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1. INTRODUCTION

Les glioblastomes (GB) sont les tumeurs cérébrales primitives malignes les plus fréquentes
chez l'adulte (1). Trés agressifs, ils correspondent a des gliomes de grade IV selon la
classification de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) des tumeurs du systéme nerveux
central. La derniere classification de I'OMS parue en 2016 distingue deux phénotypes
moléculaires distincts de GB selon le statut des genes isocitrate déshydrogénase (IDH) 1/2 (2)
(annexe 1).

D’une part, les GB IDH non mutés sont majoritaires (> 90 % des GB) et touchent des patients
agés (> 55 ans). lls sont nommeés « de novo » ou primaires car ils surviennent le plus souvent
d’emblée sous la forme de grade IV. Ces GB sont ceux qui ont le plus mauvais pronostic.
D’autre part, les GB IDH mutés, plus rares (< 10 % des GB) affectent particulierement le sujet
jeune (< 45 ans). Ces sous-types sont dits secondaires car ils proviennent principalement de la
transformation de gliomes de grades inférieurs (grades Il et Ill).

Malgré les thérapeutiques actuelles basées principalement sur la chirurgie et la radio-
chimiothérapie (RCT), le pronostic de ces tumeurs reste tres sévere. En effet, la médiane de
survie est d’environ 15 mois (3,4). En pratique, la récidive tumorale survient inéluctablement
a quelques mois du traitement initial et peu de traitements sont efficaces en 2éme ligne.

L'imagerie par résonnance magnétique (IRM) est I’'examen de référence pour le diagnostic et
le suivi radiologique des tumeurs cérébrales. Au cours du suivi IRM, des phénomeénes de
pseudo-progression ou de pseudo-réponse peuvent rendre difficile le diagnostic différentiel
entre récidive et remaniements induits par les traitements dont le plus fréquent est la
radionécrose (5). En effet, les remaniements post-thérapeutiques peuvent augmenter la taille
de la Iésion prenant le produit de contraste, sans qu’il existe de véritable progression, on parle
alors de pseudo-progression (6). A I'inverse, la mise sous traitement anti-angiogénique peut
créer des aspects de pseudo-réponse (7). Au-dela des séquences d’IRM conventionnelles (T1
et T2), d’autres séquences d’IRM telles que la perfusion, la diffusion et/ou de spectroscopie
sont alors pertinentes pour améliorer les performances diagnostiques (8—10).

Afin d’apporter des arguments complémentaires pour le diagnostic différentiel entre récidive
tumorale et radionécrose, I'imagerie tomoscintigraphique par émission de positons (TEP) qui
utilise des acides aminés ou des analogues d’acides aminés, avec parmi eux la 6-18F-fluoro-L-
3,4-dihydroxy-phenylalanine (18F-DOPA), est désormais recommandée en pratique clinique
(11,12). Dans la situation ou I'IRM est d’interprétation litigieuse, la TEP a la 18F-DOPA permet
de modifier la décision thérapeutique en réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP)
neuro-oncologique, dans prés 30% des cas (13,14). La suspicion de récidive tumorale est
évaluée en pratique selon I'échelle proposée par Lizarraga (15). Le foyer captant la 18F-DOPA
est considéré comme suspect de récidive lorsque son intensité est égale ou supérieure a celle
du striatum controlatéral (annexe 2). Une analyse semi-quantitative permet de confirmer
I'analyse visuelle lorsque I'intensité Iésionnelle est proche de celle du striatum (16). Un seuil
d’intensité maximal tumeur/striatum > 1 est rapporté comme ayant d’excellentes
performances diagnostiques (17).



Cependant, les mécanismes d’accumulation tumorale de ce radio-pharmaceutique restent
mal connus. Selon des études in vitro, ils dépendraient principalement du transporteur
d’acides aminés L-type amino-acid transporter 1 (LAT1)(18). D’autres facteurs biochimiques
influenceraient ces mécanismes d’accumulation notamment la cible fonctionnelle de la
rapamycine (mTOR)(19). Des phénomeénes inflammatoires liés a la radiothérapie (RT)
augmenteraient quant a eux l'intensité de captation des acides aminés évaluée en TEP (20).
A l'échelle cellulaire, il a été montré que l'intensité de captation de la 18F-DOPA était corrélée
au degré de prolifération tumorale évaluée par la mesure de I'index de prolifération (index Ki-
67) ou au grade histologique (21-23).

Des publications récentes ont mis en évidence des associations entre des données d’imagerie
métabolique et certains marqueurs génétiques comme la mutation IDH ou épigénétiques tel
gue la méthylation du promoteur de O6-methylguanine-DNA methyl-transferase (MGMT).
Deux études publiées en 2016 et 2017, ont montré qu’une captation en 18F-FDOPA était plus
élevée en cas de mutation IDH et de co-délétion 1p19q dans les sous-types de gliome de grade
Il et Il (24,25). Dans une autre étude de 2017, les tumeurs qui présentaient une
hyperméthylation du promoteur de MGMT avaient des volumes tumoraux initiaux inférieurs
a celles qui ne possédaient pas cette anomalie épigénétique (26).

