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Liste des abréviations :

OMS: Organisation Mondiale de la Santé

EANO: European Association of Neuro-Oncology
IRM: Imagerie par Résonnance Magnétique
VEGF: Vascular endothelial growth factor

PDGF: Platelet-derived growth factor

EGF: Epidermal Growth Factor

VGF: Vascular growth factor

SST2: Somatostatin receptor subtype 2

PFS: Progression free survival

FERM domaine : four-point-one, ezrin, radixin, moesin
domaine

mTOR: mechanistic target of rapamycin
TNF: Tumor necrosis factor
WD 40: Tryptophane (W) et acide aspartique (D) x 40

CEVOREM: Combination of Everolimus and Octreotide
LAR in Aggressive Recurrent Meningiomas

SIGNET: SIGnalling in NeuroEndocrine Tumors

CRN2M: Centre de Recherche en Neurobiologie et
Neurophysiologie de Marseille

FFPE tissue: formalin-fixed paraffin-embedded tissue
PCR: polymerase chain reaction
UMI: Unique molecular index

FASTQ: format de fichier texte utilisé pour stocker des
séquences biologiques de nature nucléique, associé a un
score de qualité de la séquence

BAM: Binary Alignment Map
BAI: Binary Alignment Map index
VCF: Variant call format

GRCh37/hg19: Genome Reference Consortium Human
Build 37/human genome 19

HGVS: Human Genome Variation Society

COSMIC: Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer
dbSNP: Single Nucleotide Polymorphism database
SIFT: Sort Intolerant From Tolerant human Protein
POLYPHEN?2: Polymorphism Phenotyping v2

HSF: Human Splicing Finder

RQ: quantité relative
IDH1: ISOCITRATE DEHYDROGENASE 1

BRAF: V-RAF MURINE SARCOMA VIRAL
ONCOGENE HOMOLOG B1

EGFR: EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR
TP 53: TUMOR PROTEIN p53
MET: MET PROTOONCOGENE

ERBB2: V-ERB-B2 AVIAN ERYTHROBLASTIC
LEUKEMIA VIRAL ONCOGENE HOMOLOG 2

NF2: NEUROFIBROMIN 2

SMARCB1: SWI/SNF-RELATED, MATRIX-
ASSOCIATED, ACTIN-DEPENDENT REGULATOR
OF CHROMATIN, SUBFAMILY B, MEMBER 1
SMARCEL: SWI/SNF-RELATED, MATRIX-
ASSOCIATED, ACTIN-DEPENDENT REGULATOR
OF CHROMATIN, SUBFAMILY E, MEMBER 1

SUFU: SUPPRESSOR OF FUSED, DROSOPHILA,
HOMOLOG OF

SMO: SMOOTHENED, DROSOPHILA, HOMOLOG
OF

PDGFB: PLATELET-DERIVED GROWTH FACTOR,
BETA

AKT1: V-AKT MURINE THYMOMA VIRAL
ONCOGENE HOMOLOG 1

TRAF7: TNF RECEPTOR-ASSOCIATED FACTOR 7
KLF4: KRUPPEL-LIKE FACTOR 4

PIK3CA: PHOSPHATIDYLINOSITOL 3-KINASE,
CATALYTIC, ALPHA

TERT: TELOMERASE REVERSE TRANSCRIPTASE
POLR2A: POLYMERASE II, RNA, SUBUNIT A
PTEN: PHOSPHATASE AND TENSIN HOMOL

CDKN2A: CYCLIN-DEPENDENT KINASE
INHIBITOR 2A

CDKN2B: CYCLIN-DEPENDENT KINASE
INHIBITOR 2B



1 %" partie : Introduction - Etats des lieux : méningiomes humains

Les méningiomes sont des tumeurs intracraniennes extra-parenchymateuses le plus
souvent bénignes, développées aux dépens des cellules arachnoidiennes.
Chez I’adulte, elle constitue la tumeur intracranienne la plus fréquente, (20 a 30 % des
tumeurs primitives cérébrales de 1’adulte) [1]. A D’inverse, cette tumeur reste rare chez
I’enfant (selon les séries 0,4% a 4,6% des tumeurs cérébrales de 1’enfant et 1’adolescent). [2]
Le terme de méningiome a été utilisé pour la premiére fois par Harvey Cushing en 1922. Une
classification a été proposée des 1979 par I’OMS, reposant sur les caractéristiques
histologiques spécifiques de ces tumeurs [3]. Dans cette classification, les méningiomes ont
été divisés en deux sous-groupes : les méningiomes bénins ou malins. Depuis 2000, les
méningiomes sont classés en trois grades de malignité distincts selon 1’OMS. Cette
classification a depuis connu deux révisons : en 2007, et en 2016 [4-5].

I- Classification

La classification de ces tumeurs repose sur la quantification des critéres d’agressivités
histologiques potentiels que représentent : une activité mitotique élevée, une forte densité
cellulaire de la population tumorale, des atypies architecturales (prolifération en nappes
cellulaires compactes) ou cytologiques (rapport nucléo-cytoplasmique élevé, nucléoles
proéminents), la présence de nécrose tumorale spontanée (étendue ou localisée), ainsi que

I’envahissement du parenchyme cérébral.

Elle permet de classer les méningiomes en trois grades, chaque grade étant corrélé a un
potentiel de croissance, de dissémination métastatique et de récurrence ainsi qu’a un pronostic
different. Dans chaque grade tumoral, plusieurs types histologiques sont recensés et possedent

des caractéres cytologiques propres [4-5].

1- Grade l:

Il s’agit du grade le plus fréquent, ces méningiomes évoluent généralement comme des
tumeurs bénignes [6]. lls ne possédent que quelques rares événements mitotiques (moins de 4
mitoses pour 10 champs). Neuf types architecturaux sont définis au sein de ce groupe. Les
trois types architecturaux les plus fréquents sont les méningiomes méningothéliaux,

fibroblastiques et transitionnels.



- Méningiome méningothélial : ils sont formés par des plages de cellules méningothéliales.
Des pléomorphismes cellulaires peuvent étre observés ainsi que des cellules géantes avec
noyau unique ou multiple. Cependant ce pléomorphisme n’est pas un signe d’évolutivité
maligne. Les plages cellulaires sont entourées par du tissu fibreux plus ou moins abondant.

- Meéningiome fibroblastique : ces tumeurs sont composees par des faisceaux de cellules
allongées ressemblant aux fibroblastes. Le stroma est souvent riche en collagéne et réticuline.
- Méningiome transitionnel : les caractéristiques histologiques de ce type de tumeurs sont une
association des caracteres des méningiomes méningothéliaux et fibroblastiques.

- Méningiome psammomateux : sa caractéristique principale est la richesse en corps
psammeux. Le stroma peut contenir une substance amyloide.

- Méningiome angiomateux : ils sont formés par de trés nombreux vaisseaux, entre lesquels il
y a des plages méningiomateuses.

- Méningiome microkystique : macroscopiquement ce type histologique possede souvent une
surface luisante. Des formations kystiques peuvent étre retrouvées. Les cellules tumorales
sont étoilées avec de longs filaments délimitant des espaces clairs et formant des microkystes
intercellulaires. Le cytoplasme est éosinophile, vacuolisé.

- Méningiome sécrétant: c’est une forme rare. Il s’agit de méningiomes de type
méningothélial ou transitionnel dans lesquels on trouve une différenciation pseudo épithéliale
avec des cellules en contenant du matériel secrétoire éosinophile.

- Méningiome riche en lymphoplasmocytes : ce type est caractérisé par la présence de
lymphocytes et de cellules plasmocytaires dans des variants méningothéliaux, fibroblastiques
ou transitionnels.

- Méningiomes métaplasiques : les différents variants de méningiomes (méningothéliaux,
fibroblastiques) peuvent étre associés a des transformations métaplasiques (os, cartilage,

lobules adipeux).

2- Grade Il :

Cette catégorie de grade tumoral regroupe trois types architecturaux.

- Méningiome atypique : ces tumeurs dérivent des types architecturaux décrits ci- dessus.
Quel que soit leur type histologique, un méningiome est dit atypique si on retrouve une

invasion du parenchyme cérébral ou, plus de 4 mitoses pour 10 champs mais moins de 20, ou



si on retrouve 3 des 5 criteres suivants : cellularité élevée, rapport nucléo cytoplasmique
¢levé, nucléoles proéminents, perte de 1’organisation de 1’architecture tissulaire et nécrose.

- Méningiome a cellules claires : ces tumeurs sont constituées par des empilements de cellules
polygonales au cytoplasme optiquement vide. Ces cellules ont un cytoplasme clair, résultant
d’une accumulation de glycogene.

- Meéningiome chordoide : ces méningiomes renferment des foyers d’aspect histologique
similaires a ceux d’un chordome. Ces foyers sont formés de travées de cellules épithélioides,
¢osinophiles et vacuolisées. L’ensemble présente une architecture lobulée. Les lobules sont
séparés par de fins septa fibreux. Ces zones chordoides coexistent avec des zones de

méningiome typique.

3- Grade lll:

11 s’agit du grade le plus rare mais le plus agressif. Cette catégorie de grade tumoral regroupe
également trois types architecturaux.

- Méningiome anaplasique : ce sont de vraies tumeurs malignes ayant une anaplasie cellulaire,
une activité mitotique supérieure aux types atypiques. Les criteres d’inclusion de I’OMS sont
: plus de 20 mitoses pour 10 champs, caractéristiques histologiques malignes avec des
caracteéres pseudo sarcomateux, pseudo carcinomateux, ou pseudo mélaniques.

- Méningiome papillaire : ces tumeurs sont formées d’une prolifération monomorphe de
cellules d’aspect méningothélial pourvues d’un noyau plus rond et uniforme. Leur disposition
péri vasculaire, pseudo-papillaire ou en rosettes, est caractéristique.

- Méningiome rhabdoide : les cellules sont semblables & celles trouvées dans d’autres
localisations de tumeurs rhabdoides : volumineux noyau excentré avec un nucléole
proéminent, cytoplasme éosinophile abondant. Le méningiome rhabdoide est une tumeur trés

rare.

- Epidémiologie

1- Généralités

Bien que considéré comme la tumeur intracranienne la plus fréquente de 1’adulte, les données

épidemiologiques concernant les méningiomes sont réduites. En partie a cause du caractere



majoritairement bénin de ces tumeurs qui n’a pas encouragé les différents acteurs de la
communauté neuro-oncologique a mener de grandes études épidémiologiques. [6]

On estime I’incidence annuelle de I’ensemble des méningiomes a 6/100 000 habitants. Ils
représentent environ 20 a 30 % des tumeurs intracraniennes primitives et sont identifiés
comme plus fréquents entre 55 et 75 ans et chez les femmes avec un sexe ratio de 1/3.

Une augmentation de I’incidence des tumeurs primitives du systéme nerveux central, en
général, et des méningiomes, en particulier, a été observée au cours des dernieres décennies
dans plusieurs pays. Cela peut s’expliquer par le viecillissement de la population, mais

¢galement par le développement de I’imagerie diagnostique.

Les méningiomes de grade | représenterait 80 a 90 % des méningiomes, selon les études, avec
une mediane de survie supérieure a 10 ans.

Les méningiomes grade 11 et 111 sont des tumeurs plus rares. lls ont un pronostic plus réservé
que celui des méningiomes de grade I. La prévalence de ces tumeurs est difficile a estimer
compte tenu du « flou » histopathologique qui existait avant 1’année 2000. Les méningiomes
de garde Il représenterait 5 a 7 % des méningiomes selon les études avec une médiane de
survie inférieure a 5 ans et les méningiomes de grade 11l représenteraient moins de 3 % des
méningiomes avec une médiane de survie inférieure a 3 ans. [6] L'age au diagnostic, la qualité
de D’exérése chirurgicale, le caractere malin du méningiome, et la survenue d'une

complication opératoire semblent étre des facteurs influencant la survie. [7]

2- En France

En France de 2004 a 2009, 43 929 tumeurs cérébrales primitives ayant une confirmation
histologique ont été recensés dont 12363 méningiomes (28 %) par le Recensement National
des Tumeurs cérébrales primitives. Ces tumeurs arrivent en seconde position des tumeurs
cérébrales en France en termes de fréquence, (derriére les gliomes (42.4 %) pour une
population d’adultes et d’enfants), avec un age median au diagnostic de 58 ans et un sexe ratio
de 1 homme pour 3 femmes. On retrouve 89.7 % de tumeurs de grade I, 8.7 % de grade Il et
1.6 % de grade I1I. [8]



Tableau 1 : tableau extrait du Recensement national histologique des tumeurs primitives du

systéme nerveux central, années 2004 a 2009 [8].

ADICAP B O AGE MOYAGE ME RYO O
RS D
TUMEURS DES CELLULES MENINGOTHELIALES

NOJO Méningiome (SAl) 0530/0 | 3416 | 819 | 2597 | 56,90 57.0 394 2302

NOK2 Méningiome Méningothélial 9531/0 3652 929 [ 2723 [ 5718 57,0 826

NO0J4 Méningiome Fibroblastique 9532/0 1102 192 910 58,00 58.0 224 85

NOK4 Ménmgiume Transitionnel Mixte! 9537/0 1730 301 1339 57,71 58,0 395 255

NOK8 Méningiome Psammomateux 9533/0 480 65 415 61,57 62,0 77

N0J2 Méningiome Angiomateux 9534/0 219 91 128 59,10 58,0 46

NOK9* Méningiome Variété Rare (SAl) 9530/0 212 42 170 57,77 58,0 30 g 3

NOK9 — Méningiome Microkystique 9530/0 94 24 70 56,20 56,0 25 00,0% 0,09
[ NOK9 Méningiome Sécrétoire 9530/0 | 113 13 100 | 58,69
_NOK9 Méningiome & Stroma Lymphoide 9530/0
_NOK9 Méningiome a Cellules Claires 95384 49 14 35 52,59

NOK9 Méningiome Chordoide 95381 77 21 56 53,47

NOK9 Méningiome Rhabdoide 9538/3 11 8 3 54,54

NOK3 Méningiome Métaplasique (Chondroide et Osseux) 9530/0 65 14 51 59,81

N4J0 Méningiome Atypique 95391 944 439 505 59,27

N7K6 Méningiome Papillaire 9538/3 14 8 6 46,00

N7J0 Méningiome Anaplasique 9530/3 176 87 89 60,98

N4J9 Méningiomatose 9530M 9 3 6 51,56

236 60 0203 57,64
1 25,6% 74,4%

Distribution des tumeurs en fonction, de leurs types histologiques (classification OMS), du sexe, de [’dge médian
(AGE MED) et moyen (AGE MOQY), NB : nombre total ; SAI : sans autre information.

3- Récidives

Le premier probleme posé par les méningiomes est celui de la récidive tumorale apres exérese
chirurgicale. Classiguement un méningiome récidivera avec le méme grade tumoral, bien

qu’une progression vers un grade tumoral supérieur soit possible.

Selon les études les taux de récidives varient mais on estime, pour les méningiomes de grade
I, a 10 ans, un taux de récidive apres résection totale de 15 a 20%. Et pour les méningiomes
de grade Il et I1l, a 5 ans, un taux de récidive de 50 % et de 80% respectivement [9-10]. Ainsi
I’association européenne de neuro-oncologie (EANO : European Association of Neuro-

Oncology) recommande un suivi par IRM [11]:

e Une fois par an puis tous les deux ans apres 5 ans pour un méningiome de
grade |

e Tous les 6 mois puis tous les ans apres 5 ans pour un méningiome de grade 11

e Tous les 3 a 6 mois pour un méningiome de grade |11

Les trois grades de malignité ainsi que leurs caractéristiques histologiques et

épidémiologiques sont résumés dans le tableau 2.



Tableau 2: Tableau récapitulatif du grading OMS des méningiomes et de leurs

caractéristiques épidémiologiques.

Sous type histologique Risque de Suivie Médiane de
récidive recommandé | survie

Grade | : le plus fréquent, il Méningothélial Faible Une fois par  >a 10 ans
recense 80 % a 90 % des Fibroblastique an puis tous
méningiomes, selon les études. Transitionnel les 2 ans

Angiomateux apres 5 ans.

Psammomateux

Microkystique

Sécrétant

Riche en lymphoplasmocytes.
Métaplasique

Grade Il : représente 5a7 % Atypique Eleve 2 foisparan  Trés

des méningiomes selon les Chordoide puis tous les  variable

études. A cellules claires ans aprés 5 selon les
ans. études

Grade Il : grade le plus rare Anaplasique Trés élevé Tousles3a6 <a3ans

mais le plus agressif, ony Papillaire mois.

retrouve moins de 3 % des Rhabdoide

méningiomes.

I11-  Caractéristigues cliniques

Les meéningiomes se présentent sous deux formes principales : la plus fréquente, le
méningiome "en masse", masse plus ou moins arrondie, parfois polylobée, dont la forme est
sous la dépendance des structures de voisinage, en général bien limité.

Plus rare le méningiome "en plaque", qui est un épaississement tumoral de la méninge

entrainant une réaction osseuse de voisinage. Quelques formes Kystiques ont été décrites. [12]

Leur taille dépend de la précocité du diagnostic clinique, de quelques millimetres de diametre
pour certains meningiomes développés au contact d'un nerf cranien et rapidement
diagnostiqués a plusieurs centimeétres de diameétre pour certains méningiomes frontaux
longtemps asymptomatiques. En effet ce n’est pas le grade tumoral mais la localisation qui
conditionne la sémiologie neurologique et explique que le retentissement clinique sera plus
précoce si la tumeur se situe a proximité de structures neurologiques a forte expression
clinique. Les signes cliniques révélateurs déependent donc de la localisation et sont les

conséquences d’un effet de masse local. [12]
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1-

Localisation

Habituellement, il s'agit d'une tumeur isolé et sporadique. On observe parfois des localisations

multiples, généralement dans les formes familiales.

Les meningiomes intracranien sont ubiquitaire et peuvent se développer a partir de n’importe

quelle structure sous arachnoidienne. On distingue ainsi par une classification anatomique :

Les méningiomes de la convexité hémisphérique (7 sur la figure 1)
les méningiomes de la base du crane (4, 5, 6 et 8 sur la figure 1)

les méningiomes parasagittaux (2 sur la figure 1)

les méningiomes de la faux du cerveau (3 sur la figure 1)

les méningiomes de la fosse cérébrale postérieure (9 sur la figure 1)

les méningiomes intraventriculaires (1 sur la figure 1)

Chacune de ces variétes étant précisée par la structure anatomique la plus proche (par

exemple sinus caverneux, angle ponto-cérébelleux...). [12]

Figure 1 : Coupe frontale et sagittale du cerveau illustrant les différents localisations possibles

des méningiomes.

Coronal Section of the Brain Sagittal Section of the Brain

IIs se développent plus fréqguemment au niveau de la convexité cérébrale hémisphérique

(35%), au niveau de la base du crane (30%) des cas, et au niveau des sinus parasagittaux ou

de la faux (25%) [13], et exceptionnellement au niveau intraventriculaire.
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Les localisations extra craniennes sont moins fréquentes. Il s’agit de méningiomes du canal
rachidien, qui représentent 10 % de I’ensemble des méningiomes et environ 30 % des tumeurs
intra-canalaires. Ces tumeurs s’observent dans 90 % des cas chez la femme aprés 40 ans et se
localisent au niveau thoracique dans 70 % des cas, au niveau cervical dans 25 % des cas, au

niveau lombaire dans 5 % des cas et exceptionnellement dans la région lombo-sacrée. [14]

2- Manifestations cliniques :

Comme dit précédemment les signes cliniques révélateurs dépendent de la localisation, et
également de la taille de la tumeur, et sont les conséquences d’un effet de masse local. Ils ne
sont pas spécifiques des méningiomes et se rencontrent dans les autres tumeurs
intracraniennes. [12]
Il peut y avoir apparition :
e De douleurs : céphalées diffuses ou localisées, qui s'aggravent régulierement et sont
rebelles aux antalgiques habituels ;
e De douleurs "neurologiques" telles qu'une névralgie faciale ;
e D'une hypertension intracranienne ;
e De crises d’épilepsies : symptdme le plus fréquent dans le cadre du méningiome ;
e De déficits neurologiques focaux plus ou moins rapidement progressifs, liés
directement a la compression du parenchyme cérébral par la tumeur, tous les
nerfs craniens peuvent étre touchés et déficitaires ;

e De troubles psychiatriques.

