapie de Temodal. Avant tout
enzymes nécessaires a la . .
. c'est un anticoagulant.
croissance tumorale.
Edotecarine Pfizer I
Réovirus humain Reolysin Oncolytics Biotech Inc.. I Le virus infecte et tue seulement Toujours en essai
les cellules de tumeur par Ras.
Edotecarin . .
Pharmacia Corporation I N.ouvellle Ch,l miothérapie Essais en cours
(J-107088) antitopoisomérase de type I
Poly ICLC Hiltonol Oncovir, Inc. II Thérapie biologique
Efaproxiral sodium Augmente I'oxygeéne aux tissus .
P Thérapeutique D'Allos /1 hypoxiques de tumeur et En phase 2 sur les’ glioblastomes et en phase
s P 3 sur d'autres tumeurs.
(RSR-13) potentialise la radiothérapie.
131-I-chTNT-1/B . . anticorps monoclonal porteur d'un
MAB Cotara Peregrine Pharmaceuticals I isotope radioactif Todine 131
DCVax cerveau Nordwest Biothérapeutics I Cellules dendrlthges et EGFRVIII
vaccin
CDX-110 Celldex Thérapeutics II Cible EGFRVIIT
Appareil portable disposant d'électrodes et
diffusant un champ magnétique qui perturbe
comme les antitopoisomérases l'alignement
Novo TTF-100A Novocure III Champs magnétiques alternatifs en métaphase des chromosomes sur la
plaque équatoriale indispensable a la
poursuite de la division cellulaire. Mais il y
a des exceptions.
. Inhibiteur des microtubulures Chimiothérapie semblable aux taxanes, a
Sagopilone Bayer I . . - . .
intracellulaires besoin d'une forme liposomiale.
HLA-A2 antigéne En combinaison avec Poly-ICLC en vaccin
. . pour adultes avec astrocytome et oligo-
leucocytaire humain “o
\ I astrocytome de bas grade. Injection
a la surface des . . 1 .
liomes retirés intramusculaire toutes les 3 semaines de
& HLA-A2 a Pittsburg

D’apres le site « Glioblastome Association Michéle Esnault (GFME) » 09/04/2013
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LISTE DES ABREVIATIONS

ADN
ARN
ATRX
BRAF
CTI
CSF-1R
DDRI1 et 2
EGFR
Ext-Ab
FDA
FISH
GBM
GFAP
HER
HAS
HPRT
HPS
IDH
INA
Int-Ab
IRM
kDa
LCR
MAPK
MDM?2
MGMT
MTIC
OMS
PCR
PCV

PDGFR
PI3K
PIP3
PTEN
Rb

SNC
TT
VEGF

: Acide Désoxyribonucléique

: Acide Ribonucléique

: Alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked
: V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1

: Cellules tumorales isolées

: Colony stimulating factor 1-receptor

: Discoidin domain receptor tyrosine kinase 1 et 2

: Epithelial Growth Factor Receptor

: Anticorps dirigé contre le domaine extracellulaire de 'EGFR
: Food and Drug Administration

: Fluorescent /n Situ Hybridization

: Glioblastome multiforme

: Protéine gliofibrillaire des astrocytes

: Human Epithelial Receptor).

: Haute hautorité de santé

: Hypoxanthine phosphoribosyl transferase

: hémalun phloxine safran

: Isocitrate Deshydrogenase

: Alpha-Internexine

: Anticorps dirigé contre le domaine intracellulaire de PEGFR
: Imagerie par Résonnance Magnétique

: kiloDalton

: Liquide céphalorachidien

: Mitogen-activated protein kinase

: Mouse Double Minute 2

: MethylGuanine MethylTransferase

: 5-(3-méthyl)-1-triazen-1-yl-imidazole-4-carboxamide

: Organisation Mondial de la Santé

: Polymerase Chain Reaction

. procarbazine, CCNU" (lomustine), vincristine

. platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide
: Phosphatidyl inositol kinase

: Phosphoinositol triphosphate

: Phosphate-tensine

: Rétinoblastome

: Systéme nerveux central

: Tissu tumoral

: Vascular endothelial growth factor
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Karine FAUCHER DURAND

Intérét de la classification histo-moléculaire des gliomes diffus dans la prise
en charge thérapeutique des patients

Résumé

Les gliomes diffus de 1’adulte sont les tumeurs primitives les plus fréquentes du systéme
nerveux central. Leur prise en charge est problématique et leur pronostic sombre la plupart du
temps, car ce sont des tumeurs infiltrantes et trés hétérogénes du point de vue clinique,
radiologique et histologique. Depuis plusieurs années, la recherche fondamentale et clinique
s’est concentrée sur I’analyse de marqueurs moléculaires, génétiques, génomiques,
épigénétiques et protéiques qui pourraient améliorer le pronostic des gliomes. L objectif de ce
travail est d’expliquer comment certains marqueurs moléculaires spécifiques, tels que des
pertes de bras chromosomiques entiers ou des altérations de génes du métabolisme ou du
maintien des télomeéres, vont radicalement changer le diagnostic et la prise en charge
thérapeutique de ces tumeurs. Enfin, nous expliquerons comment notre équipe, par ses
travaux, a participé a 1’¢laboration de la future classification histo-moléculaire de ’'OMS qui
combine les parametres histologiques et moléculaires de la tumeur et va trés prochainement

entrer en vigueur.

Mots clés : Gliomes, classification OMS, perte 1p19q, P53, IDH, marqueurs histo-
moléculaires, prise en charge thérapeutique

Abstract

Adult's diffuse gliomas are the most frequent primary tumors of the central nervous system.
Their therapeutic care are difficult due to their invasive nature and their clinical heterogeneity.
Over the last years, clinical and fundamental research have focused on the analysis of
molecular, genetic, genomic and epigenetic markers and on proteins in order to improve
prognosis. This thesis reviews how certain genomic markers such as the lost of entire
chromosome arms, alteration in metabolism or telomere integrity genes will dramatically
change diagnosis and therapeutic management of these tumors. We show also how our

research team has contributed to the next WHO histo-molecular classification on gliomas.

Keywords: Glioma, WHO classification, 1p19q loss, P53, IDH, histo-molecular
markers, therapeutic care