Quelques méningiomes n’ont pas d’expression clinique et sont découverts de fagon fortuite au

cours d’un examen radiologique réalisé pour un bilan d’une autre affection.

3- Meétastases

Les meétastases des méningiomes sont rares, méme pour les tumeurs les plus agressives, et ne
sont decrites que dans 1 % des méningiomes. [16] Les grades élevés ont un potentiel
métastatique plus important, mais il est possible de rencontrer des métastases dans des

tumeurs de grade I. Le poumon est la localisation préférentielle des implantations
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métastatiques mais des Iésions ont été retrouvées au niveau du foie, de 1’os, de la peau et des

tissus mous [15].

IV-  Caractéristiques biologiques

1- Rappel histologique et origine cellulaire des méningiomes :

On distingue trois grands groupes de tumeurs intracraniennes : les tumeurs primitives, les
tumeurs secondaires (métastases) et les tumeurs osseuses du crane.

Les tumeurs primitives sont classées en fonction des éléments histologiques dont elles
dérivent. On oppose les tumeurs dérivant du parenchyme cérébral aux tumeurs extra-

parenchymateuses. [17] Voir tableau 3.

Tableau 3: Classification histologigue simplifiée des principales tumeurs intracraniennes

primitives a 1’exclusion des tumeurs embryonnaire d’aprés The 2016 World Health

Organization Classification of Tumors of the Central Nervous System.

Tumeurs cérébrales intra Tumeurs astrocytaires Astrocytome
parenchymateuses Glioblastome

Tumeurs oligodendrogliales  Oligodendrogliome

Tumeurs épendymaires Ependymome

Tumeurs des plexus Papillome des plexus

choroides choroides

Tumeurs neuronales et Neurocytome central

mixtes glio- neuronales Gangliocytome
Tumeurs cérébrales extra Tumeurs de la région Adénome pituitaire
parenchymateuses sellaire Craniopharyngiome

Lymphome Llymphome cérébrale

primitif

Plasmocytome
Tumeurs méningés Hémangioblastome

Méningiome
Sarcome

Les méningiomes sont des tumeurs méningées, qui dérivent de 1’arachnoide, I’un des trois

feuillets constitutifs des méninges.
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L’arachnoide est formée de cellules arachnoidiennes, de fibres collagénes et de fibres
élastiques. Les meéningiomes se développent a partir de cellules arachnoidiennes de
I’arachnoide. Ces cellules arachnoidiennes forment des lamelles de cellules épithélioides
aplaties qui sont en fait des fibroblastes modifiés. Elles peuvent porter divers noms : cellules
méningothéliales, cellules méningeées, ou encore cellules mésothéliales. [18]

Les méningiomes se développent principalement au dépend des cellules formant les villosités
arachnoidiennes, qui s’invaginent en doigt de gant dans les veines et les sinus duraux. Ceci
explique leur présence préférentielle au niveau des grandes voies de drainage veineux des

méninges (convexité hémisphérique et base du crane).

Figure 2 : Coupe frontal du crane montrant les méninges.

< ™
A

Peau du cuir chevelu
Périoste

Os du crane

Feuillet externe <
= Dure-mére
Feuillet interne

Sinus sagittal supérieur o
Arachnoide

Pie-mére
Villosité arachnoidienne

Espace subdural

Espace —/

subarachnoidien

———— Vaisseau sanguin

Faux du cerveau (dans la
fissure longitudinale seulement)

2- Vascularisation et cedéme péri-lésionnel

La vascularisation des méningiomes est caractéristique par son double apport :

- en provenance des vaisseaux méninges (carotide externe par exemple) au niveau de la base
d’implantation, par le pédicule d’insertion,

- et en provenance des arteres corticales par les pedicules de capsule. Ces pédicules de capsule
peuvent assurer a la fois la vascularisation de la tumeur et du parenchyme cérébral avoisinant

ce qui peut étre a I’origine de difficultés de résection et d’ischémie cérébrale. [12]

Certains meningiomes présentent un cedéme péri Iésionnel. D’importance variable, il n’est pas

corrélé au volume de la tumeur, et proviendrait d’un phénoméne de sécrétion active par les
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cellules tumorales. L’cedéme péri Iésionnel aggrave généralement les manifestations cliniques

(déficits neurologiques focaux) mais ne modifie pas le pronostique.

3- Réaction osseuse au voisinage et calcification :

Ce sont des tumeurs capables, quel que soit leur grade, de provoquer une réaction osseuse au
niveau de leur base d’implantation. Généralement il s’agit d’un épaississement de 1’os en
regard de la tumeur, par un processus hyperostosique, allant parfois jusqu’a former de
véritable ostéome. La destruction des structures osseuses est plus rare. Un envahissement
osseux pouvant étre a 1’origine de récidives aprés exérése macroscopiquement compléte, est

possible, indépendamment du grade tumoral.

De méme que les craniopharyngiomes et les oligodendrogliomes, les méningiomes sont des
tumeurs fréqguemment calcifiées, indépendamment du grade tumoral, et du sous type

histologique.

V- Diagnostic :

Le diagnostic est suspecté sur les données de I'imagerie sans et avec injection de produit de
contraste. Les méningiomes apparaissent classiquement comme des tumeurs rondes isolées,
avec un contact étroit avec la dure-meére et un renforcement apres injection de produit de
contraste, aucun signe radiologique n’est pathognomonique du grade tumoral [25], et le
diagnostic ne peut étre affirmé que par I'examen histologique de biopsies cérébrales

stéréotaxiques ou d'une piéce d'exérese de la lésion, selon la classification OMS.

1- Imagerie

Bien que non spécifique, c’est la sémiologie, le plus souvent fonctionnelle (déficit
neurologique, crise comitiale...), qui fait poser I’indication de 1’imagerie cérébrale. Certains
méningiomes sont de découverte fortuite par 1’utilisation en routine du scanner cérébral et de

I’imagerie par résonance magnétique (IRM).
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L’association européenne de neuro-oncologie (EANO : European Association of Neuro-
Oncology) recommande un diagnostic et un suivi par IRM [11], le scanner cérébrale est
indiqué en cas de contre-indication a I’IRM.

L’IRM permet de localiser le processus expansif (sus-tentoriel, sous-tentoriel, intra- ou extra-
parenchymateux, uni- ou multifocal) ; de préciser ses caractéristiques (prise de contraste
homogene ou hétérogene, cedéme péri-lésionnel, des calcifications, une nécrose) ; de
diagnostiquer certaines complications évolutives de la tumeur (hémorragie, hydrocéphalie) ;
de définir la suite de la stratégie diagnostique (biopsie, exérése), ou d’orienter vers un
diagnostic différentiel.

Le scanner garde toute fois un intérét pour 1’analyse plus fine des anomalies osseuses

associees aux méningiomes et a recherche de calcifications intra tumorales.

2- Marqueur biologique :

Il n’existe pas de marqueur spécifique aux méningiomes et leur utilité est donc minime dans
la classification OMS, la détermination du pronostique et le diagnostic différentiel.

La majorité des méningiomes fixent les anticorps anti-EMA (Antigéne Epithélial
Membranaire) avec perte d’expression pour les grades plus élevés. Par ailleurs, la réactivité
a la vimentine est souvent retrouvée dans toutes les variantes. Cependant, ces données
restent non spécifiques. Le marqueur de I’ACE (Antigéne Carcino-Embryonnaire) peut étre
positif en cas de méningiomes sécrétant et on retrouve une perte d’expression de la
phosphatase alcaline de fagon significative dans les méningiomes de grade OMS Il et I1l. En
pratique, ces marqueurs peuvent étre utilisés par les anatomo-pathologistes lors de 1’étude
histologique des méningiomes pour aider a la détermination du grade tumorale et du sous-type

histologique, en plus des techniques de colorations habituelles.

D’autres marqueurs de croissance et de prolifération cellulaire ont été étudiés et décrits
dans la littérature, avec des résultats intéressants restant a valider avant d’envisager une
application clinique. Notamment 1’expressivit¢ des facteurs de croissances et de leurs
récepteurs (VEGF, PDGF, EGF, VGF), et des recepteurs hormonaux (progestérone,
cestrogenes, androgeénes, somatostatine).

Ainsi il est intéressants de noter que le VEGF (vascular endothelial growth factor) et ses

récepteurs sont exprimés par certains méningiomes et participent a la formation des cedémes
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péri-tumoraux. [27] Que la présence de récepteurs a la progestérone a été rapportée dans
environ deux tiers des méningiomes, surtout de bas grade et de type méningothélial, et de
facon plus fréquente chez la femme que chez ’homme. [19]

Et enfin que le récepteur SST2 de la somatostatine, habituellement exprimé au niveau de 1’axe

hypothalamo- hypophysaire, est fortement exprimé par les méningiomes. [28]

Enfin comme pour beaucoup d’autres tumeurs, I’activité télomérase apparait corrélée avec le
grade histologique et I’agressivité tumorale des méningiomes. Elle est peu fréquente dans les
méningiomes bénins mais pourrait, lorsqu’elle est présente, avoir une valeur prédictive de

récidive. [19]

En pratique, pour apprécier [’agressivit¢é d’'un méningiome en dehors du grade tumoral, le
seul marqueur utilisé est le Ki-67. 11 s’agit d’un antigéne nucléaire qui persiste tout au long
des différentes phases du cycle cellulaire (G1, S, G2, M), mais est absent en phase GO. Il
permet une estimation du taux de prolifération des cellules tumorales. La détermination de
I’index Ki-67 se fait par une technique immunohistochimique en comptant le pourcentage de
cellules tumorales dont le noyau a été marqué par des anticorps anti Ki-67. Le résultat est
exprimé en pourcentage de cellules tumorales positives, et ne rentre pas en compte dans la
détermination du grade tumoral, mais doit étre vu comme un marqueur complémentaire du
grading. Des taux plus élevés tendent a étre corrélés a un grade tumoral, a une extension plus
grande et a un risque de récurrence accru. [29] Des valeurs moyennes de Ki-67 selon les
grades de la tumeur ont été définie, on estime une valeur moyennes de 3,8% pour les
méningiomes de grade I, de 7,2% pour les méningiomes de garde Il et de 14,7% pour les

méningiomes de grade Il1.

VI-  Traitement :

Actuellement la prise en charge thérapeutique du patient comprend trois volets : la
surveillance, la chirurgie et la radiothérapie seule ou en adjuvant apres la chirurgie. Le
traitement est dépendant de plusieurs critéres, il doit étre planifié au cas par cas par une
concertation pluridisciplinaire. L.’age, 1’état général du patient, la localisation de la tumeur et

sa taille, et le retentissement clinique sont a prendre en compte. A ce jour la chirurgie reste

17



I’option de choix dés que cela est possible. Il n'existe pas actuellement de chimiothérapie

efficace dans le traitement des méningiomes.

L’association européenne de neuro-oncologie (EANO : European Association of Neuro-
Oncology) recommande :

e En cas de méningiome asymptomatique : une abstention thérapeutique avec une
simple surveillance.

e En cas de méningiomes symptomatique : une chirurgie quel que soit le grade
tumorale, quand celle-ci est possible (en fonction de 1’état général du patient, et de la
localisation de la tumeur). Cette chirurgie peut étre associée a une radiothérapie en
fonction du grade tumoral et du degré de résection de la tumeur.

e En cas de méningiomes symptomatique : lorsque la chirurgie n’est pas envisageable :
une radiochirurgie ou une radiothérapie.

e En cas de méningiomes symptomatique : si aucune option chirurgicale ou radio
thérapeutique n’est possible : un traitement pharmacologique expérimental peut étre

envisagé.

1- La chirurgie :

C'est le seul traitement curatif mais elle connait des limites qui sont liées a la taille de la
tumeur, sa localisation, I’adhésion a des structures vitales (englobement d’artéres majeures et
de nerfs créniens), ou I’invasion extensive des structures adjacentes (envahissement osseux,
envahissement sinus veineux).

La qualité de I’exérese chirurgicale est appréciée par le neuro-chirurgien a I’aide de la
classification SIMPSON (SIMPSON, 1957) qui définit cinq grades en fonction de la qualité

de l'exérese, et conditionne la suite de la prise en charge.
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Tableau 3 : Classification SIMPSON : appréciation de la qualité de I’exérése chirurgical :

(Grds  loéfmton |
Grade| Exérése macroscopiguement compléte
intéressant |'attache durale et

éventuellement I'envahissement
0558UX

Gradelll Exérése macroscopiguement compléte
avec coagulation de I'insertion durale

Garde Il Exérése macroscopiguement compléte
sans coagulation de I'insertion durale ou
sans résection de
I'envahissement osseux

Grade IV Exérése incompléte

Grade V Simple biopsie.

Le degré de résections doit étre confirmé par IRM, les grades de résection I, 11 et 11
correspondent & une résection compléte.
En fonction du grade tumoral et du degré de résection de la tumeur, une radiothérapie ou un

radiochirurgie peut étre associée.
La chirurgie des formes recidivantes est plus délicate, avec des zones adhérentes, remaniées.

Il existe alors un risque accru de complications postopératoires : ischémie, oedéme et déficits

neurologiques, on lui préférera alors la radiothérapie.

2- La radiothérapie externe :

a- Laradiochirurgie :

La radiochirurgie est une technique de radiothérapie externe en conditions stéréotaxiques.
C'est-a-dire que les rayons sont produits par un accélérateur linéaire de particules et que la
position de la structure a irradiée est définie grace a un systéeme de coordonnées dans I'espace
au moyen d’un systéme de contention sur le crane du patient et de moyens d'imagerie

médicale (IRM, tomodensitométrie, radiographie, etc.) pour extraire des repéres dans I'espace.

L'irradiation est réalisée en une séance unique. Elle nécessite : une contention (soit un cadre
implanté dans la table externe osseuse du créne, soit un masque thermoformé
repositionnable), un systeme d'irradiation spécifique (soit un Gammaknife® avec sources de
Cobalt, soit un accélérateur de photons) et un systéme de contréle stéréotaxique (dans les 3

axes de l'espace). C’est une technique de trés haute précision, qui permet de diminuer les
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marges d’incertitude et de limiter le volume sain irradié. Elle permet ainsi de délivrer par la
convergence de multiples faisceaux, la dose de rayonnement a haute énergie dans le volume

cible, avec une diminution tres brutale de la dose en dehors de ce volume.

La radiochirurgie est donc une option de choix s’il reste un résidu aprés exérése, que la lésion
est petite, et bien définie dans I’espace.

La radiochirurgie est également 1’option de choix pour certaine petite tumeur de grade |
inaccessible ou dangereusement accessible a la chirurgie en prévention de complications
secondaires.

On parle de radiothérapie stéréotaxique fractionnée lorsque I’irradiation est délivrée en
plusieurs séances, cette option est envisagée en fonction de I’environnement fonctionnel (par
exemple méningiome développé a proximité des voies visuelles) et de la taille importante de

la tumeur. [30]

b- Radiothérapie conformationnelle en 3D :

Comme pour la radiochirurgie ou la radiothérapie stéréotaxique fractionnée, il s’agit d’une
radiothérapie externe, les rayons sont produits par un accélérateur linéaire de particules, mais
on travaille a partir d'images 3D de la tumeur et des organes avoisinants. Ces images sont, la
plupart du temps, obtenues par scanner ou par IRM. Des logiciels permettent ensuite de
simuler, en 3D, la forme des faisceaux d’irradiation et la distribution des doses de rayons.
Cette technique de radiothérapie parait plus appropriée pour les méningiomes malins aux
limites floues et avec possible envahissement du parenchyme cérébral, ou en cas de récidive
chez un méningiome déja traité par radiochirurgie ou radiothérapie stéréotaxique fractionnée.
[30]

3- Traitement pharmacologigque :

Il n’existe pas actuellement de traitements pharmacologiques recommandés dans la prise en
charge des méningiomes. Un traitement peut étre proposé au patient comme alternative
thérapeutique lorsque les thérapies conventionnelles ont échoué et ne peut étre administré que

dans le cadre de protocoles.
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On estime que la survie sans progression a 6 mois (PFS-6) est le meilleur marqueur de
I'efficacité du traitement et doit &tre comme référence pour les essais cliniques. La PFS-6 est
estimé a 29% pour les méningiomes de grade | et 26% pour les grades Il et 1ll. Une PFS-6
supérieur a 40% pour les tumeurs de grade | et supérieures a 30% pour les grades Il et Il
indique une efficacité du traitement. A ce jour aucun traitement pharmacologique n’a pu étre

identifié. [31]

Actuellement au niveau international, 140 essais thérapeutiques sont recensés sur la base de

données ClinicalTrials.gov., dont 2 essais en France (voir tableau 4).

Tableau 4 : essais thérapeutiques dans le traitement pharmacologique des méningiomes en

France recensés sur la base de données ClinicalTrials.gov, en 2018

Titre de I'étude Lieux de I'étude

I

Combination of Everolimus  Octréotide et Assistance publique des hopitaux
and Octreotide LAR in évérolimus de Marseille

Aggressive Recurrent Assistance publigue des hopitaux
Meningiomas de Paris, France

Hydroxyurea in Treating Hydroxyurée Hdpital Saint André - Bordeausx,
Patients With Recurrent France

and/or Unresectable Centre Léon Bérard- Lyon, France
Meningioma Centre Régional de Lutte Contre le

Cancer - Centre Val d'Aurelle -
Montpellier, France

On peut séparer ces essais en deux catégories :

e les essais portant sur les chimiothérapies de type classique : Interféron alpha,
Irinotécan, Témozolomide, Hydroxyurée...

e et les essais portant sur des therapies ciblées s’appuyant sur des découvertes récentes
améliorant la compréhension de ces tumeurs : anti-angiogénique (bevacizumab),
thérapies hormonales (mifepristone), analogue de la somatostatine (octréotide),

Vismodegib...
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2 °™ partie : Objectif de I’étude : Recherche de nouveaux marqueurs somatiques et

circulants pour une meilleure prise en charge des méningiomes humains

Les méningiomes intracraniens sont des tumeurs majoritairement bégnines, cependant la prise
en charge de ces tumeurs est délicates :

e De par leur localisation cérébrale qui conditionne la prise en charge thérapeutique, et
les options thérapeutiques qui sont limitées par 1’absence de traitement
pharmacologique efficace.

e De par leur agressivité tumorale qui demeure imparfaitement évaluée avec une
récidive possible méme apres résection chirurgicale complete.

e Et de par ’augmentation de la découverte fortuite de méningiomes asymptomatiques
avec ’avénement de 1’imagerie radiologique et la difficulté d’évaluer la nécessité

d’une prise en charge thérapeutique précoce.

Dans d’autres tumeurs du systétme nerveux central (gliome, épendymome et
médulloblastome), I’étude moléculaire de ces tumeurs a permis de distinguer différents sous
types ayant des caractéristiques propres, associés a des pronostics et des thérapeutiques
différents. Ces marqueurs, tel que par exemple le géne IDH1, font désormais partie intégrante
de la classification OMS 2016 de ces tumeurs et ont trouvé leur place dans les laboratoires de
routine. Par conséquent il serait intéressant d’évaluer de nouveaux marqueurs moléculaires

d’intérét diagnostic et/ou pronostique dans les méningiomes.

| - Analyse de la littérature et sélection bibliographique de marqueurs génique d’intérét
diagnostique et/ou pronostiqgue

La grande majorité des méningiomes surviennent de facon isolé et sporadique, mais il existe

de rares cas familiaux.

1- Analyse de la littérature : Prédisposition génétique - mutation constitutionnelle

On retrouve plusieurs syndromes de susceptibilite tumorale incluant des méningiomes. Le
syndrome le plus fréquent est la neurofibromatose de type Il avec une incidence de 1/33000
naissances. C’est une affection autosomique dominante liée a des mutations constitutionnelles

inactivatrices du gene NF2, situé sur le chromosome 22q12, elle associe des atteintes
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neurologiques, cutanées et oculaires, la sévérit¢ des manifestations cliniques varie d’un
patient a I’autre mais la pénétrance a 60 ans est presque de 100 % [35]. Des méningiomes ont
également été décrits dans la maladie de VVon Hippel Lindau, le syndrome de Li Fraumeni, le

syndrome de Cowden, ou encore le syndrome de Gorlin; mais de fagon plus anecdotique.

Des mutations constitutionnelles du géne SMRACE1 (codant pour une protéine impliquée
dans I’architecture chromatinienne), ont été décrites dans une famille présentant de multiples
méningiomes spinaux a cellules claires. [32] A ce jour au niveau somatique, aucune mutation
de ce géne n’a été rapportée. L’étude d’une famille présentant de multiples méningiomes a
mis en évidence une mutation inactivatrice dans le géne SUFU (impliqué dans la voie de
signalisation Hedgehog) associé a une mutation du géne PDGFB [33]. Des mutations
constitutionnelles du gene SMARCB1 (codant pour une protéine impliquée dans I’architecture
chromatinienne) ont également été décrites dans deux familles de patients, une associant des
schwannomes et de multiples méningiomes et l'autre présentant uniquement de multiples

méningiomes [34].

2- Analyse de la littérature : Anomalies moléculaires somatigues

Au niveau somatique, les génes fréquemment impliqués dans 1’oncogenese des autres tumeurs
cérébrales en particulier les gliomes (tels que BRAF, EGFR, TP53, MET, ERBB2, IDH1) ne

sont pas mutés dans les méningiomes.

a- Etat des lieux

D’un point de vue cytogénétique, la découverte en 1972 de la monosomie (totale ou partielle)
du chromosome 22 est la premiere anomalie génétique décrite dans les méningiomes
sporadiques. [20] Cette perte chromosomique est retrouvée dans 40% a 60% des méningiomes
sporadiques, elle est a ’origine de la perte du géne suppresseur de tumeur, le gene NF2
localisé en 22g912.2. Cette monosomie est associée dans la majorité des cas a une mutation du
géne NF2 situé sur I’autre all¢le.

On retrouve des mutations du géne NF2 dans 50 % des méningiomes. [36] Le gene NF2 est
un géne suppresseur de tumeur situé sur le chromosome 22, le plus souvent, il s'agit de

mutations non-sens, de microdélétions ou d'insertions, ou de mutation au niveau d’un site
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d’épissage, résultant en une protéine tronquée et non fonctionnelle. Jusqu'a récemment, en
dehors du géne NF2, aucun autre géne intervenant dans la tumorigénese des méningiomes
n’avait été identifié. L’avénement des techniques de séquencages hauts débits a révolutionné
la compréhension des fondements génétiques des méningiomes sporadiques et de nouvelles

voies oncogéniques alternatives ont récemment émergées.

En 2013, une équipe a étudié par séquengage du génome une série de 17 méningiomes, puis
par séquencage ciblé une série de 48 méningiomes pour valider les altérations génétiques
somatiques retrouvees. Cette étude a identifié une inactivation de NF2 dans 43% des tumeurs,
et des mutations oncogéniques récurrentes dans le gene AKT1 (p.Glul7Lys) et le géne SMO
(p-Trp535Leu) dans des méningiomes non mutés NF2, avec des preuves
immunohistochimiques d'activation de ces voies. Enfin cette étude a conclu que la plupart des
méningiomes avaient moins de mutations, de réarrangements et d'altérations du nombre de
copies que dans d'autres tumeurs de l'adulte. [37]

En 2013 également, une autre étude a analysé par séquengage de I’exome 50 méningiomes, et
par séquencage ciblée une série de 250 méningiomes. Des mutations du géne NF2 ont été
retrouvées dans 36 % des tumeurs. Cette étude a conduit a la découverte de mutations du gene
SMARCBL en association avec des mutations du géne NF2. Dans les tumeurs non mutées
NF2, cette équipe a identifié la mutation oncogénique récurrente dans le géne AKT1
(p.Glul7Lys) dans 13 % des tumeurs, des mutations oncogéniques récurrentes dans le gene
SMO (p.Trp535Leu et p. Leud12Phe) dans 5 % des tumeurs, et a conduit, a la découverte de
mutations dans le géne TRAF7 dans presque 25% des tumeurs, et a la découverte d’une
mutation récurrente (p.Lys409GIn) dans le géne KLF4. Les mutations du géne TRAF7
survenaient généralement associées a la mutation oncogénique récurrente dans le gene AKT1

(p.Glul7Lys) ou a la mutation récurrente (p.Lys409GIn) dans le géne KLF4. [38]

En 2016, une équipe japonaise a confirme par séquencage ciblée de 103 méningiomes, la
présence de ces altérations génétiques dans ces tumeurs, en observant des mutations dans le
géne NF2 dans 38 % des tumeurs, et des mutation dans les genes TRAF7, KLF4, AKT1 et
SMO dans respectivement 16 %, 8 %, 5 % et 1 % des tumeurs.

Une autre equipe a identifié par I’étude de 150 méningiomes, des mutations du gene PIK3CA
dans 10.7 % des tumeurs de la cohorte. Ces mutations semblent survenir en association avec

des mutations du géne TRAF7, des mutations du géne NF2, et plus rarement seule. [39]
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Enfin une étude s’intéressant aux hotspots mutationnels du promoteur du gene TERT
(9.1,295,228C>T et ¢.1,295,250C>T) dans 252 méningiomes, a rapportée des mutations dans
16 échantillons (soit 6,4% dans la cohorte). Ces mutations étaient présentes respectivement
dans 1,7%, 5,7% et 20,0% des grades I, Il et 11l de 'OMS. [40]

Derniérement, une étude visant a identifier les altérations oncogéniques, autre que celles déja
décrites, par I’étude de 775 méningiomes, a conduit a la découverte de mutations somatiques
récurrentes dans le gene POLR2A dans ~ 6 % des tumeurs. Ces mutations de POLR2A n’ont

pas été retrouvées en association avec les autres mutations précédemment décrites. [41]

b- Emergence de nouvelle voie d’initiation :

Plusieurs voies d’initiation tumorale semblent se dessiner dans la littérature, avec pour

certaines la co-occurrence de mutations dans des géenes différents.

e La premiere bien documentée, impliquant le géne NF2.

Le gene NF2 est un géne suppresseur de tumeur situé sur le chromosome 22, il code pour une
protéine de structure du cytosquelette appelée Merlin (Moesin-Ezrin-Radixin-Like Protein),
également connue sous le nom de Schwannomin, qui contient un domaine protéique conservé
FERM, impliqué dans les interactions avec les domaines cytoplasmiques des récepteurs
transmembranaires. Le plus souvent, il s'agit de mutations non-sens, de microdélétions ou
d'insertions, ou de mutation au niveau d’un site d’épissage, résultant en une protéine tronquée
et non fonctionnelle. Habituellement, 1’inactivation du second alléle portant le géne NF2, se
fait par la perte de tout ou partie du chromosome 22. Rarement I’inactivation des deux alléles
peut étre due a des mutations du gene sur les deux alleles, ou des délétions d’exons. Une étude
s’intéressant aux désordres chromosomiques entre les tumeurs mutées NF2 et les tumeurs non
mutées NF2, a conclu a une instabilité chromosomique accrue dans les tumeurs mutées NF2.

Cette protéine localisée a la face interne de la membrane cytoplasmique, appartient a la
famille des protéines ezrine-radixine-moezine (ERM), elle ne posséde pas d’activité
enzymatique intrinséque, mais agirait comme une protéine de liaison entre les protéines de la
membrane plasmique et celles du cytosquelette. Son mode d'action, encore imparfaitement
élucidé est complexe, mais elle jouerait un rdle primordiale dans l'inhibition de contact :

lorsque la densité cellulaire augmente, la merlin, par l'interaction avec des protéines
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transmembranaires, est activée par déphosphorylation. Il en résulte alors une cascade de
signaux intracellulaire aboutissant a l'arrét de la croissance cellulaire. [20] A I'opposé, en
situation de faible densité cellulaire, la merlin phosphorylée, forme un complexe permissif
pour le signal mitotique. Merlin serait impliquée dans différentes voies de signalisation tel
que la voie Hippo, la voie Patched et la voie Notch. Cette protéine serait également impliquee
dans la régulation de la voie mTOR via I’inihibition de mTORCI1 et I’activation de mTORC2.
Enfin, elle serait impliquée dans I’inhibition de la FAK (focal adhesion kinase) et de son
activité proliférative via les intégrines.

Des mutations inactivatrices de cette protéine ont été rapportées dans d’autre tumeurs du
systéme nerveux central (schwannomes et épendymome), mais également dans d’autre types
de cancers, notamment dans les mésothéliomes, les cancers anaplasiques de la thyroide,

cancers du sein, cancers de I'endomeétre et du foie.

Figure 3 : Illustration schématique du rdéle de la merlin dans ’inhibition de contact. Shedding
light on Merlin’s wizardry. Tomovo Okada et al. 2007 [24]
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e La seconde, de découverte récente, impliquant les genes TRAF 7 et/ou AKT1, ou
TRAF7/KLF4, ou TRAF7et/ou PIK3CA.
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Le géne TRAF7 est un gene situé sur le chromosome 16, il code pour la protéine E3 ubiquitin-
protein ligase TRAF7 qui est une protéine pro-apoptotique membre de la superfamille des
TNF récepteur et posséde 7 domaines WD40 en C-terminal. C’est une protéine transductrice
de signal, elle possede une activité d'ubiquitine ligase permettant son auto ubiquitination aprés
phosphorylation par MAP3K3, et active plusieurs voies dont celle du régulateur de la
transcription NF-kappa-B et la voie MAP-Kinase. Elle induit I'apoptose apres une
surexpression. [45] II s’agit d’une protéine exprimée de fagcon ubiquitaire dans 1’organisme,
en oncologie peu de mutation du gene ont été recensées en dehors des méningiomes, une
étude retrouve des mutations de ce gene dans 2.3 % des mésothélium. [46] Les mutations du
géne TRAF7 retrouvées dans les méningiomes se situent dans les parties codantes pour les
domaines WD 40. Ces mutation ont eté retrouvées seules ou en association avec des
mutations du gene KLF4 ou AKT1. [49]

Le gene KLF4 est situé sur le chromosome 9, il code pour une protéine contenant un domaine
en doigt de zinc, appartenant a la famille des facteurs de transcription Kruppel. Cette protéine
contrélerait la transition G1-a-S du cycle cellulaire a la suite de I'endommagement de I'ADN
par la médiation du géne suppresseur de tumeur p53 et la différenciation dans de hombreux
types de cellules. C’est 1'un des 4 facteurs permettant la reprogrammation des cellules adultes
en cellules souches somatiques pluripotentes. Il s’agit d’une protéine exprimée de fagon
préférentielle au niveau du colon, de ’estomac et de 1’cesophage. Les méningiomes mutés
KLF4 présentent la méme mutation K409Q (p.Lys409GIn), situé dans le domaine de liaison
de I'ADN, et toujours en association avec une mutation du gene TRAF7. En oncologie en

dehors des méningiomes, cette mutation n’a jamais été rapportée.

Le géne AKT1 est situé sur le chromosome 14, il code pour une serine thréonine kinase de la
famille des phosphatidylinositol 3-kinases (PI3K) et appartient a la voie de signalisation
PIK3-AKT -mTOR qui régule de nombreux processus biologiques, y compris la prolifération,
la croissance, et 1’apoptose. Elle possede un domaine PH (domaines homologues de la
pleckstrine) qui se lie aux membranes par I’intermédiaire de son substrat, nécessaire au
fonctionnement de I’enzyme. Il s’agit d’une protéine exprimée de fagon ubiquitaire dans
I’organisme. Tous les méningiomes AKT1-mutés présentent la méme mutation activatrice
située dans le domaine PH : AKT1 E17K (p.Glul7Lys). Cette mutation a été découverte par

Carpten et al. en 2007 et est retrouvée dans 8% des cancers du sein, 6% des cancers du cdlon
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et 2% cancers de I'ovaire [47]. Dans les méningiomes, cette mutation a été retrouvée dans plus

de la moitié des cas en association a une mutation du gene TRAF7. [49]

Le gene PIK3CA est situé sur le chromosome 3, et code pour la sous unité catalytique de la
phosphatidylinositol 3-kinase qui appartient a la voie de signalisation PIK3-AKT -mTOR et
qui régule de nombreux processus biologiques, y compris la prolifération, la croissance, et
I’apoptose. Elle est composée d’un domaine catalytique Kinase, un domaine hélicoidal,
impliqué dans la stabilisation de la protéine, un domaine C2, impliqué dans la liaison
membranaire, et un domaine de liaison a Ras, domaine de régulation de la protéine. Elle est
exprimée de facon ubiquitaire dans 1’organisme et bien connu en oncologie, car de
nombreuses mutations ont été rapportées dans divers cancers. [51] Dans les méningiomes, les
mutations E545K (p.Glu545Lys : domaine hélicoidal) et H1047R (p.His1047Arg : domaine

catalytique) ont été observées de facon plus fréquente.

e Latroisieme, de découverte récente, impliquant le gene SMO.

Le géne SMO est situé sur le chromosome 7, il code pour une protéine transmembranaire de
type récepteur couplé aux protéines G, qui appartient a la voie de signalisation Hedgehog, qui
joue un role clé dans I'embryogenese et est impliqué dans plusieurs processus incluant la
prolifération, la différenciation, I'angiogenése et I'organisation de la matrice extracellulaire. Il
s’agit d’une protéine exprimée de facon préférentielle au niveau de I’endométre, des ovaires,
de la peau, des reins et de la prostate. Un déréglement de la voie de signalisation Hedgehog
est connu pour étre impliqué dans plusieurs cancers, en particulier dans les carcinomes
basocellulaires et les medulloblastomes [48]. Dans les méningiomes, les mutations du géne
SMO se situe principalement sur deux hot-spot mutationnels : L412F (p.Leu412Phe) et
WS535L (p.Trp535Leu), situé dans les domaines transmembranaires. [49]

Il est intéressant de noter que des mutations du gene SUFU, impliqué également dans la voie
de Hedgehog ont été rapporté au niveau constitutionnel dans une famille présentant de

multiples méningiomes [23].

e Laquatrieme et derniere voie découverte, impliquant le géne POLR2A.
Le gene POLR2A est situe sur le chromosome 17, il code pour la plus grande sous-unité de
I'ARN polymérase I, responsable de la synthése de I'ARN messager chez les eucaryotes. Il

s’agit d’une protéine exprimée de fagon ubiquitaire dans ’organisme. En oncologie, aucune
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mutation de ce géne n’avait été encore rapportée. Dans les méningiomes, des mutations

somatiques récurrentes p.GIn403Lys ou p.Leu438 His439del ont été décrites. [41]
D’autres voies restent encore a decouvrir puisque actuellement, aucune mutation n’a été
identifiée dans environ 20 % des méningiomes [49]. On peut résumer ces différentes voies de

facon schématique : voir figure 4.

Figure 4 : Représentation schématique des différents génes impliqués dans [’initiation

.O

Indépendamment des voies d’initiation tumorale, d’autres voies semblent étre plutét

tumorale de méningiomes sporadigues :

c- Progression tumorales :

impliquées dans la progression tumorale.

e Des mutations du géne SMARCBL1 et du promoteur du géne TERT, ont été rapportées
en association avec des mutations du gene NF2 ou des mutations du gene TRAF7, ou

n’ont jamais été rapportées seuls. [49]

Le géne TERT est situé sur le chromosome 5, et code pour une ribonucléoprotéine
polymérase, la télomérase, qui maintient les extrémités des télomeéres en ajoutant la répétition
télomérique TTAGGG. L'expression de la télomérase joue un role dans la sénescence

cellulaire, car elle est normalement réprimée dans les cellules somatiques postnatales
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entrainant un raccourcissement progressif des télomeres. La dérégulation de I'expression de la
télomérase dans les cellules somatiques peut étre impliquée dans l'oncogenése pour
immortalisation des cellules. La présence de mutations somatiques récurrentes dans le
promoteur du géne TERT a été rapportée dans 43 % des cancers du systeme nerveux central,
dans 59% des cancers de la vessie, dans 10 % des cancers folliculaires de la thyroide et dans

29 % des mélanomes. [50]

Le gene SMARCB1 est un géne suppresseur de tumeur, il est situé sur le chromosome 22, et
code pour une protéine impliquée dans I’architecture chromatinienne, elle fait partie d’un
complexe qui permet le relachement de la chromatine nécessaire a la transcription. Elle
exprimée de fagon ubiquitaire dans I’organisme. Des mutations constitutionnelles de ce géne
ont été décrites dans des méningiomes multiples familiaux, dans des schwanomatose et dans
le syndrome de Coffin-Siris. Au niveau somatique, en dehors de rares mutations retrouvées
dans les méningiomes et toujours en association avec des mutations du géne NF2, des

mutations de ce géne ont été décrites dans des tumeurs rhabdoides.

e Enfin, des anomalies chromosomiques récurrentes ont été décrites pour les grades plus
élevés, associées a la progression tumorale, avec pour génes candidats le géne PTEN
(10g23.31), le gene CDKN2A et CDKN2B (9p21.3). [42-43-44]

Le géne PTEN, situé sur le chromosome 10 est un gene suppresseur de tumeurs, il code pour
une phosphatase, régulatrice de la voie PIK3-AKT-mTOR par antagonisme de la PI3Kinase,
et de la voie des MAPKinase. Elle est exprimée de fagon ubiquitaire dans 1’organisme et bien
connu en oncologie, car de nombreuses mutations ont été rapportées dans divers cancers. [51]
Le gene CDKNZ2A, situé sur le chromosome 9, a une organisation génomique inhabituelle et
complexe : il code pour deux protéines distinctes dans des cadres de lecture alternatifs,
INK4A (aussi appelé p16) et ARF (ou p14), impliquées dans le contrdle du cycle cellulaire
via les kinases dépendantes des cyclines 4 et 6 (CDK4 et CDKG6) et via la stabilisation de p53,
respectivement. Ce géne est freqguemment muté ou délété dans une grande variété de tumeurs,
et est connu pour étre un important géne suppresseur de tumeur.

Le géne CDKN2B, est situé sur le chromosome 9, jouxtant le gene CDKN2A. Il code pour une
protéine p15, impliquées dans le contrdle du cycle cellulaire via les kinases dependantes des
cyclines 4 et 6 (CDK4 et CDKG6). Ce gene est frequemment muté ou delété dans une grande

variété de tumeurs, et est connu pour étre un important géne suppresseur de tumeur.
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A ce jour, aucune mutation de ces génes n’a été rapportée dans les méningiomes.

3- Des anomalies moléculaires vers de nouveaux margueurs :

Dans la littérature, des premiéres corrélations génotype-phénotype ont été observées. Ces
premieres corrélations concernent principalement la localisation et le sous-type histologique,
le pronostic a été moins étudié du fait de la complexité a mener ce type d’étude pour des
tumeurs a croissance lente et de la découverte récente des différentes voies d’initiation
tumorale. Enfin en terme de thérapeutique, de nouvelles drogues pourrait se révelée bénéfique

dans le traitement de ces tumeurs en fonction de leur génotype.

a- Corrélations génotype-phénotype : Localisation :

Le génotype NF2 semble prédominer au niveau de la convexité, et au niveau postérieur de la
base du crane. Le génotype PIK3CA est retrouve préférentiellement au niveau de la base du
crane. On retrouve plus volontiers le génotype TRAF7/AKT1 et SMO au niveau de la partie
antérieur de la base du crane, ou de la partie antérieur de la convexité. Enfin, on peut noter
que la localisation au niveau de la convexité est exceptionnel pour le génotype TRAF7 /
KLF4. [49] Le génotype POLR2A semble lui prédominer au niveau de la région de la selle
turcique. [41]

b- Corrélations génotype-phénotype : Histologie :

Le génotype NF2 semble associé a une histologie de type fibroblastique ou transitionnel,
tandis que les génotypes SMO, TRAF7 et/ou AKT1, et POLR2A semblent plutdt étre
associés au type méningothélial. Le génotype PIK3CA est associé a une histologie de type
ménigothéliale ou transitionelle. Enfin, la totalité des tumeurs mutées TRAF7/KLF4 sont de

sous type histologique sécrétant. [52]

c- Corrélations génotype-phénotype : Pronostic :

Plusieurs études s’accordent a dire qu’un génotype complexe est associé a un grade tumoral
plus éleve et a une plus grande agressivité. [52] Les tumeurs mutées NF2 semblent étre plus
instable d’un point de vue chromosomique, et une étude retrouve parmi les tumeurs mutées de

grade Il, 75 % de tumeur mutées NF2. [41]
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Une étude retrouve un taux de récidive plus élevé, dans les méningiomes mutés SMO situes
au niveau du sillon olfactif, par rapport aux tumeurs non mutées SMO (majoritairement
mutées AKT1), indépendamment du grade tumoral et du grade Simpson, sur un suivi de 5
ans. [53]

Une autre étude retrouve un temps de survie sans récidive réduit, significativement associé a
la mutation récurrente du géne AKT1, dans les méningiomes de la base du créne. [54]

Enfin, dans 1’étude d’une série rétrospective 252 méningiomes, un délai médian de
progression de 10,1 mois a été observé chez les patients présentant des mutations du
promoteur du gene TERT contre 179 mois chez les patients sans mutation du promoteur du

géne TERT, indépendamment du grade tumoral. [40]

Figure 5 : Courbes de Kaplan-Meier illustrant la progression des méningiomes en fonction de

leurs statuts TERT (mutant vs wild type), indépendamment du grade OMS (A) et en fonction

du grade OMS (B) — issu de TERT promoter mutations and risk of recurrence in meningioma.

Sahm F et al [40]
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d- Thérapeutique :
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La détermination du génotype tumoral pourrait en termes de thérapeutiques permettre de
mieux évaluer la nécessité d’une radiothérapie adjuvante, en fonction de 1’agressivité¢ de la
tumeur. Mais, plus intéressant encore, elle pourrait permettre de proposer un traitement
pharmacologique ciblée par inhibition des voies oncogéniques mis en cause. Actuellement
des drogues agissant comme inhibiteurs de AKT, inhibiteur de la voie de hedgehog (SMO) ou

encore inhibiteur de PIK3, sont en développement dans le traitement de tumeurs solides.

4- Sélection bibliographigue de marqueurs génigue d’intérét diagnostique et/ou
pronostique

Actuellement, 80% des méningiomes peuvent étre caractérisés d’un point de vue moléculaire,
par I’étude de mutations d’un nombre restreint de génes. En pratique celles-ci ne sont pas
utilisées en clinique du fait de leur découverte récente et du manque de données sur des
corrélations entre génotype et phénotype. Ces dernieres années de plus en plus d’études
s’intéressent a ces mutations et les premieres données de corrélations entre génotype et
phénotype semblent trés prometteuses.

A partir de cette recherche bibliographique nous avons sélectionné 13 génes d’intéréts,
résumés dans le tableau 5, que nous allons étudier dans une séries de méningiomes. La
détermination du génotype de ces tumeurs pourrait permettre d’en préciser les caractéristiques
en complément des marqueurs histologiques classiques tels que le nombre de mitose, le Ki 67,

la présence d’atypies et la classification OMS.

D’un point de vue diagnostique et pronostique, cela pourrait permettre de mieux préciser
I’agressivité tumorale de mieux évaluer le risque de récidive en postopératoire et ainsi adapter
la duree et la fréquence du suivi.

D’un point de vue thérapeutique, une connaissance systématique de ces anomalies
moléculaires pourrait permettre de développer des stratégies innovantes basées sur I’inhibition

potentielle des voies d’initiations tumorales et de proposer un traitement personnalisé.
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Tableau 5: Tableau récapitulatif des génes sélectionnés pour 1’étude

d’une série de

méningiomes :

Geéne Localisation Référence Nombre  [Fonction protéique principale Type de mutation dans |Hot spot Mutation somatique recensée
chromosomique d'exons les méningiomes mutationnel dans d'autre type de cancers
NF2 : NEUROFIBROMIN 2 22q12.2 NM_000268.3 15 Inhibition de contact via régulation voie (Constitutionnelle et Non Oui (schwannomes et
AKT-PIK3-mTOR et de la voie Hippo |somatique épendymome principalement)
[AKT1 : V-AKT MURINE THYMOMA VIRAL 14932.3 NM_001014431.1 (15 Serine thréonine kinase de la famille Somatique Oui : E17K 8% des cancers du sein, 6%
ONCOGENE HOMOLOG 1 des phosphatidylinositol 3-kinases des cancers du cdlon et 2%
(PI13K) et appartient a la voie de cancers de I'ovaire
signalisation PIK3-AKT -mTOR qui
régule de nombreux processus
biologiques, y compris la prolifé ration,
la croi et Papoptose
KLF4 : KRUPPEL-LIKE FACTOR 4 9g31.2 NM_004235.4 5 Controle de la transition G1-a-S du Somatique Oui : K409Q Non
cycle cellulaire 2 la suite de
I'endommagement de I'ADN par la
médiation du géne suppresseur de
tumeur p53 et la différenciation dans de
nombreux types de cellules
SMO : SMOOTHENED, DROSOPHILA, 7g32.1 NM_005631.4 12 Protéine transmembranaire de type Somatique Oui : L412F et |Carcinomes basocellulaires et
HOMOLOG OF récepteur couplé aux protéines G, qui W535L medulloblastomes
appartient & la voie de signalisation
Hedgehog
[ TRAF7 : TNF RECEPTOR-ASSOCIATED 16p13.3 NM_032271.2 21 Protéine pro-apoptotique et régulateur (Somatique Non Rare (mésothélium)
FACTOR 7 de la transcription NF-kappa-B
PIK3CA : PHOSPHATIDYLINOSITOL 3-KINASE, (3¢26.3 NM_006218.2 21 Sous unité catalytique de la Somatique Oui : E545K et |Oui nombreux cancers
CATALYTIC, ALPHA phosphatidylinositol 3-kinase qui H1047R
appartient a la voie de signalisation
PIK3-AKT -mTOR
CDKN2A : CYCLIN-DEPENDENT KINASE 9p21.3 NM_058195.3 3 Contrdle du cycle cellulaire via les ND ND Oui nombreux cancers
INHIBITOR 2A kinases dépendantes des cyclines 4 et 6
(CDK4 et CDKB) et via la stabilisation
de p53
CDKNZ2B : CYCLIN-DEPENDENT KINASE 9p21.3 NM_004936.3 2 Contrdle du cycle cellulaire via les ND ND Oui nombreux cancers
INHIBITOR 2B kinases dépendantes des cyclines 4 et 6
(CDK4 et CDK6)
TERT : TELOMERASE REVERSE 5p15.3 NM_198253.2 16 Ribonucléoprotéine polymérase, la Somatique Promotteur du 43 % des cancers du systéme
[ TRANSCRIPTASE télomérase, qui maintient les extrémités géne : nerveux central, 59 % des
des téloméres en ajoutant la répétition 0.1,295,228C>T |cancers de la vessie, 10 % des
télomérique TTAGGG 0.1,295,250C>T [cancers folliculaires de la
thyroide et 29 % des
mélanomes
SUFU : SUPPRESSOR OF FUSED, 10024.3 NM_016169.3 12 Régulation de la voie de signalisation de|Constitutionnelle ND Carcinomes basocellulaires et
DROSOPHILA, HOMOLOG OF Hedghog via inhibition du facteur de medulloblastomes
transcription GLI1
PTEN : PHOSPHATASE AND TENSIN 10023.3 NM_000314.4 9 Phosphatase, régulatrice de la voie ND ND Oui nombreux cancers
HOMOLOG PIK3-AKT-mTOR par antagonisme de
la PI3Kinase, et de la voie des
MAPKinase
SMARCB1 : SWI/SNF-RELATED, MATRIX- 22q11.2 NM_003073.3 9 Protéine impliquée dans Parchitecture |Constitutionnelle et ND Tumeurs rhabdoides
[ASSOCIATED, ACTIN-DEPENDENT chromatinienne, elle fait partie d’un somatique
REGULATOR OF CHROMATIN, SUBFAMILY B, complexe qui permet le relachement de
MEMBER 1 la chromatine nécessaire a la
transcription
SMARCEL : SWI/SNF-RELATED, MATRIX- 17921.2 NM_003079.4 11 Protéine impliquée dans P'architecture  Constitutionnelle ND Non
[ASSOCIATED, ACTIN-DEPENDENT chromatinienne, elle fait partie d’un
REGULATOR OF CHROMATIN, SUBFAMILY E, complexe qui permet le relachement de
MEMBER 1 la chromatine nécessaire a la
transcription

ND : non déterminé

I1- Recherche d’une approche innovante par biopsie liquide : ADN circulant et biopsies

liguide

La détermination du génotype peut, comme c’est le cas dans les différentes études citées

précédemment, se faire par I’étude d’un morceau de la tumeur.

Cependant, la mise en évidence dans le sang circulant de I’ADN issu de la tumeur, comme

c’est déja le cas dans d’autre pathologie tumoral avec la détection de mutation de résistance

aux inhibiteurs de tyrosine kinase (recherche de la mutation T790M de ’EGFR) dans les

cancers du poumon lorsque la biopsie tissulaire n’est pas réalisable ou non contributive, est

théoriquement possible du fait de leur localisation hors de la barriere hémato-encéphalique.
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1- ADN circulant : Généralité

Depuis les travaux de P. Mandel et P. Métais en 1948, il est clairement établi que le sang
véhicule une petite quantité d’acides nucléiques extracellulaires provenant de la libération de
matériel génétique par les tissus : I’ADN circulant. Ces fragments circulent en partie sous
forme de complexes nucleoprotéiques formés d’ADN et d’histones (les nucléosomes) ou
adsorbés a la surface des hématies. Il s’agit de petits fragments double-brin d’une taille
moyenne de 150 pb, (correspond & la taille d’un fragment d’ADN enroulé autour d’un
octamére d’histones formant le nucléosome). La demi-vie de I'ADN circulant est de moins de
deux heures avant qu'il soit filtré et éliminé de la circulation sanguine par la rate, le foie et les
reins. Son origine n’est pas encore parfaitement élucidés mais serait liés & 3 phénomeénes :

I’apoptose, la nécrose et dans une moindre mesure la sécrétion active.
Chez les individus sains, la libération d’ADN circulant serait consécutive a 1’apoptose
cellulaire, tandis que dans les tissus cancéreux, l’activité nécrotique s’ajouterait a ce

phénomene et conduit a la présence de fragments de plus grande taille (voir figure 6). [55-56]

Figure 6: Représentation de ’origine de I’ADN circulant chez un individu a partir d’un tissu

cancéreux. Assessment of DNA Inteqgrity, Applications for Cancer Research, Eleonora Zonta
et al. 2015 [59]
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Bien qu’il n’existe pas de méthode standardisé pour mesurer la concentration plasmatique en

ADN circulant, toutes les études s’accordent a dire que I’on trouve de I’ADN circulant en
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moindre quantité chez les individus sains et que son augmentation peut étre liée a différentes
situations physiologiques ou pathologiques : AVC et infarctus myocardique, exercice
musculaire intensif, insuffisance rénale aigué, cytolyse hépatique, traumatismes, chirurgie,

cancer.

Le génotypage tumoral joue aujourd’hui un rdle clé dans la prise en charge des patients
atteints de cancers. Il est probable que le développement des méthodes de séquencage haut
débit permette d’aller plus loin dans la classification, la définition du pronostic, le suivi et
I’identification de cibles thérapeutiques [57]. Une des sources potentielle de cet ADN tumoral
peut étre I'ADN circulant avec une fraction allélique allant de 0.01% a plus de 50% dans les
cancers métastatiques [58].

2- Biopsie liguide

La biopsie liquide désigne toute analyse permettant d’obtenir une information sur une tumeur
solide a partir d’un prélevement liquide. Elle peut étre par exemple I’étude du génotype
tumoral par une analyse de ’ADN tumoral circulant a partir d’un échantillon plasmatique.
Cela présente de nombreux avantages en comparaison avec une biopsie tissulaire classique :

e prélévements peu invasifs et sans risque

e pouvant étre répétés dans le temps

e représentatifs de la tumeur en s’affranchissant de 1’hétérogénéité tumorale
Mais I’étude de I’ADN circulant tumoral nécessite une bonne maitrise des facteurs pré-

analytiques et des techniques moléculaires ultra-sensibles (voir tableau 6) [55].

36



Tableau 6 : tableau récapitulatif des différentes technologies moléculaires ultra-sensibles

existantes, utilisables pour I’étude de I’ADN circulant tumoral et de leur sensibilité. Modifié

de Circulating Cell-Free DNA: The Blood Biopsy in Cancer Management, Jennifer L

McLarty et al. [60]

Technologies

ARMS-PCR 1%
(Amplification
Refractory

Mutation

System)

Clamping PCR 0.1-1%

castPCR 0.1-1%
(Competitive
Allele-Specific

TagMan PCR)

ICE COLD-PCR
(Improved &
Complete
Enrichment CO-
amplification at
Lower
Denaturation
temperature)

0.1-1%

BEAMing 0.01 %
Digital PCR

(Beads,

Emulsions,
Amplification

and Magnetics)

Droplet Digital <0.1%
PCR

NGS (Next- 1-5%
Generation

Sequencing)

Sensitivity | Principe général de la méthode

Il s’agit d’une technique ciblée, qui utilise des amorces spécifiques pour I'amplification
de I'ADN. Chaque amorce est complémentaire d'une séquence localisée a chaque
extrémité de la région chromosomique a amplifier. La subtilité de la technique ARMS
réside dans le fait qu'elle utilise une amorce dont la derniére base correspond
exactement au site de mutation. Si cette derniére base est celle de la séquence
normale, la réaction ne surviendra qu'avec un ADN normal ; si la derniére base est
celle de la séquence mutée, la réaction ne surviendra que si I'ADN porte cette
mutation.

Il s’agit d’une technique ciblée, qui utilise des PNA (peptide nucleic acid) qui
reconnaissent et se lient a leur séquence d’acides nucléiques complémentaire avec
une grande stabilité thermique. Au moment de I'amplification par PCR, si la séquence
d’ADN est parfaitementhomologue au PNA, I'amplification de cette séquence sera
bloquée (clamping).

Il s’agit d’'une technique ciblée, qui repose sur le principe de la PCR en temps réel par
hydrolyse de sondes, en utilisant une amorce alléle-spécifique pour la détection des
alléles mutants et un oligonucléotide bloqueur pour supprimer l'alléle sauvage.

Il s’agit d’une technique d’enrichissement non ciblée, qui utilise |a différence de
température de fusion entre deux amplicons (Tm). Une variation ou un
mésappariement d'un seul nucléotide a n'importe quelle position le long d'une
séquence d'ADN double brin fait varier le Tm. Juste en dessous du Tm, il existe une
température de dénaturation critique (Tc) dans laquelle |'efficacité de la PCR chute
brusquement du fait du nombre limité d* amplicons dénaturés. Cette différence dans
|'efficacité de la PCR, a des températures de dénaturation spécifiquement définies,
peut étre utilisée pour enrichir sélectivement les alléles minoritairestout au long de la
PCR.

Il s’agit d’'une technique ciblée, qui est réalisée en 4 étapes, pré-amplification, PCR en
emulsion, hybridation et cytomeétrie en flux. Il s'agit d’une technique de PCR sur
molécule d’ADN fixée sur bille magnétique sur laguelle se trouve les amorces
spécifiques du géne d’intérét. La PCR est réalisé sur les billes en émulsion, puis des
sondes fluorescentes spécifiques de |la séquence sauvage ou de la mutation, sont
ajoutées et vont s’hybrider & 'ADN amplifié. Le détection de fluorescence et la
quantification du nombre de billes contenant ’ADN muté, se fait par cytométrie de
flux.

Il s'agit d’une technique ciblée, ou I'échantillon a analyser est émulsionnéen
gouttelettes. Chaque molécule d’/ADN (mutée et sauvage) est répartie au hasard dans
les gouttelettes. Les gouttelettes sont ensuite déposées sur une plague et 'ADN est
amplifié, une sonde fluorescente spécifique de l'alléle sauvage et de I'alléle mutée est
ensuite hybridée dans chaque gouttelette. Chaque gouttelette produit un signal
fluorescent indiquantsi la mutation cible est présente ou non. Un logiciel insére la
fraction des gouttelettes positives dans une distribution de Poisson, et déterminela
concentrationinitiale de la cible sous forme de nombre de copies.

Il s’agit d’une technique non ciblée. Le NGS repose sur |la génération massive de
données de séquences obtenues par des cycles successifs d’incorporation de
nucléotides, et 'émission de signaux qui sont ensuite convertis en information de
séguence.
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Actuellement, les biopsies conventionnelles sont encore indispensables pour poser le
diagnostic initial d'un cancer, en définir le stade, étudier I'environnement tumoral. Cependant
dans le management du patient, la biopsie liquide a partir d’ADN circulant permet de suivre
I'efficacité thérapeutique précocement et 1’apparition de clones résistants, ainsi que les
récidives tumorales. Enfin, chez les patients pour lesquels une biopsie classique ne peut étre
envisagées, du fait d’'un mauvais état général ou d’une localisation tumorale complexe
(poumon et os principalement), la biopsie liquide apparait comme une alternative prometteuse

tant au moment du diagnostic que du suivi.
Du fait de la nécessité a réaliser un biopsie pour poser le diagnostic de certitude des

méningiomes, et de leur localisation intra cranienne critique imposant un geste biopsique tres

invasif, nous avons envisagé d’étudier la faisabilité d’une biopsie liquide dans ces tumeurs.

[11- Objectifs :

La définition de nouveaux marqueurs biologiques dans les méningiomes serait d’une grande
utilité pour préciser les caractéristiques de la tumeur et proposer des options thérapeutiques
adaptées. En effet, bien que la majorité de ces tumeurs soit classée de grade I, leurs
agressivités demeurent imparfaitement évaluées avec une récidive possible méme apres
résection chirurgicale complete, posant particulierement probléme en cas de découverte
fortuite d’un méningiome asymptomatique ; et leur localisation cérébrale impose un suivi

grossier par I’imagerie.

Ces dernieres années, les connaissances dans les caractéristigues moléculaires  des
méningiomes ont considérablement progressé notamment par 1’utilisation de nouveaux outils
technologiques, laissant émerger de potentiels nouveaux marqueurs biologiques.

Cependant, le manque de corrélation génotype phénotype et la nécessite d’acces au tissu

tumoral reste un frein a I’utilisation de ces marqueurs.
Dans ce contexte, il nous a donc semblé intéressant d’étudier par sequencage haut débit une

cohorte de méningiomes bien caractérisés sur le plan phénotypique et de tester une nouvelle

approche non invasive dans I’étude de ces marqueurs.
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Notre étude se déroulera en deux temps :

Dans un premier temps, nous allons caractériser les anomalies moléculaires d’une
série de méningiomes bien caractérisés sur le plan phénotypique, dans des genes
d’intéréts précédemment sélectionnés par une analyse bibliographique. Ce travail sera
fait sur du tissu congelé puis sur du tissu en paraffine dans 1’objectif d’une étude de
faisabilit¢ en pratique clinique. Nous tenterons également d’établir des corrélations

génotype - phénotype.
Dans un second temps, nous evaluerons la faisabilité de la biopsie liquide a partir de

I’ADN circulant plasmatique issus de patients porteurs de méningiomes, et tenterons

d’étudier sa cinétique avant et apres chirurgie.
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3 eme

partie : Matériels et Méthodes

I- Matériel :

1- Patients

L’¢tude a été menée de facon rétrospective sur 11 patients dont le diagnostic de méningiome
avait été posé a 1’hopital de la Timone entre octobre 2010 et mai 2015 avec les différents
paramétres cliniques déja établis. En paralléle, nous avons constitué une cohorte de 27
patients dont le diagnostic de méningiome a été posé a I’hopital de la Timone entre juin 2016
et février 2017, et pour lesquels nous disposions en paralléle de biopsie liquide (cf ci-
dessous). Cette série sera nommée cohorte Timone.

L’étude a également été menée sur une cohorte de 17 patients issus de 1’étude clinique
CEVOREM (PHRC : étude de phase Il), porteur de méningiomes particulierement agressifs,
en échec thérapeutique pour lesquels un traitement par évérolimus et octréotide est teste.

Cette série sera nommée cohorte CEVOREM.

2- Recueil de données clinigues

L’ensemble des informations pour les patients diagnostiqués a la Timone, a été obtenu a partir
des dossiers médicaux mis a disposition par le service de Neurochirurgie de la Timone, par le
serveur Axigate de I’APHM (Assistance publique des hdpitaux de Marseille) et directement
par les médecins prenant en charges ces patients (T. Graillon).
Nous avons recueilli pour chaque patient les parameétres cliniques suivants :

e Sexe et 4ge au diagnostic

e Localisation cérébrale

e Grade OMS

e Sous type histologique

e Valeur du Ki-67

e Nombre de mitoses par champs

e Présence d’atypie cellulaire

e Neécrose

e Envahissement osseux et envahissement du parenchyme cérébral
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e Présence d’cedéme

e Récidive et localisations multiples

3- Matériel

Nous disposons pour la cohorte Timone de 38 tumeurs qui ont été collectionnées et congelées
a — 80°C par I’équipe SIGNET au CRN2M, griace a une collaboration avec le service de
neurochirurgie du Pr DUFOUR.

Nous disposons également pour les 27 patients dont le diagnostic de méningiomes a été posé
entre juin 2016 et février 2017, de deux prélevements sanguins réalisé sur tube Cell-Free
DNA Collection Tube de Roche, a J-1 et entre J+4 ou J+5 de la chirurgie, associés a ces
tumeurs, dont le plasma et la couche leuco-plaquettaire, ont été congelés a — 80°C, apres
double centrifugation.

Enfin, grace a une collaboration avec le Dr Thomas GRAILLON, nous disposons du matériel
tumoral fixé en paraffine (2 lames FFPE) pour 17 patients de 1’étude clinique CEVOREM
(cohorte CEVOREM).

- Méthodes

Par une étude bibliographique effectuée précédemment, nous avons choisi de séquencer par
haut débit un panel de génes comprenant13 genes (voir tableau 5 — Partie 2), et de rechercher

de large délétion du géne NF2 par PCR en temps réel en multiplex.

1- Préparation des échantillons :

a- Extraction de I’ADN

A partir des tumeurs congelées : extraction de I’ADN tumoral : par le kit d’extraction
manuelle QiaAmp DNA kit, selon les recommandations du fournisseur puis conservation a -

80°C avant analyse.

A partir du matériel tumoral fixé en paraffine : extraction de I’ADN tumoral :

déparaffinisation des tissus avec la Deparaffinization Solution de QlAgen, puis extraction par
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le kit d’extraction manuelle QlAamp DNA FFPE Tissue Kit, selon les recommandations du

fournisseur, puis conservation & -80°C avant analyse.

A partir du sang : double centrifugation (3000 rpm pendant 10 min puis séparation du plasma
et de la couche leuco-plaquettaire et centrifugation de plasma a 4500 rpm pendant 10 min).
Extraction de I’ADN circulant & partir de 2 ml de plasma : extraction manuelle selon les
recommandations du fournisseur avec le kit QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit de Qiagen
puis conservation de I’ ADN extrait a -80°C avant analyse.

Extraction de la couche leuco-plaquettaire sur 1’automate QIAsymphony de Qiagen avec le

protocole DNA_Buffy_Coat 200 V7_DSP, puis conservation a -80°C avant analyse.

b- Quantification et qualification de ’ADN :

Aprés extraction les ADN sont quantifiés par fluorométrie sur le Qubit a 1’aide du Qubit®

dsDNA HS Assay Kits, selon les recommandations du fournisseur.

La pureté de tous les ADN est évaluée a I’aide des rapports A260/A280 et A260/230 par
spectroscopie UV (Nanodrop).

La qualitt de I'ADN tumoral et circulant a été controlée a 1’aide d’une plateforme
microfluidique (2100 Bioanalyzer de Agilent Technologies) avec le kit Agilent High
Sensitivity DNA pour I’ADN circulant et I’ADN tumoral de tumeurs fixées en paraffine, et le
kit Agilent DNA 1000 pour I’ADN tumoral, selon les recommandations du fournisseur.
Le kit Agilent High Sensitivity DNA permet d’évaluer la qualit¢ des ADN faiblement
concentrés (de 5 a 500 pg/ul) et le kit Agilent DNA 1000 permet d’évaluer la qualité des
ADN a concentration standard (de 0.1 a 50 ng/ul).
Nous utiliserons cette technologie, avec les Kits appropriés, pour :

e évaluer la dégradation (fragmentation de I’ADN) des ADN extraits des tumeurs

e ¢valuer la pureté (absence d’ADN de haut poids moléculaire) des ADN circulants

e quantifier et qualifier nos librairies de sequengage haut débit.
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2- Technique d’étude du profil mutationnel des tumeurs et de I’ADN circulant par

séquencage haut débit

Nous utiliserons le kit de séquencage haut débit: QIAseq targeted DNA qui permet
I’élaboration de librairies ciblées sur un panel de génes choisi, et marquées par des codes-

barres moléculaires.

a- Principe générale de la méthode

Le principe du kit QIAseq targeted DNA est I’introduction de séquences uniques (constitués
de 12 nucléotides), appelé code-barres moléculaire, qui vont étre attachées a chaque molécule
d'ADN originale avant toute amplification. Ainsi des molécules d’ADN de méme origine
(résultat de I’amplification par PCR) porteront donc le méme code-barres.

Ces codes-barres moléculaires vont permettre d’augmenter la sensibilité de détection des
variants de séquence en permettant, au moment de I’analyse des séquences, de discriminer des
molécules d’ADN d’origines différentes, qui porteront des codes-barres différents. 1ls vont
également permettre de discriminer un variant artéfactuel qui sera présent sur une partie
seulement des sequences portant un méme code-barres ; d’un véritable variant de séquence,

qui sera présent sur I’ensemble des séquences portant le méme code-barres (voir figure 7).

Figure 7 : Schéma illustrant ’intérét de 1’utilisation de codes-barres moléculaires dans les

technologies de séquencages haut débit, pour limiter les variants artéfactuels. Modifié de
OlAseq™ Targeted DNA Panel Handbook, Mai 2017.

WT Mutant
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l MB attachment
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1 Amplification

-
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False variant is present in some True variant is present in all
fragments carrying the same MB fragments carrying the same MB

En jaune et en vert : deux codes-barres moléculaires différents
Etoile rouge : variant de séquence
Etoile bleu : variant artéfactuel
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b- Préparation des librairies de séquencage haut débit

L’élaboration du design de la librairie se fait en ligne a partir du site internet de Qiagen
(https://www.qgiagen.com/fr/shop/genes-and-pathways/custom-products/custom-array-
products/giaseq-targeted-dna-panels), a partir du nom des génes ou des coordonnées
génomiques des régions d’intéréts.

Les amorces de séquencage ont été sélectionnées afin de couvrir théoriquement 99% des
régions codantes (exons) et des régions introniques flanquantes (30 pb de part et d'autre des
exons) des 13 genes sélectionnés pour notre panel soit un total de 24 486 pb, pour 362

amorces.

La préparation des librairies de séquencage se déroule en cing grandes étapes réparties sur 3

jours (voir figure 8), a partir d’une prise d’essai maximum de 15uL.

Figure 8 : Hlustration des différentes étapes d’élaboration de la librairie de séquencage haut
débit avec le kit QlAseq targeted DNA. Modifié de Ol4seq™ Targeted DNA
Panel Handbook, Mai 2017.

DA
' Etape 1 : fragmentation de 'ADN

5 x ol - Jour1l
! Etape 2 : ligation : ajout des codes-
I barres moléculaires
. .
\ <
'.:\r M. \ 5|
Etape 3 : targted PCR : amplification des
+ régions d'intéréts
3 — r ~ lour2

!
/

Etape 4 : universel PCR : amplification

v de la librairie -
5 1r —
— —
v Etape 5 : séquencage haut débit :
= — Mormalisation et pool des librairies, _ Jour 3
T L — puis séquencage

Premiere étape : Fragmentation

Fragmentation de I'ADN de facon aléatoire par des endonucléases fournies dans le kit, & une
température de 32°C. Inactivation des endonucléases a 65°C.
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Une étape de réparation des extrémités (end-réparation) de I’ADN, et l'incorporation de
désoxyadénosine-monophosphate (dAMP) sur l'extrémité 3 ' des fragments d'’ADN (A-
addition) est réalisé en parallele afin de préparer 1’étape de ligation.

Deuxieme étape : Ligation

Avant toute amplification d’ADN, chaque molécule d'ADN originale est attachée en son
extrémité 5°, & une séquence unique, appelé codes-barres moléculaires, constitué de 12
nucléotides (ou UMI : unique molecular index, en bleu sur la figure 9), a une température de
20°C, grace a un adaptateur (appelé séquence commune, en jaune sur la figure 9) et une DNA
ligase. Ce code-barres moléculaire est attaché a 1’amorce de séquencage haut débit Read 2
sequencing primer (Read 2 sequencing primer site en rose sur la figure 1), a I’adaptateur de
séquencage haut débit P7, ainsi qu’aux index 17 servant a 1’indentification des échantillons
pour permettre un multiplexage (voir figure 9).

Une étape de lavage par billes magnétiques et éthanol est ensuite réalisée sur une plaque
magnétique pour purifier ’ADN et enlever les dimeres d’adaptateurs. L’ADN est ensuite

congelé a — 20°C.
Cette ¢tape permet d’intégrer un code-barres moléculaire a chaque molécule d’ADN, et
d’intégrer pour chaque ¢échantillon les amorces de séquencage haut débit Read 2 sequencing

primer, les adaptateurs de séquengage haut débit P7, ainsi qu’a un premier index I7.

Troisieme étape : Targeted PCR :

Les molécules d’ADN sont soumises a plusieurs cycles de PCR en utilisant :
e des amorces spécifiques des régions d’intéréts (GSP : gene specific primer en rouge
sur la figure 9) reliées a I’amorce de sequencage haut débit Read 1 sequencing primer,
e et des amorces IL-Forward, complémentaires a 1’adaptateur de sequencage haut débit
P7.
Une étape de lavage par billes magnétiques et éthanol est ensuite réalisée sur une plaque

magnétique pour purifier I’ADN et enlever les diméres d’amorces.

11 s’agit d’une étape d’enrichissement des régions cibles par PCR. Cette étape permet a la fois
d’amplifier les régions d’intéréts et d’intégrer la seconde amorce de séquencage haut débit
Read 1 sequencing primer, mais aussi d’amplifier les molécules d’ADN ayant intégré un

code-barres moléculaire.
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Quatriéme étape : Universal PCR

Les molécules d’ADN sont soumises a plusieurs cycles de PCR en utilisant
e des amorces complémentaires a 1’amorce de séquencage haut debit Read 1
sequencing primer, relié au second adaptateur de séquencage haut débit P5 ainsi
qu’aux indexes 15,
e ct des amorces complémentaires a I’adaptateur de séquencage haut débit P7.
Une étape de lavage par billes magnétiques et éthanol est ensuite réalisée sur une plaque

magnétique pour purifier I’ADN et enlever les diméres d’amorces.

Cette étape permet a la fois d’amplifier la librairie, et d’intégrer le second adaptateur de
séquencage haut débit P5 et le second index I5 servant a 1’indentification des échantillons

pour permettre un multiplexage.
Les librairies sont ensuite, aprés une dilution au dixieme, qualifiées, et quantifiées en nM a

I’aide du Bioanalyzer 2100 avec le kit Agilent High Sensitivity DNA, par intégration

manuelle des pics de 1’¢électrophorégramme.

Figure 9 : Structure d’un fragment issu de la technologie Qiaseq Targeted DNA.

Modifié de “Detecting very low allele fraction variants using targeted DNA sequencing and a

novel molecular barcode-aware variant caller’” Xu et al. BMC Genomics (2017)

Universal PCR Target PCR
3!
Read 1 start Read 2 start
P5 sequence Genespecific Common sequence P7 sequence
(29nt) Read 1 sequencing Primer (11nt) Read 2 sequencing (24nt)

T 1 | T
-

7’
15 sample index 17 sample index 5
(8nt) Sample DNA Molecular (8nt)

fragment barcodes (12nt)

Ligation
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Les étapes durant lesquelles sont intégrés les différents éléments constitutifs du fragment sont

indiquées en rouge.

Cinguiéme étape : Séquencage haut débit.

Les librairies sont diluées a 4nM et multiplexées. Ce pool est ensuite dénaturé a la soude 0.2N
et dilué a une concentration finale de 8pM et, suivant le protocole d’Illumina : MiSeq System

Denature and Dilute Libraries Guide.
Les librairies sont ensuite séquencées en paired-end sur le Miseq d’Illumina, en utilisant la
chimie du Miseg-V2 300 cycles, et un adaptateur de séquencage Qiagen fourni dans le Kit :

QIAseq A Readl Primer I. Les séquences générées a analyser font 150 nucléotides.

Lors de la préparation des libraires a ’aide du kit Qiaseq targeted DNA, nous avons suivi les

recommandations du fournisseur avec quelques ajustements exposé dans le tableau suivant :

Tableau 7 : Quantité d’ADN et nombre de cycle Universal PCR appligués pour la préparation

des librairies :
souhaitée pour la prise d’essai
Tumeur congelée 40 ng 19
Tumeur fixée en paraffine 100 ng 23
Plasma 40 ng 21

c- Outils bio-informatiques :

Génération des données de séquencage haut débit :

Les données brutes issues du Miseq d’Illumina sont des fichiers .fastq. Le format FASTQ est
un format de fichier texte permettant de stocker a la fois des séquences nucléiques et les
scores de qualité associés. Ces données sont ensuite envoyees sur le pipeline d’analyse en
ligne giaseg-targeted-dna-custom-panels-analysis-center développé par SABiosciences. Ce
pipeline travail en 6 étapes a partir des fichiers .fastq (voir figure 10).
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Smcounter est un algorithme qui va générer les variants de séquence. Il a été déeveloppé pour
détecter des variants d’une fréquence allélique de 1 % avec 90% de sensitivité et un taux de
faux positifs inférieur a 20 par Mégabases. Pour cela il fonctionne a partir d’un modéle
statistique (modele probabiliste bayésien) et par 1’application de différents filtres (qualité et
alignement principalement) pour réduire davantage les faux positifs. Dans un premier temps
un index de prédiction est calculé a partir du nombre moyen de codes-barres moléculaires
intégré a 1’échantillon couvrant une base de la région d’intérét. Dans un second temps a partir
du nombre de code-barres moléculaire, un indice de prédiction d'alléle est calculé pour
chaque alléle, représentant la probabilité que l'allele existe dans au moins une molécule
d'ADN, en une position de la région d’intérét. Si l'indice de prédiction d'allele dépasse I’index
de prédiction précédemment calculé, cet alléle est considéré comme un variant candidat. Les

variants candidats seront ensuite gardés s’ils passent les filtres de post-traitement.
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A la fin de ’analyse sur ce pipeline, les données sont récupérées sous forme de 5 fichiers :

e .BAM et .BAI (fichier binaire qui indexe un fichier BAM, on peut le voir comme une
table des matieres, qui servirait aux outils de visualisation afin d’accélérer I’affichage
des données contenues dans un fichier BAM), qui regroupe les données d’alignement
des séquences par rapport aux sequences de référence,

e .VCF (variant calling format), qui regroupe les données sur les variants de séquence,

e .BEDGRAPH (Browser Extensible Format graph) qui regroupe les données de
couverture,

e ainsi qu’un document feuille de calcul qui regroupe les données générales de

I’analyse.

Analyse et interprétation des données

L'analyse de couverture des genes séquencés est faite sur le logiciel VarAFT (Variant
annotation and filtering tool). Les données obtenues ont été annotées selon la nomenclature
HGVS en utilisant comme référence la version GRCh37/hg19 du génome humain et la base
de données de polymorphismes connus dbSNP137, ainsi que la base de données COSMIC
(Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer) qui recense les mutations somatiques
rencontrées en cancérologie. Afin de faciliter I’identification de variants pathogenes, nous
avons utilisé le logiciel VariantStudio qui ajoute aux données obtenues, des informations
d’annotations supplémentaires comme les prédictions de pathogénicité basé sur les
algorithmes SIFT (Sort Intolerant From Tolerant human Protein) et Polyphen2
(Polymorphism Phenotyping v2) et également la base de données ClinVar (Clinvar est une
ressource publique qui contient des informations sur les mutations génétiques des maladies
rares provenant de douzaines de bases de données). Ensuite, le programme UMD-predictor a
été utilis€ pour analyser I’effet potentiellement pathogeéne des variations et le programme
Human Splicing Finder (HSF) a été utilisé pour 1’analyse de l'effet potentiellement déléteére
sur I'épissage. Enfin les variants retenus sont ensuite contrdlés sur Integrative Genomics
Viewer (IGV, Broad Institute of MIT and Harvard), un logiciel permettant la visualisation des
fichiers BAM (et la profondeur de lecture du variant), et comparés aux données de la

littérature.
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3- Technique d’étude du profil mutationnel des tumeurs par analyse du nombre de copie

du géne NF2 par PCR en temps réel.

a- Analyse du nombre de copie du géne NF2 par PCR en temps réel par hydrolyse de

sondes - Tagman assay

L’analyse du nombre de copie du géne NF2 est effectu¢ a I’aide d’un essai commercial
TagMan® Copy Number Assays (réf : HS00918833-CN) suivant le principe de PCR en temps
réel par hydrolyse de sondes en multiplex. La sonde utilisée est congu pour s hybrider a la
jonction intron 11 et exon 12 du gene NF2.

Le gene de référence utilisé est RNAse P, (sonde fournie dans le kit) et un calibrateur (ADN
constitutionnel normal) est utilisé a chaque réaction. La réaction de PCR en temps réel est

faite sur I’automate ViiA 7 Real-Time PCR System de Applied Biosystems™,
Chaque analyse est réalisée en triplicata, suivant les recommandations du fournisseur. En cas

de variation du nombre de copie du gene NF2, le caractere somatique sera confirmé par

I’étude de I’ADN extrait de la couche leuco-plaquettaire lorsque cela est possible.

b- OQutils bio-informatigues :

Les données sont collectées en temps réel par le logiciel Applied Biosystems CopyCaller ™.
Chaque réplicat est normalisé par rapport a la référence (RNaseP) pour obtenir un

A Ct (FAM dye Ct - VIC dye Ct, avec FAM dye correspondant au géne NF2 et VIC dye au
géne de référence RNase P). Puis une moyenne A Ct est calculée pour chaque échantillon (a
partir des 3 réplicats). Chaque échantillon est ensuite normalisé par rapport au calibrateur
pour déterminer AA Ct (A Ct échantillon - A Ct calibrateur). La quantité relative (RQ) du gene

NF2 par rapport au géne RNaseP est égale 3 2 ~**

, et le nombre de copies du gene NF2 est
égale a 2 X RQ. Lors de I’interprétation des résultats, un écart maximum de 20 % est tolére,

selon les recommandations du fournisseur.
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Tableau 8 : Interprétation du nombre de copie du géne NF2 en fonction de la valeur des RO

selon les recommandations du fournisseur.

NF2

0,3-0,7 1 Délétion
0,8-1,2 2 Normal
1,3-1,7 3 Duplication

4- Corrélation génotype-phénotype : Outils statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées sur le logiciel Prism 5 Software (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Pour I’analyse clinico-moléculaire statistique de notre
cohorte nous avons utilisé un test d'indépendance du > adapté aux petites séries. Les p values

inférieures a 0.05 étaient considérées comme significatives.

52



4 eme partie : Résultat

I- Présentation des cohortes de patients :

Les données cliniques, biologiques et anatomopathologiques, sont exposées dans les tableaux
9 et 10.

La cohorte de patients dont le diagnostic a été porté a 1’hdpital de la Timone (cohorte Timone)
est constituée de 33 femmes pour 5 hommes, soit 87%, avec un 4ge moyen au diagnostic de
55 ans. Cette cohorte comprend 24 tumeurs de grade | (63%), 14 tumeurs de garde Il (37%) et

aucune tumeur de grade I11.
La cohorte de patients issus de I’étude clinique CEVOREM (cohorte CEVOREM), est

constituée de 9 femmes pour 8 hommes. Cette cohorte comprend 2 tumeur de grade | (12%),
9 tumeurs de grade 11 (53%) et 6 tumeur de grade 111 (35%).
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Tableau 10: Données clinigues, biologiques et anatomopathologiques de la cohorte
CEVOREM

Numéro de la [Grade OMS  [Données Anti Ki-67 % |Localisation Sexe

tumeur histologique

101 I Atypique 10% Convexité F

104 I Méningothélial - {20% Convexité F

atypique

105 i Rhabdoide 25% Convexité et faux |M

106 I Atypique 5% Convexité F

107 I Meéningithélial 5% Petroclival F

108 I Meningothélial -  [20% Convexité et base |F

atypique du crane

109 I Psammomateux [20% Convexité et intra- |F
ventriculaire

110 I Atypigue 30% Convexité et base |F
du crane

301 ] Atypigque 15% Convexité et fosse |M
postérieur

302 ] Atypique 30% Fosse postérieur M

304 i Atypigue 30% Convexité M

305 Il Anaplasique 30% Convexité et fosse |M
postérieur

306 i Anaplasique 30% Convexité M

307 I Atypigue 10% Convexité M

308 i Anaplasique 30% Convexité F

309 I Atypigue 15% Convexité M

310 i Atypique 25% Convexité F

- Validation technigue des séquencages haut débit :

Au cours de 1’étude nous avons reéalise six sequencages hauts débit pour analyser 38 tumeurs
congelées, 17 tumeurs fixées en paraffine et 8 ADN circulants. L’analyse des données de
séquengage haut débit nécessite une validation technique préalable afin d’évaluer la qualité du

séquencage et la qualité des séquences produites.

1- Evaluation de la qualité des séquencages haut débit a partir des données brutes :

Les parametres de validation technique des données brutes (dont les valeurs sont

recommandées par lllumina) des cing séquencages haut débit, sont listés dans le tableau 11.
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Elles sont fournies directement aprés le fin du séquencage par I’automate Miseq lui-méme et

visualisable par le logiciel Miseq reporter.

Tableau 11 : Paramétres de validation technique de 1’analyse primaire des données NGS issu

du Miseq d’Illumina

PARAMETRES S5eq 1 Seq 2 Seq 3 Seq 4 Seq5: Valeurs
ADN FFPE attendues
circulant recommandées

par lllumina

% de clusters

passant le filtre 88,00 82,11 96,18 97,97 a7 Supérieur a 87 %
(PF)
Densité d 900 k/mm2
nstte ce 1441 1527 793 518 673
clusters +-300 k/mm2
% == Q30 Read 1 93,21 93,01 97,49 98,3 497,38 supérieur a 90 %
% == Q30 Read 4 88,07 26,4 a4 96,19 94,73 superieur a 85 %
Score qualité
moyen sur le 90,8 89,7 95,7 97,2 96 supérieur a 87 %
sequencage (%)
Nombre
d'échantillons 15 16 14 8 15

Définition d’un cluster : environ 1000 copies d’un méme brin d’ADN sur 1 micron de la
flowcell, équivaut a une seule séquence.

PF : filtre de chasteté, appliqué aux 25 premiers cycles (= 25 premieres bases lues),
correspond au rapport (C) entre l'intensité de la base la plus forte et la somme des deux
intensités des bases les plus fortes. Si C < 0,6 pour plus de une base au cours des 25 premiers

cycles alors le cluster est filtré et ne sera donc pas analyser par la suite.

CHASTITY formula
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Les deux premiers séquencages que nous avons effectués présentent une densité de clusters
¢élevée, associée a une baisse du score de qualité (Q30) du a une trop grande quantité¢ d’ADN
initiale, cependant le score qualité moyen des séquences de chaque échantillons effectuée a

I’aide du logiciel FASTQC, permet 1’analyse secondaire des données.

2- Evaluation de la qualité des séquences produites a partir des données brutes : analyse

du score de qualité des séquences :

L’analyse du score de qualité des séquences est effectuée a 1’aide du logiciel FASTQC (voir
figure 11) pour chague échantillon a partir des fichiers .fastq produit par I’automate Miseq.
Toutes les séquences que nous avons obtenues, présentent une médiane supérieure a un score

de 30 (bonne qualité).

3- Evaluation de la qualité des séguences produites aprés analyse par le pipeline

d’analyse bio-informatique :

Le pipeline d’analyse fourni des informations quant a la qualité de séquence, notamment sur
la profondeur de lecture moyenne et le nombre de codes-barres moléculaires intégré par
I’échantillon qui dépendent de la qualité et de la quantit¢é d’ADN initial. Ces 2 parametres
permettent d’avoir une vision générale de la qualité des différentes manipulations, de
comparer les manipulations entre elles et de comparer les manipulations sur les différents
types de matériels utilisés.

La profondeur de lecture moyenne pour chaque échantillon est de 4519 x (de 735 x a 11169 Xx)
pour les tumeurs congelées, de 2 922 x (de 951,91 x a 6 938,91 x) pour les tumeurs fixées en
paraffine et de 2 283 x (de 1 623,72 x a 3 559,13 x) pour les ADN circulants.

Le nombre de codes-barres moléculaires intégrés pour chaque échantillon est en moyenne de
330 972 (de 960 447 a 60 888) pour les tumeurs fraiches congelées, de 31 013 (de 71 081 a
877) pour les tumeurs fixées en paraffine et de 91 195 (de 15 556 a 267 701) pour les ADN

circulants.
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Le pipeline d’analyse fourni également le nombre moyen de codes-barres moléculaires intégré
a 1’échantillon couvrant une base de la région d’intérét. Ce paramétre rend compte
directement de la sensibilité de la technique et de la capacité a détecter des variants de faible
fréquence allélique, car il rentre dans le calcul de I’estimation de la fraction allelique
minimale détectable. Le nombre moyen de codes-barres moléculaires intégré a 1’échantillon
par base situé dans une région d’intérét est en moyenne de 1035,53 (208,79 a 2815,57) pour
les tumeurs congelées, de 205,96 (16,56 & 702,92) pour les tumeurs fixées en paraffine et de
112,91 (54,4 a 215,19) pour les ADN circulants (I’ADN Mc2, ayant une valeur de 3.12, a été
exclu). Selon les recommandations du fournisseur, un nombre moyen de codes-barres de 589
assure une sensibilité de 90 % pour la détection de variants de fréquence allélique de 5 %, et
2167 pour la détection de variants de fréquence allélique de 1 % (voir annexe).

L’ensemble des données de 1’analyse primaire fournie par le pipeline bio-informatique issues

des différents séquengages par échantillon est disponible en annexe.

I1l- Etude de la cohorte Timone :

1- Analyse du nombre de copie du géne NF2 :

Par PCR en temps réel, une délétion du géne NF2 a été mise en évidence dans 14 tumeurs et
une duplication dans une tumeur, soit au total 39 % des échantillons examinés (15/38).
L’ADN constitutionnel issu des globules blancs de 9 tumeurs a également été étudié¢ afin de
verifier le caractére somatique de ces délétions et de la duplication (voir tableau 12).

Parmi les 14 tumeurs présentant une délétion du nombre de copie du géne NF2, il est
intéressant de noter qu’il y a autant de tumeurs de grade | (7/24 tumeurs) que de grade Il (7/14
tumeurs), la tumeur présentant une duplication est une tumeur de grade |. Au total, aprés
I’analyse par séquencage haut débit, 7 tumeurs (18%) n’avaient qu’une délétion du gene NF2

sans mutation associée.
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Tableau 12 : Résultat de 1’analyse du nombre de copie du géne NF2 de la cohorte Timone :

Sample Name RQ Interprétation Numéro ADN RQ ADN
constitutionel constitutionnel
associé associé
Calibrateur 1.00 Normal
M22 0.63 Délétion
M24 0.93 Normal
M25 0.96 Normal
M 55 0.51 Délétion
M58 0.98 Normal
M74 1.04 Normal
M86 1.04 Normal
M163 0.97 Normal
M164 0.93 Normal
M165 0.72 Délétion
M189 0.61 Délétion
M244 0.62 Délétion
M245 1.06 Normal
M246 0.76 Délétion
M251 0.68 Délétion Gb1 0,97
M252 0.66 Délétion Gb 2 0.92
M253 0.92 Normal Gb3 NR
M254 0.95 Normal Gb 4 NR
M255 1.51 Duplication Gh 5 0.93
M256 0.64 Délétion Gh 6 0.94
M257 0.59 Délétion Gh 7 0.96
M258 0.91 Normal Gb 9 NR
M260 0.94 Normal Gb 11 NR
M261 0.84 Normal Gb 12 NR
M263 0.98 Normal Gb 10 NR
M264 0.87 Normal Gh14 NR
M265 0.75 Délétion Gb 15 0.92
M266 0.88 Normal Gb 19 NR
M267 0.94 Normal Gb 16 NR
M269 0.49 Délétion Gb 20 0.86
M270 0.72 Délétion Gb 21 0.87
M272 1.01 Normal Gb 23 NR
M273 1.01 Normal Gb 22 NR
M275 0.93 Normal Gb 24 NR
M278 1.02 Normal Gb 26 NR
M279 0.99 Normal Gb 27 NR
M280 0.66 Délétion Gb 28 0.91
M 295 0.98 Normal Gb 30 NR

NR : non réalisé

L’EMT (écart maximal toléré) recommandé par le fournisseur : 20 %, compte tenu de la

nature des prélévements (tissue) nous avons choisi d’appliquer un EMT de 25 % pour les

délétions.
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2- Profil mutationnel des tumeurs obtenu par séquencage haut débit du panel de génes :

En séquencage haut débit, aprés analyse in silico des variants obtenus, a 1’aide de différents
algorithmes nous avons pu mettre en évidence, parmi les 38 tumeurs analysées une mutation
ponctuelle dans 23 tumeurs (60.5%). Ces mutations ont une fraction allélique en moyenne de
36.70 % (de 3.62 % a 82.50 %). Parmi les 13 genes testés de notre panel, nous n’avons pas
retrouvé de mutation pour 5 d’entre eux (TERT, SMARCEL, PTEN, SUFU, CDKN2B).

a- Mutation du géne NF2

Les mutations ponctuelles portant sur le géne NF2 ont été retrouvées dans 26 % des tumeurs
examinées (10 tumeurs : 4 grades | et 6 grades 1l), associées dans 80 % des cas a une délétion
du gene NF2 (8/10), voir tableau 13. Dans la moitié des cas, il s’agit de mutations de types
substitution. Dans ’autre moiti¢ des cas, il y a 5 micro-délétions et une duplication d’une
base. Dans tous les cas ces mutations conduisent a une protéine tronquée, soit par I’apparition
d’un codon stop prématuré (dans 7 tumeurs) soit par la mutation d’un site d’épissage (dans 3
tumeurs de grade I1). Quatre de ces mutations sont référencées dans la data base COSMIC.

La grande majorité de ces mutations (10/11) sont situées dans la partie codante du domaine
FERM de la protéine NF2 (voir figure 12).

Figure 12 : Représentation des localisations des mutations sur les domaines protéigues de NF2

p.Leu127*
p.Gly161*
p.Glu32* b GlU167Aspfs*7 p.Arg346Glyfs*18
p.Phed7Leufs*76
FERM CCR C-terminal

BB

Ca R [N\
311 479 595

1 98 112 212 220

p.Asn286*

p.Asp245Alafs*6

Les mutations portant sur les sites d’épissage ne sont pas représentées sur la figure.

Modifié de : “Protein 4.1 tumor suppressors: getting a FERM grip on growth regulation”
Chun-Xiao Sun et al. Journal of Cell Science 2002
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Tableau 13 : Résumé des variants pathogenes retenus pour le géne NF2 :

Variant Fréquence| Variant décrit
Patient Sexe CNV NF2 NF2 retrouvé dans|UMD-predictor | (Prédiction d'épissage) HSF | GNOMA | comme pathogéne | Mutation associéé
la littérature D (COSMIC)
GRADE T
380 388delTAGA| .
M 244 F del " N NA NR A
© TGAAA pLeul27* o
M 246 F del 94G=T p.Glu32* Oui Pathogéne NR A cosMzzng | PHCGCA:e1633G=a
p-Glu545Lys
c481G-T CDKN2A : ¢.308GA
Oui Pathoge NR A COSM 22260
M251 p.Gly161* " hogene p.Argl03Lys
F del
c1036dels . .
N NA N .
pArg3d6GHE18 [ o Na ‘R A
M 256 F del  |c1414elT p.Phed7*|  Nom NR A
GRADE Il
“Alteration of the WT
M 189 F del 5172456 Non NA acceptor site, most probably [ A
affecting splicing.
¢.501delA ) y
M 252 F del N NA NR A
> © p.Glul67Aspfs*7 °n
M 267 F ~ c-855dupT Non NA NR A
’ i p.Asn286* A N A !
734deld ) -
M270 M del N NA NR A
° p-Asp245Alafs*6 o
‘Alteration of the WT
M273 F N C448-1G=A Oui NA acceptor site, most probably | A COSM 22446
affecting splicing.
“Alteration of the WT donor SMARCBI -
M 280 F del C447H1G>T Oui NA site, most probably affecting | A COSM 23850 c1157G>A
splicing, p.Arg386His

NA : Non applicable : Compte tenu de la nature des variants, les algorithmes UMD-
predictor, SIFT et Poly Phen ne sont pas utilisable, cependant il y a un décalage du cadre de
lecture et I'apparition d'un codon stop prématuré.

A : absent de la base de donnée GNOMAD (Anciennement Exome Aggregation Consortium
(EXAC), the Genome Aggregation Database est une base de données qui récence 123.136
exomes et 15.496 génomes).

NR : non réalisé.

N : normal.

b- Mutation du géne TRAF7

Les mutations ponctuelles portant sur le géne TRAF7 ont été retrouvées dans 24% des
tumeurs examinées (9 tumeurs : 7 gardes I et 2 gardes II). Il s’agit dans tous les cas de
mutations de type faux-sens par substitution d’un nucléotide (voir tableau 14). On retrouve
dans 6 cas une autre mutation associée portant soit sur le géne KLF4 (3 tumeurs), soit sur le
géne AKT1 (2 tumeurs), soit sur le géne PIK3CA (1 tumeur). La majorité des mutations (8/9)
sont situées dans les domaines fonctionnels de type WD-40 (WD-1, WD-4, WD-5, WD-6 et
WD-7), une seule mutation a été retrouvée en amont du domaine WD-1 (voir figure 13).
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Tableau 14 : Résumé des variants pathogenes retenus pour le géne TRAF7 :

Patient Sexe ‘Variant UMD- SIFT Poly-Phen 2 Fréquence [Variant TRAF 7 Mutation associéé
retrouvé [predictor GNOMAD |décrit
dans la comme
littérature pathogéne
(COSMIC)
GRADEI
M 24 F Oui Pathogéne Délétére |Porbablement A NON c.1862A>G
délétére p.Tyr621Cys
M 86 F Oui Pathogéne Délétére |Potentiellement A NON c.1189G=C KLF4:
délétere p.Gly397Arg ¢.1225A=C
p.Lys409GIn
M 260 F Oui Pathogéne Délétere |Potentiellement A NON c.1606G=A
délétere p.Gly536Ser
M 261 F Non Pathogéne |Toléré Potentiellement A NON c.1675G=T KLF4 :
déléteére p.GLy559Cys c.1225A=C
p.Lys409GIn
M 263 F Oui Pathogéne Délétére |Potentiellement A NON ¢.1911G=C
délétere p.GIn637His
M 266 F Oui Pathogéne |Toléré Potentiellement A NON c.1559A=G KLF4:
délétere p.Asn5208er ¢.1225A=C
p.Lys409GIn
M272 F Oui Pathogéne Délétere |Potentiellement A NON c.1911G=C AKTI : c.49G=A
délétere p.Gln637His p.Glul7Lys
GRADE IT
M 164 F Oui Pathogéne Toléré Potentiellement A NON c.1843A=G AKTIL : c.49G=A
délétére p.Lys615Glu p.Glul7Lys
M 245 F Non Pathogéne Toléré Porbablement A NON c.1124G=A PIK3CA :
délétere p.Gly375Asp c.1633G=A
p.Glu545Lys

A : absent de la base de donnée GNOMAD (Anciennement Exome Aggregation Consortium
(EXAC), the Genome Aggregation Database est une base de données qui récence 123.136
exomes et 15.496 génomes).
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Figure 4 : Représentation des localisations des mutations sur les domaines protéigues de
TRAF7

p.Gly536Ser
p.Asn520Ser  P-Lys615Glu
p.Tyr621Cys

v v v
TRAF7 OO CCCO™
>
t p.GIn637His x2
B znrinG [Jzn Fingers [l Coiled-coil (TRAF-N) domain (I} TRAF-C domain

p.Gly375Asp  p.Gly397Arg

I Nuclear localization signals O WDA40 repeats p.Gly559Cys

Modifié de : “TRAF molecules in cell signaling and in human diseases”.
Xie et al, ] Mol Signal. 2013 Jun

c- Mutation du géne KLF4

Les mutations ponctuelles portant sur le gene KLF4 ont été retrouvées dans 3 tumeurs de
grade I, toujours en association avec une mutation du géne TRAF7. Il s’agit de la méme
mutation faux-sens qui entraine le remplacement d’une lysine en position 409 par une

glutamine (K409Q), situé dans le domaine de liaison de I'ADN (voir figure 14).

Figure 14 : Représentation de la localisation de la mutation récurrente K409Q sur les

domaines protéiques de KLF4

1 157 158 385 402 483

Nuident Repression DNA binding [

Domain domain

p.Lys409GIn

Modifié de : “Kruppel like factor 4 (KLF4): A transcription factor with diverse context-dependent functions”.
Hima Vangapandu et al. Jan 2009 - Gene therapy & molecular biology

d- Mutation du géne AKT1

Les mutations ponctuelles portant sur le gene AKT1 ont été retrouvées dans 3 tumeurs, dont 2
en association avec une mutation du géne TRAF7 et une sans autre mutation associée. La

tumeur présentant uniquement une mutation d’AKT1 est une tumeur de grade I. Les tumeurs
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présentant a la fois une mutation de TRAF7 et d’AKTI, sont une tumeur de grade | et une
tumeur de garde II. Il s’agit dans tous les cas de la méme mutation activatrice faux-sens qui
entraine le remplacement d’un acide glutamique en position 17 par une lysine (E17K), situé
dans le domaine PH (pleckstrin homology domain) de la protéine, nécessaire a son adhésion a

la membrane.

Figure 15 : Représentation de la localisation de la mutation récurrente E17K sur les domaines

protéiques du gene AKT1

E17K

" | 1
T

Linker
. .
Promates PDK1
interaction docking
with plasma site
membrane

Modifié de : “Maximising the potential of AKT inhibitors as anti-cancer
treatments” S.Brown et al. pharmthera.2016.12.001

e- Mutation du géne SMO

Les mutations ponctuelles portant sur le gene SMO ont été retrouvées dans 2 tumeurs, sans
autre mutation associée. Il s’agit dans ces deux cas (une tumeur de grade I et une tumeur de
garde II) de la méme mutation activatrice faux-sens qui entraine le remplacement d’une
leucine en position 412 par une phénylalanine située dans le domaine transmembranaire de la
protéine (voir figure 16). Un variant du gene SMO a également été mis en évidence dans une
tumeur de grade I, il s’agit du variant de signification inconnue Pro647Ser, situé dans la partie
cytoplasmique de la protéine, déja mis en évidence dans d’autres études sur le génotypage de

méningiomes.

Figure 16 : Représentation des localisations des mutations sur les domaines protéiques de
SMO
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Modifié de: “Evaluating Smoothened as a G-protein-coupled receptor for Hedgehog signaling”.
Katie L. Ayers et al. Trends in cell biology, may 2010

f- Mutation des autres genes

Deux tumeurs présentent une mutation ponctuelle du géne NF2 et une délétion du géne NF2
associée a une mutation de PIK3CA, ou SMARCBL1. Une tumeur présente, associé a deux
mutations ponctuelles du gene NF2 et une délétion du gene NF2, un variant de signification
inconnue sur le gene CDKN2A. Enfin une quatrieme tumeur présente une mutation portant sur
le géne TRAF7 et sur le géne PIK3CA (voir tableau 15).

Tableau 15 : Résumé des variants pathogénes retenus pour les genes PIK3CA et SMARCBL1 :

Patient Grade Sexe CNV NF? |Géne/Mutation |SIFT Poly-phen UMD- Fréquence |N° dbSNP Variant décrit |Mutation associéé
OMS predictor |GNOMAD comme
pathogéne
(COSMIC)
GRADE1I
M 246 I F del PIK3CA : Délétere  (Potentiellement|Pathogéne (1/244778  (rs104886003 |COSM763 NF2 : c.94G=T p.Glu32*
€.1633G=A délétere ‘With
p.Glu345Lys Pathogenic
allele
GRADE I
M 280 i1 F del SMARCE] : (Pathogéne |Porbabl it (Pathogéne |A rs387906812 |COSM1578803 |NF2 : c.447+1G=T
c.1157G=A délétere 'With COSM989
p.Arg386His Pathogenic
allele
M 245 i1 F N PIK3CA : Délétere  (Potentiellement|Pathogéne (1/244778  |rs104886003 |COSM763 TRAF 7 : c.1124G=A
c.1633G=A délétere ‘With p.Glv375Asp
p.GluS45Lys Pathogenic
allele

A : absent de la base de données GNOMAD

N : normal

Le variant retrouvé sur le géne SMARCB1 est un variant de type faux sens, qui résulte en un
changement d’acide aminé en position 386 dans la protéine avec une arginine (R) remplacée
par une histidine (H). Ce variant est différent des mutations familiales retrouvées dans la
littérature, et a déja été retrouvée dans des cancers (recensée 8 fois dans COSMIC, tractus
digestif principalement et un méningiome sporadique). Les deux mutations, associée a TRAF7

et a NF2, retrouvées sur le gene PIK3CA sont identiques, il s’agit de la mutation
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p-Glu545Lys, qui correspond a un changement d’acide aminé en position 545 dans la protéine
avec un glutamate (E) remplacé par une lysine (K). Cette mutation se produit au sein du
domaine hélicoidal de la protéine, et a déja éte retrouvee dans de nombreux cancers (recensée
1650 fois dans COSMIC).

Pour le variant de signification inconnue du géne CDKN2A (p.Argl03Lys), les analyses in
silico du variant sont en faveur du caractére bénin, mais ce variant n’a jamais été recensé dans

la littérature ni dans la base de données GNOMAD.

Enfin pour 8 tumeurs (6 grades I et 2 grades Il) aucune mutation sur le panel de géene de notre
¢tude, ni altération du nombre de copies du géne NF2 n’ont été retrouvées. Ainsi par notre
approche panel de genes + analyse du nombre de copies de géne NF2, nous avons été

capables d’identifier une altération dans 79 % des tumeurs analysées.

3- Analyse clinicopathologique :

Les données cliniques, biologiques et anatomopathologique étaient disponibles pour 36
tumeurs. Ces données sont présentées en fonction du génotype tumoral dans le tableau 16. Le
génotype tumoral est divisé en six sous-groupes :

NF2 : regroupe I’ensemble des altérations du géne NF2 (mutation et/ou altération du nombre
de copie, associé ou non a une mutation autre que NF2). TRAF7 : regroupe I’ensemble des
mutations du géne TRAF7 et uniquement TRAF7. TRAF7-KLF4 : regroupe I’ensemble des
mutations associées TRAF7-KLF4. SMO : regroupe les mutations p.Leu412Phe du géne SMO.
Autre : regroupe toutes les autres mutations (TRAF7-AKT1, AKT1, TRAF7-PIK3CA, SMO
p.Pro647Ser). Pas de mutation : regroupe les tumeurs ou aucune mutation n’a été retrouvée

pour le panel testé.
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Tableau 16 : Données cliniques, biologigues et anatomopathologiques en fonction du

génotype tumoral

Total NF2 TRAF7 TRAF7- SMO Autre Pas de
KLF4 mutation
Sexe
M 5(14%) 2 0 0 1 0 2
F 31 (86%) 15 3 3 1 4 5
Total 36 17 (47%) | 3(8%) 3 (8%) 2 (6%) 4(11%) | 7(19%)
Age
Moyenne 53 37 38 59 51 a0 46
Rang 29-86 36-84 36-86 57-61 54-49 51-74 20.63
Localisation tumorale
Occipital 6 (17%) 5 0 1 0 0 0
Frontal 7 (19%) 4 0 1 0 1 1
Pariétal 5(14%) 3 0 0 0 1 1
Temporal 3(8%) 1 0 0 1 1 0
Sphénoide 13 (36%) 3 3 1 1 1 4
Faux 2(6%) 1 0 0 0 0 1
Histologie
Grade I
Fibroblastiqgue | 6 (17%) 5 0 0 0 0 1
Meéningothélial | 12 (33%) 3 3 1 1 1 3
Transitionnel 2(6%) 0 0 2 0 0 0
Angiomateux 1(3%) 0 0 0 0 1 0
Indéterminé 1 (3%) 0 0 0 0 0 1
Total 22 (61%) 8 3 3 1 2 5
Grade IT
Atypique [ 14(39%)| 9 0 0 1 2 2
Ki-67
Moyenne 7 3 8 8.5 6.2 7.8
Rang 3-20 23 3-15 7-10 1-15 3-20
Envahissement
Oui 14 (39%) 8 0 2 1 2 1
Non 3 (8%) 1 1 0 0 1 0
NR 19 8 2 1 2 0 6
Nécrose
Oui 7 (19%) 3 0 0 0 2 2
Non 28 (78%) 14 3 3 2 1 5
NR 1 0 0 0 1 0 0
Atypie cellulaire
Oui 13 (36%) 7 0 1 1 1 3
Non 19 (53%) 8 3 1 2 1 4
NR 4 2 0 1 0 1 0
Odeme/ effet de masse
Oui 11 (30,5%) 3 0 2 2 1 3
Non 4(11%) 4 0 0 0 0 0
NR 21 10 3 1 1 2 4
Mitose
= 4 pour 10 23 (64%) 10 3 3 2 0 5
= 4 pour 10 11 (30,5%) 7 0 0 1 2 1
NR 2 1 0 0 0 0 1

NR : Non renseigné
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Nous avons réalisé une analyse clinoco-moléculaire de nos résultats :
- Enfonction du grade OMS :

Nous avons retrouvé, parmi les tumeurs de grade Il, plus de tumeurs mutées NF2 (65 %
contre 36% des grades 1), et plus de mutation (14% contre 23 % des grades 1) mais sans
atteindre le seuil de significativité.

Parmi les tumeurs de grade | nous avons retrouvé 28 % de tumeurs mutées TRAF7 ou
TRAF7-KLF4, contre 0% pour les tumeurs de grade Il (p=0.0625) a la limite de la
significativité. En ne considérant que les délétions du géne NF2, nous avons observe 50 % des

tumeurs de grade 11 délétées, contre 30 % des grades I.

- En fonction de I’histologique :

Parmi les sous types histologiques représentés majoritairement au sein de notre cohorte
(fibroblastique et méningothélial), la quasi-totalité des tumeurs fibroblastique sont mutées
NF2 (5/6), (p=0.0086). Tandis que pour le sous type méningothélial une hétérogénéité des
mutations est retrouvées (3 NF2, 1 SMO, 1 TRAF7-KLF4, 3 TRAF7 et 1 AKT1 et 3 tumeurs
sans mutation retrouvée /12). Il est intéressant de noter que parmi toutes ces tumeurs
méningothéliales, celles mutées TRAF7 uniquement, ont un Ki-67 bas (< 4%), tandis que les
autres ont un Ki-67 éleve (> 4%), (p= 0.0045).

Aucune mutation ne semble étre corrélée avec le nombre de mitoses, la présence de nécrose

ou d’atypie cellulaire, ou encore un envahissement des structures voisines.
- En fonction des caractéristiques cliniques proprement dites :

La présence d’cedéme semble étre corrélée avec 1’absence de mutation du géne NF2

(p=0.0256).

IV-  Etude de PADN circulant tumoral :

1- Mise au point de ’extraction d’ADN circulant et qualification:

Une mise au point de la préparation des échantillons d’ADN circulant a été nécessaire. Nous
avons dans un premier temps testé une extraction manuelle d’ADN circulant sur plasma
recueillie sur tube EDTA aprés double centrifugation, d’apres les profils obtenus sur le
bioanalyzer (voir figure 17), nous avons été en mesure d’isoler de I’ADN circulant (taille

attendu 150-300-450 pdb). Par contre nous avons observé des contaminations par de I’ADN
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génomique limitées lorsque la double centrifugation est réalisée dans les 2h suivant le
prélévement. Dans un contexte hospitalier il est difficile d’assurer des temps de transports
aussi courts. Afin de limiter cette contamination, nous avons décidé d’utiliser des tubes Cell-
Free DNA Collection Tube de Roche optimisé pour la conservation des ADNs circulants.
Nous avons réalis¢ une extraction automatisée d’ADN circulant sur Chemagic™ 360
instrument de Perkinelmer, a partir de plasma aprés double centrifugation. D’aprés les profils
obtenu sur le bioanalyzer (voir figure 17), nous n’avons pas été en mesure d’isoler d’ADN
circulant (taille attendu 150-300-450 pdb), et les échantillons présentent des pics de hauts
poids moléculaires pouvant correspondre a de I’ADN génomique. Nous avons donc réalisé
une extraction manuelle d’ADN circulant a partir de plasma recueillie sur tube Cell-Free
DNA Collection Tube de Roche aprés double centrifugation. D’aprés les profils obtenus sur le
bioanalyzer (voir figure 17), nous avons isolé et purifié I’ADN circulant. Ainsi pour la suite
de notre étude nous avons donc collecté le sang sur tube Cell-Free DNA Collection Tube de

Roche, et extrait par une méthode manuelle.
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Figure 17 : Profil obtenu au bioanalyzer des ADN circulants extraits de facon automatique et

de facon manuelle a partir de plasma recueillie sur tube EDTA et sur tube Cell-Free DNA
Collection Tube de Roche.
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2- Quantification de I’ADN circulant de méningiomes

Nous avons extrait 21 ADN circulant pré-opératoire et 14 ADN circulant post-opératoire. En
utilisant ce protocole d’extraction strictement identique, nous avons pu observer des
différences de concentration entre les différents patients, mais également entre les

prélévements pré-chirurgicaux et post-chirurgicaux pour un méme patient.

En effet dans la majorité dans cas (12/14), les préléevements post-chirurgicaux contenaient
plus d’ADN circulant (voir Tableau 17). Cette augmentation d’ADN circulant entre les deux
prélévements pré-chirurgicaux et post-chirurgicaux peut s’expliquer par le délabrement des
tissus lors de I’intervention chirurgicale entrainant par nécrose de plus grande quantité d’ADN

circulant plasmatique toujours présent lors du prélevement post opératoire.

Tableau 16 : Concentration plasmatique en ADN circulant (aprés extraction manuelle) et

mutation de la tumeur associée :

n° Tumeur |n°ADNccf |Concentration [Concentration [Mutation de la
ng/ml pré-op [ng/ml post-op [tumeur associées
251 1 45 30,83 NF2
252 2 27,17 29,5 NF2
256 6 28,5 340 NF2
267 16 50,67 580 NF2
270 21 7,93 NR NF2
273 22 13,17 NR NF2
280 28 10,1 NR NF2 + SMARCB1
263 10 21,17 64,3 TRAF7
260 11 9,67 31 TRAF7
261 12 21,3 50,5 TRAF7 + KLF4
266 19 18,67 200 TRAF7 + KLF4
272 23 8,8 NR TRAF7 + AKT1
254 4 72 117,33 AKT1
264 14 17,17 69,3 SMO
275 24 6,03 NR SMO
278 26 13,1 NR SMO
253 3 14,53 24,67 Pas de mutation
257 7 203,33 5,47 Pas de mutation
258 9 19,67 95,3 Pas de mutation
269 20 13,37 63 Pas de mutation
279 27 10,13 NR Pas de mutation
Moyenne 30,1 121,5
Max 203,33 580
Min 6,03 5,47
Médiane 17,17 63,65
Ecart type 42,91 158,6

NR : non réalisé
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La concentration en ADN circulant préopératoire ne semble pas corrélée au génotype de la

tumeur, mais nécessite d’étre évaluer sur une plus large série.

3- Analyse du profil mutationnel de ’ADN circulant obtenu par séquencage haut débit

Nous disposions de 15 ADN circulant pour lesquels une mutation au niveau tumoral a été
identifiée par séquencage haut débit.

Nous avons sélectionné en vue d’un séquencage haut débit, 8 de ces ADN circulants. Quatre
étaient associés a des tumeurs invasives (envahissement et/ou nombre de mitose élevée) et
donc les plus susceptibles de relarguer de I’ADN circulant tumoral. Et quatre associés a des
tumeurs localisées a proximité d’une importante structure vasculaire du cerveau (polygone de
Willis) (voir tableau 18).

Tableau 18 : Données cliniques, biologigues et anatomopathologiques pour les 8 patients

sélectionnés pour I’analyse de ’ADN circulant.

N®dela N® ADN 'Concentration en| Données anti Ki-67 % |Localisation |Age Envahissement Nécrose Mitose Sexe CNV NF2 Mutation
tumeur circulant | ADN circulant histologique somatique
associé plasmatique en attendue
ng/ml pré-op
Grade |
M 260 11 9,67 Méningothélial |2 Inter 86 NR Non Non F ok TRAF7 :
et optigue c.1606G>A
psammomateux p.Gly5365er
M 261 12 21,3 Méningothélial |7 Toit de 57 Dure mére Non <2pourl0 |F ok KLF4:
+qq atypie I'orbite C.1225A>C
p.Lys409GIn
TRAF7:
c.1675G>T
p.Gly559Cys
M 275 24 6,03 Méningothélial |7 Sphéno 54 NR Non Non F ok SMO:
et gq atypie orbitaire €.1234C=T
gch p.Leud12Phe
M 272 23 838 qg atypie et 7-8et2 Tubercule |31 NR MNon <2pourl0 |F ok AKTL:C.49G=A
transitionnel et antérieur p.Glul7Lys
frontal TRAF7:
c.1911G>C
p.GInB37His
Grade Il
M 252 2 2717 Atypigue 10 Sphénoido- |69 Os Qui Spourld |F del NF2:
caverneux c.501delA
droit p.Glul67fs
M 267 16 50,67 Atypigue 15-20 Pariétal 72 Dure mére et épicrane (Oui 8pourl0 |F ok NF2:
parasagittal c.855dupT
p.Asn286fs
M 270 21 7,93 Atypigue 7 Parietal 70 Dure mére MNon <3 pourl0 (M del NF2:
droit c.734delA
p.Asp245fs
M 273 22 13,17 Atypigue 20 Temporal |84 Non MNon 10pourlo |F ok NF2:c.448-
gauche 1G=A

Apres préparation des librairies d’ADN circulant, selon les recommandations du fournisseur,
et séquencage, les outils bio-informatiques a notre disposition n’ont pas mis en évidence les

mutations somatiques attendues dans I’ADN circulant.
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Le nombre de codes-barres moléculaires couvrant la position génomique de la mutation
somatique attendue, pour chaque ADN circulant est présenté dans le tableau 19. Le nombre de
code-barres moléculaires intégrés est insuffisant, selon les recommandations du fournisseur,

pour obtenir une sensibilité de détection de 1 %.

Tableau 19 : Nombre de codes-barres moléculaires couvrant la position génomique de la

mutation somatigue attendue, pour chaque ADN circulant

Numéro ADN Géne muté Nombre de code-barres Profondeur de lecture a|Read pairs/UMI Estimation au 90e
circulant (tumeur) moléculaires a la position de la la position de la percentile de la fraction
mutation somatique mutation somatique allélique minimale
détectable
Mc 2 NF2 45 5273 58 1
Mc 11 TRAF7 221 3586 8 0,1243
Mc 12 TRAF7 587 5595 4,8 0,0799
KLF4 374 4212 5,6
Mc 16 NF2 773 3437 2 0,0345
Mc 21 NF2 340 4800 7 0,0919
Mc 22 NF2 365 3259 4,5 0,0367
Mc 23 AKT1 227 2594 5,7 0,0813
TRAF7 533 5201 4,8
Mc 24 SMO 459 7881 8,6 0,0735

V- Etude de la cohorte CEVOREM :

Nous avons analysé 17 tumeurs fixées en paraffine, pour évaluer la faisabilité de notre
méthode en pratique clinique, le matériel fixé en paraffine étant plus proche de la réalité des
pratiques de laboratoire de routine. Seule la tumeur 306 n’a pas pu étre analysée compte tenu

de sa dégradation.

1- Analyse du nombre de copie du géne NF2 :

Par PCR en temps réel, une délétion du gene NF2 a été mise en évidence dans 6 tumeurs, 2
tumeurs présentées un nombre de copie normal du gene NF2, et pour 7 tumeurs le nombre de
copie du gene NF2 n’a pas pu étre déterminé par manque d’amplification de I’échantillon.

On ne considérant que les 8 tumeurs pour lesquelles le nombre de copie du gene NF2 a eté
détermineé, on retrouve une delétion du gene NF2 dans 75 % des tumeurs de cette cohorte

contre 40 % pour la cohorte de patient dont le diagnostic a été posé a I’hopital de la Timone.
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Tableau 20: Résultat de 1’analyse du nombre de copie du géne NF2 de la cohorte

CEVOREM :
Sample RQ Interprétation
Name

101 Indéterminé
104 Indéterminé
105 Indéterminé
106 0.53 Délétion
107 0.95 Normal
108 0.35 Délétion
109 0.21 Indéterminé
110 0.34 Délétion
301 0.44 Délétion
302 0.77 Indéterminé
304 0.41 Délétion
305 0.81 Normal
307 0.33 Délétion
308 0.76 Indéterminé
309 0.18 Indéterminé
310 0.60 Délétion

2- Profil mutationnel des tumeurs obtenu par séquencage haut débit :

Malgré la fragmentation des ADN extraits de ces tumeurs, visible sur les profils du

Bioanalyzer, nous avons été en mesure d’obtenir des librairies pouvant étre séquencées.

Apres analyse in silico des variants obtenus, nous avons ainsi identifié une mutation sur le

géne NF2 dans 67 % des tumeurs (10/17) et nous avons également retrouvé le variant

Pro647Ser situé sur le géne SMO dans une tumeur. Aucune autre anomalie portant sur les

autres genes du panel n’a été identifiées (voir tableau 20). Trois variants ont été confirmés par

une seconde préparation de librairie et un sequengage indépendant.
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Tableau 21 : Résumé des variants pathogenes retenus pour les tumeurs FFPE

Patient | CNV NF2 Geéne/Mutation (Prédiction d'épissage) | SIFT Poly-phen UMD- Fréquence |Variant décrit comme |Comentaire
HSF predictor GNOMAD _|pathogéne (COSMIC)
101 Ind NF2 : c.1341-2A>C Alteration of the WT NA NA NA A COSM 1415654
acceptor site, COSM 24552
most probably affecting
splicing
104 Ind NF2 : ¢.1080delG NR NA NA NA A COSM22451 Confirmé sur
p.Leu361fs une 2eme
manipulation
105 Ind NF2 :c.134_135delAC NR NA NA NA A
p.Aspdbfs
106 NF2:¢.592C>T NR NA NA Pathogene A COSM22432
p.Arg198*
Del NF2 : ¢.134_135delAC NR NA NA NA A
p.Asp45fs
108 Del NF2 : ¢.517-2A>G Alteration of the WT NA NA NA A Patient M189
acceptor site,
most probably affecting
splicing
109 Ind NF2 : ¢.364-2A>G Alteration of the WT NA NA NA A COSM 1415571
acceptor site, COSM23985
most probably affecting
splicing
301 Del SMO: ¢.1939C>T NR Toléré | Probablement | Probablement|0,0051 (dont 4 Confirmé sur
p.Pro647Ser pathogéne bénin homozygote) une 2eme
manipulation
302 Ind NF2 : c.784C>T NR NA NA Pathogene A COSM22000 Confirmé sur
p.Arg262* une 2eme
manipulation
304 Del NF2 :c.1340+1G>A Alteration of the WT NA NA NA A COSM22301
donor site, most COSM 34046
probably affecting
splicing.
305 N NF2 : ¢.1317delG NR NA NA NA A
p-Met440fs
307 Del NF2 :¢.1128delG NR NA NA NA A
p.Ser377fs
310 N NF2 : NR NA NA NA A
€.143_147delATTTG
p.Asp48fs
107 N
110 Del
306 ? Pas de mutation retrouvée
308 Ind
309 Ind

NA : Non applicable : Compte tenu de la nature des variants, les algorithmes UMD-predictor, SIFT et Poly
Phen ne sont pas utilisable, cependant il y a un décalage du cadre de lecture et I'apparition d'un codon stop
prématuré.

NR : non réalisé.

A : absent de la base de donnée GNOMAD (Anciennement Exome Aggregation Consortium (ExAC), the Genome
Aggregation Database est une base de données qui récence 123.136 exomes et 15.496 génomes).
Ind : statut du géne NF2 non déterminé compte tenu de la dégradation de I’ADN
Del : délétion du géne NF2
N : normal
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5 ™ partie : Discussion

Méthode : choix approche de séquencage

Le choix de la technologie de séquencage devait réepondre a plusieurs criteres :

e Capacité de travailler sur de I’ADN de différentes qualités issu de différents types de
matériels (ADN circulant, ADN tumoral, ADN tumoral issu de tumeurs fixées en
paraffine)

e Capacité de travailler sur de I’ADN en faible quantité (ADN circulant, et ADN
tumoral issu de tumeurs fixées en paraffine)

e Capacité de détection de variation de faible fréquence alléliqgue (ADN circulant)

e Compatibilité avec le séquenceur MiSeq d’Illumina

Il était donc indispensable de travailler avec une méthode robuste présentant un

enrichissement efficace.

Dans les technologies de séquengage haut débit, les méthodes d’enrichissement des régions
d’intéréts se font principalement soit par amplification au moyen d’amorce sélectionnées, soit
par capture. Nous avons choisi de travailler avec le kit de Qiagen : QlAseq targeted DNA Kit,

dont la méthode d’enrichissement se fait par amplification.

Par amplification non uniforme, présence de duplicats de PCR et par I’introduction de
variants artéfactuels liés a des erreurs de réplications de la Tag polymérase, les méthodes
d’enrichissement par amplification peuvent induire des biais de séquengage et la présence de
faux positif (présence de variant de s€quence non présent dans 1’échantillon initial), limitant la
sensibilité de la technique. De plus des erreurs intrinséques de séquencage liées au
séquenceur haut débit peuvent s’ajouter a ces biais de séquencage en y limitant encore la
sensibilité. On estime que ce taux d’erreurs est de I’ordre de 1 a 0.05% avec les appareils de
séquencage d’Illumina, en fonction de la longueur des fragments de lecture, de I’algorithme
d'appel de base utilise, et du type de variants détectés. [62]

De plus la fixation en paraffine des tumeurs, induit par le biais du formol, une fragmentation
de ’ADN et des artefacts de séquencage non reproductibles aprés amplification PCR. Pour
notre étude, il était indispensable de discriminer efficacement ces artefacts, compte tenu de
notre volonté a détecter des variants de faible fréquence allélique dans 1’ ADN circulant et a

travailler sur du matériel issu de tumeurs fixées en paraffine.
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L utilisation de codes-barres moléculaires permet de résonner en termes de nombre de copie
d’ADN, un code-barres moléculaire équivaut a une copie d’ADN qui sera ensuite amplifiée.
La discrimination des variants est donc plus aisée et plus vrai, par rapport a I’étude de la
profondeur des variants seule, et la sensibilité de la technique améliorée. Mais I’intégration
des codes-barres moléculaires dépend de la quantit¢é d’ADN initiale mais également de sa
qualité. Nous avons pu observer que les ADN issus de tumeurs congelées ont intégré plus de
codes-barres moléculaires que les ADN issus de tumeurs fixées, pour lesquelles I’ADN était
fragmenté, et que les ADN circulant, pour lesquelles la quantit¢ d’ADN était limitée. Par
conséquent la sensibilité de la technique est la meilleure pour les ADN issus de tumeurs

congelées.

Résultats

Nous avons effectué par séquencage haut débit 1’analyse d’un panel de 13 génes sur 38
méningiomes congelés ainsi qu’une analyse du nombre de copie du géne NF2, et nous avons
relevé des altérations génétiques dans 79 % des cas. Nous avons également effectué le méme
type d’analyse sur 17 méningiomes fixés en paraffine, ou nous avons identifié des altérations

génétiques dans 67 % des cas.

- Analyse du nombre de copie du géne NF2 :

39 % des tumeurs de la cohorte Timone, présentent une altération du nombre de copie du géne
NF2 (associé dans 53 % des cas a une mutation du géne NF2). Dans la littérature, la fréquence
d’altération du nombre de copie du gene NF2 est plutot de I’ordre de 60% [49]. Cependant
nous avons utilisé un géne de référence (RNAse P) situé sur le chromosome 14 (14q11.2), une
monosomie de ce chromosome a été rapporté par plusieurs études [21]. Il serait intéressant de
re-tester les tumeurs ne portant pas d’altération en utilisant un autre géne de référence, ou de
détermine le statut du géne NF2 de ces tumeurs par I’analyse du nombre de copies du géne
NF2 a partir des données de sequencage haut debit, en utilisant de nouveau outils bio-
informatiques tels que Exome depth ou Read depth [63]. Cela présenterait en plus ’avantage
d’étudier I’ensemble des régions couvertes par notre panel de genes, et de ne pas se limiter au
géne NF2.

Pour la cohorte CEVOREM, 75 % des tumeurs analysables présentent une délétion du géne
NF2. Le nombre de copies du gene NF2 n’a pu étre déterminé pour 7 tumeurs, par manque

d’amplification de I’ADN. De méme que pour les tumeurs congelées, on pourrait envisager de
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déterminé le statut du géne NF2 de ces tumeurs par 1’analyse du nombre de copies du géne

NF2 a partir des données de séquencage haut debit.

- Séquencage haut débit :

60.5 % des tumeurs issues de la cohorte Timone présentent une mutation pathogéne
ponctuelle. Cependant nous n’avons pas étudié¢ le géne POLR2A (codant pour la sous-unité
RPB1 de I'ARN polymérase I1) qui a été identifié apres le design de notre panel de genes. [41]
Ainsi il serait intéressant de re-sequencer les tumeurs en particulier celles pour lesquelles

aucune mutation n’a été retrouvée, en étudiant ce gene.

Pour les tumeurs de la cohorte CEVOREM, nous avons identifié par séquencage haut débit,
des mutations du gene NF2 dans 67 % des cas, malgré une sensibilité de la technique plus
limitée par rapport aux tumeurs congelées avec la présence d’artéfact de séquengage. En effet
le pipeline d’analyse bio-informatique a identifié pour deux prélévements, 1’un congelé et
I’autre fixé en paraffine, issus d’une méme tumeur 7 variants pour le prélevement congelé
(M189) contre 77 variants pour le préléevement fixé en paraffine (108). La présence des codes-
barres moléculaires a clairement permis d’optimiser 1’analyse bioinformatique par elimination
de ces artefacts.

En vue d’une optimisation, un re-séquencage haut débit apres traitement des ADN par une
solution de réparation de ’ADN (type NEBNext FFPE DNA Repair Mix de New Englans
Biolabs) a été effectué pour 8 tumeurs fixées en paraffine (105, 106, 107, 110, 306, 308, 309,
310). L’intégration des codes-barres moléculaires n’a pas été optimal aprés ce traitement et la
sensibilité de la technique tres diminuée, rendant la détection de variant presque impossible.
Une optimisation du pipeline d’analyse pourrait nous apporter des informations
complémentaires, mais la sensibilité de 1’analyse est dépendante du nombre de code-barres
moléculaires intégrés, limité par la qualité des ADN mais aussi par leurs quantités. Une
optimisation du rendement de 1’extraction de ces ADN pourrait étre bénéfique, ainsi qu’une

extraction a partir d’une quantité initiale de prélévement plus importante.

- Classification des variants :

A Tinstar des recommandations de ’ACMG (ACMG Standards and Guidelines, janvier
2015), pour I’étude des variants constitutionnels, il existe des recommandations pour la
classification des variants somatiques, publié en janvier 2017 [64]. Cependant compte tenu de

la nature méme des variants que nous avons identifi¢ et du nombre restreint d’études sur
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I’analyse des variants somatiques de meningiomes du fait de leurs découverte récentes, nous
n’avons pas jugé utile d’utiliser cette classification et nous avons classé nos variant en nous
appuyant sur les analyse in silico ainsi que la littérature. Seul deux variant demeurent de
signification inconnue, le variant p.Pro647Ser du géne SMO, et le variant p.Argl03Lys du
géne CDKN2A. Le variant p.Pro647Ser du géne SMO est décrit comme pathogene dans la
littérature mais les analyses in silico sont en faveur du caractere bénin, et la fréquence est de
0,0051% dans GNOMAD dont 4 homozygotes. Aucune étude fonctionnelle n’a été effectuée.
Cependant nous avons retrouvé 2 fois ce variant (3.78%) dans 1’ensemble de nos tumeurs
séquencées (seul et en association avec une délétion du géne NF2). Ce variant rare dans la
population générale pose la question d’un variant de susceptibilité plutdt que d’un variant
pathogene. Le caractére somatique de ce variant a pu étre confirmé pour la tumeur (M264) ou
il a été retrouveé seul, cependant une analyse fonctionnel de ce variant reste nécessaire a sa
classification.

Les analyses in silico du variant p.Arg103Lys du géne CDKNZ2A sont en faveur du caractére
bénin, mais ce variant n’a jamais été recensé dans la littérature ni dans la base de données
GNOMAD. Il a été retrouvé en association avec une délétion et deux mutations du géne NF2,
dans une tumeur de garde | fibroblastique. La détermination du caractére somatique et une

étude fonctionnelle de ce variant est nécessaire a sa classification.

Corrélation génotype — phénotype :

Malgré le nombre restreint de notre cohorte Timone nous avons pu identifier des premiéres
corrélations génotype phénotypes. Notamment la présence d’cedéme qui semble étre corrélée
avec 1’absence de mutation du géne NF2 et la présence de mutations de TRAF7 seul, qui
semble étre corrélé avec un Ki-67 bas pour les tumeurs méningothéliales. Ces deux
observations n’ont a ce jour pas été décrites dans la littérature et nécessite d’étre étudié sur

une plus large série de tumeur.

Il est claire que, comme cela est déja décrit dans la littérature, le caractére délétere de NF2
n’est plus a prouver puisque seules des altérations du gene NF2 ont été retrouvées par
I’analyse des tumeurs CEVOREM issus d’une cohorte de patients qui présentent des
méningiomes particulierement agressifs. Cependant certains patients de la cohorte Timone

présente également des altérations de ce gene avec un caractere tumoral bénin.
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Ainsi les altérations de NF2 seules ne sont pas suffisantes pour expliquer le phénotype, et

d’autres marqueurs génétiques potentiels sont a envisager.

Autres margueurs génétigues potentiels :

- Cytogénétique :

Outre la perte du chromosome 22, d’autres altérations cytogénétiques sont décrites dans les
méningiomes : par la technique d'hybridation génomique comparative (CGH), Weber et al.
ont quantifié le nombre moyen d'aberrations génomiques détectées dans les méningiomes : 3
dans les grades I, 9 dans les grades II, et 13 dans les grades Ill. [21] La plupart de ces autres
altérations génétiques sont des délétions chromosomiques récurrentes : les plus fréquentes,
apres la délétion du chromosome 22, sont des délétions des chromosomes 1p, 10q, 14q. De
facon moins fréquente, d’autres altérations (perte des chromosomes 6p, 9q, 189, gains des
chromosomes 1q, 9q, 12q, 15q, 17q et 20q) ont été rapportées. Ces altérations se rencontrent
principalement dans les grades Il et 1ll. Mis & part la perte du chromosome 22, peu de
variations du nombre de copies dans les méningiomes de garde | ont été observé, a
I’exception du sous-type angiomateux, qui peut exprimer des gains chromosomiques
(chromosome 5). [21]

Indépendamment des voies d’initiation tumorale, 1’accumulation d'altérations cytogénétiques,
conduit généralement a une maladie plus agressive et un grade tumoral plus élevé qui pourrait
expliquer les différences phénotypiques observées. [22] En pratique malgré la corrélation de
ces altérations cytogénétiques et du grade histologique, elles ne sont pas étudiées en routine
lors du diagnostic.

- Meéthylation de I’ADN :

Une autre explication de ces variations phénotypiques pourrait s’expliquer par 1’épigénétique

Récemment une équipe a étudié les profils de méthylation a 1’échelle du génome d’une série
de 806 tumeurs cérébrales extra-parenchymateuses dont 497 méningiomes. Il a été observé
clairement, par clustering non supervisé, des profils de méthylation différent entre les
méningiomes et les autres tumeurs extra-parenchymateuses. De plus 1’analyse non supervisée
des méningiomes seuls a identifié deux sous-groupes epigénétiques différents. Le groupe A,
lui méme subdivisé en 4 classes (3 classes bégnines et une classe intermédiaire) et le groupe

B, subdivisé en 2 classes (une classe intermédiaire et une classe maligne). Ces six classes
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présentaient des profils cytogénétique, moléculaire et histologique bien distincts. Les tumeurs
de grade | ségrégaient dans le groupe A, au sein des 3 classes bégnines, les tumeurs de grade
I11 ségrégaient dans le groupe B au sein de la classe maligne, tandis, que les tumeurs de grade
Il étaient distribuées au sein de toutes les classes. En termes de pronostic, 228 tumeurs ont pu
étre analysées, il a été observé que la survie sans progression a 10 ans était mieux définie par
I’analyse des classes de méthylation par rapport a la classification OMS. Plus intéressant
encore, en se focalisant sur 52 tumeurs pour lesquelles 1’analyse de classe de méthylation et le
grade OMS étaient trés divergent, 1’étude a montré que le devenir des patients de grade |
ayant une classe de méthylation intermédiaire était le méme que des patient présentant une
tumeur de grade 11, et inversement, le devenir des patient de haut grade ayant une classe de
méthylation bégnine, était le méme que des patients de grade I. [66]

ADN circulant et autre approche innovante

Nous n’avons pas été en mesure de détecter de I’ADN circulant tumoral plasmatique au sein
de notre cohorte, cela peut s’expliquer de plusieurs fagons.

Nous avons été limités en termes de sensibilité par la méthode, du fait de la quantité
insuffisante de codes-barres moléculaires intégrés lice a la faible quantité d’ADN circulant.
En multipliant le nombre de librairie, en utilisant la totalité de 1’échantillon, puis en analysant
simultanément, a I’aide des outils bio-informatiques les données de séquengage, nous pouvons
espérer a une plus grande quantité de codes-barres moléculaires intégrés a 1’échantillon et a
une meilleur sensibilité.

Cela peut aussi s’expliquer par une fraction tumorale tres faible (< 1%) au sein de I’ADN
circulant et il faudra alors envisager une autre technique plus sensible, telle que la PCR
digitale (sensibilité < 0.01%). Cependant compte tenu de I’hétérogénéité des mutations pour
certains genes (NF2 et TRAF7 particulierement), il semble difficilement envisageable de
mettre au point une technique de détection d’ADN circulant tumoral dans un cadre de routine
de laboratoire par cette technique. Toutefois, dans le cadre de la recherche, dans une optique
de preuve de concept, il serait tres intéressant de mettre au point cette technique.

Enfin nous pouvons également supposer que I’ADN circulant tumoral ne passe pas dans la
circulation sanguine et il est alors impossible de le détecter dans le plasma. Les concentrations
en ADN circulant préopératoire vont plutot dans le sens de I’absence de passage dans la
circulation sanguine de I’ADN tumoral, car les concentrations obtenues sont proches de celle
d’un sujet sain. En effet une revue de la littérature, incluant des articles publiés entre 1998 et

2008 s’intéressant a I'ADN circulant plasmatique retrouve des concentration en ADN
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circulant plasmatique comprise entre 0 et 128 ng / mL avec une moyenne de 15 ng / mL isolée
chez des individus en bonne santé et entre 0 et 4738 ng / mL avec une moyenne de 137 ng /
mL pour les patients atteints de cancer (cependant en I’absence de standardisation dans
I’extraction de I’ADN circulant plasmatique et dans la mesure de ces concentrations, il est
difficile de se comparer a d’autres études) [58]. Un article publié récemment qui a analysé
I’ADN tumoral de gliomes et de médulloblastomes dans le LCR, a pu détecter I’ADN tumoral
dans 75 % des cas [65]. Il faudrait alors envisager de rechercher I’ADN circulant tumoral de
méningiome dans le LCR. En effet bien qu’une ponction lombaire soit un geste invasif, il

demeure cependant un geste moins contraignant qu’une biopsie cérébrale.
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6 ™ partie : Conclusion et perspective

Notre objectif était d’étudier sur le plan moléculaire une série de méningiomes afin d’en
dégager de nouveaux marqueurs biologiques et de tester une nouvelle approche non invasive
dans I’¢tude de ces marqueurs par s€quencage haut débit.

Dans un premier temps, nous avons étudié une série de tumeurs congelées issues d’une
cohorte de patients diagnostiqués a 1’hdpital de la Timone, pour laquelle nous avons pu
observer des premiéres corrélations génotype-phénotype.

Dans un second temps, nous avons étudié une série de tumeurs fixées en paraffine
particulierement agressives, issues d’un essaies clinique CEVOREM, qui nous a permis, en
plus de confirmer le caractére déléteére d’une altération du géne NF2, de tester notre méthode
sur du matériel de qualité et de quantité moindre.

Enfin nous avons, pour la premicre fois étudi¢ I’ADN circulant dans cette pathologie.

Le systéme de code barre moléculaire nous a permis d’obtenir de bon résultats y compris pour
des tumeurs fixées en paraffine. Pour les tumeurs congelées, nous avons relevé des altérations
génétiques dans 79 % des cas. 39 % des tumeurs présentent une altération du nombre de copie
du géne NF2 (associé dans 53 % des cas a une mutation du gene NF2) et 60.5 % des tumeurs
présentent une mutation pathogéne ponctuelle. De plus nous avons pu établir des premieres
corrélations génotype-phénotype comme celle des mutations de TRAF7 avec un Ki-67 bas ou
celles de NF2 avec 1’cedéeme cérébral. Pour les tumeurs fixées en paraffine, nous avons relevé
des altérations génétiques dans 67 % des cas, malgré la dégradation des ADN et de la
présence d’artéfacts de séquencage. Enfin si nous avons bien isolé¢ de I’ADN circulant du
plasma de patients porteurs de méningiomes nous n’avons pu identifier de mutation,

cependant notre technique manquait de sensibilité.

Ce travail ouvre des perspectives prometteuses mais doit étre poursuivies sur une plus large
série de tumeurs pour valider et étendre les premiéres corrélations genotype-phénotype
identifiées dans un but diagnostic et pronostic. L’analyse du nombre de copie des génes de
notre panel & partir des données de séquencage haut debit, pourrait nous apporter encore plus
d’élément de réponse quant a la variabilité phénotypique de ces tumeurs. Dans un but
thérapeutique, méme si des études cliniques sont nécessaires, 1’é¢tude moléculaire de ces
tumeurs ouvre la voie aux traitements personnalisés, notamment en cas de mutation sur les

génes AKT1, SMO ou encore PIK3CA, pour lesquels il existe des inhibiteurs ciblés. Enfin la
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piste de I’ADN circulant méme si les premiers résultats sont négatifs n’est pas finie d’étre
explorée, notamment par 1’étude dans le LCR de I’ADN circulant. Le séquengage haut débit

pourrait donc se révéler un atout précieux dans la prise en charge de ces tumeurs.
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Sensibilité de détection des variants estimée avec différents nombres de code-barres

moléculaires a différentes profondeurs de lecture selon Qiagen.

Allele Mean

frequency UM 1.1 read pairs/UMI 2.0 read pairs/UMl 4.0 read pairs/UMI 8.6 read pairs/UMI
5% 589 0618 0.944 0.935 0.949

5% 1178 0.855 0.963 0.960 0.965

5% 2355 0.946 0.966 0.962 0.965

5% 3533 0.952 0.965 0.966 0.967

1% 722 0318 0.565 0.619 0.628

1% 1445 0.498 0.812 0.848 0.848

1% 2167 0.668 0.852 0.906 0.915

1% 3612 0.843 0.928 0.933 0.933

1 read pairs équivaut a une profondeur de 2 x.
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SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence de mes maitres de la Faculté, des conseillers
de [Ordre des pharmaciens et de mes condisciples :

¢ D'honorer ceux. qui m'ont instruit dans les préceptes de
mon art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant
fidele a leur enseignement.

% D'exercer, dans [intérét de la santé publique, ma
profession avec conscience et de respecter non seulement la
legislation en vigueur, mais aussi les régles de (honneur, de
la probité et du désintéressement.

“* De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs
envers le malade et sa dignité humaine, de respecter le
secret professionnel.

“* En aucun cas, fe mne consentirai d utiliser mes
connaissances et mon état pour corrompre les moeurs et
favoriser des actes criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses.

Que je sois couvert d'opprobre, méprisé de mes confréres, si j'y
mangque.
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