Ainsi, les données de la littérature suggerent que les données des TEP aux acides-aminés
pourraient varier en fonction des anomalies moléculaires présentes dans les GB.

Les amplifications géniques sont fréquentes dans le GB et participent a leur grande
hétérogénéité. Elles interviennent dans de multiples voies de signalisation tumorales cruciales
pour la survie cellulaire, la prolifération, l'invasion et I'angiogenese (27) (annexe 3).
L'amplification du géne codant pour le récepteur epidermal growth factor (EGFR) est la plus
commune. Elle est retrouvée dans pres de 40 % des cas de GB /DH sauvage (28). D’autres sont
plus rares et impliquent des génes codant pour les récepteurs mesenchymal-epithelial
transition (MET), alpha platelet-derived growth factor (PDGFRA) ou pour cyclin-dependent
kinase 4 (CDK4), murine double minute 2 (MDM?2) ou murine double minute 4 (MDMA4).

En dérégulant les voies de signalisation qui conduisent a la prolifération cellulaire, ou la
captation d’acides aminés est accrue, les amplifications géniques pourraient avoir un impact
sur les mécanismes d’accumulation des acides-aminés utilisés en TEP.

A notre connaissance, une seule étude, réalisée en pré-thérapeutique, s’est intéressée au lien
entre I'amplification EGFR et I'imagerie TEP en utilisant un radio-pharmaceutique acide aminé
non utilisé en routine, "alpha[C-11] -L-methyl-tryptophane (AMT). Dans cette étude, les
volumes tumoraux en TEP/IRM apparaissaient inversement corrélés au statut d’amplification
de EGFR.

L’objectif de notre travail a été de rechercher chez les patients atteints d’'un GB primaire en
situation de récidive si les résultats de la TEP a la 18F-DOPA étaient influencés par le statut
d’amplification génique de ces tumeurs.



2. MATERIELS ET METHODES

2.1. CARACTERISTIQUES DES PATIENTS

L’ensemble des patients participait a I'essai clinique « IMOTEP » (RECF2013) ou faisait partie
du programme hospitalier de recherche clinique « POSEIDON » (n°14-061 ; FINESS juridique
060000528).

Quatre-vingt-treize patients avec une tumeur cérébrale ont réalisé une TEP a la 18F-DOPA au
Centre Antoine Lacassagne a Nice entre 2013 et 2017. Les criteres d’éligibilité pour I'analyse
étaient : patients majeurs, atteints d’un GB hémisphérique histologiquement prouvé, IDH non
muté et dont le statut d’amplification génique était connu (figure 1).

Au total, 31 patients adultes (54,8% homme et 45,2% femme ; 4ge moyen 59,3 ans) ayant un
GB suspects de récidive a la fois en IRM multi-modale et en TEP a la 18F-DOPA ont été
rétrospectivement inclus dans cette étude entre janvier 2013 et janvier 2017.

93 patients analysés
TEP 18F-DOPA
2013-2017

métastases,
Il ou Il et 7 oligo-dendrogliomes)

la mutation IDH et des amplifications

/ géniques)

Critéres moléculaires inconnus (staut de /

Critéres d'imagerie de non éligibilité

/ (IRM stable ou T/S max < 1)

31 patients

suspects de récidive
inclus dans I'étude

AR

/ 6 patients uniquements biopsiés

Figure 1. Diagramme de flux.



Deux types de délai de récidive ont été définis, I'un entre la date de la chirurgie et la date de
I’examen TEP et I'autre entre la fin de la RT et la date de I’examen TEP.

2.2. IRM MULTI-MODALE

PROTOCOLE D’ACQUISITION

Les IRM étaient réalisées sur des appareils General Electric healthcare 1,5T, a 'aide d’une
antenne cérébrale (haute densité d’éléments).

Le protocole de I'examen comprenait les séquences conventionnelles (axiales T2, sagittales
3D FLAIR, axiales 3D T1 sans et aprés injection de chélates de gadolinium), fonctionnelles
(séquences de perfusion DSC T2* ; séquences de diffusion gradient b = 0 et b = 1000) et
métaboliques (séquences de spectroscopie mono-voxel a TE court).

La durée totale d’acquisition était d’environ 40 minutes.

Le post-traitement pour la visualisation des images était réalisé sur des consoles GE avec le
logiciel Advantage Workstation (version 4.6).

ANALYSE DES IMAGES

Les criteres de suspicion de récidive tumorale en IRM étaient basés sur la classification RANO
(annexe 4), sur les séquences de perfusion (volume sanguin cérébral relatif > 2), de
spectroscopie (inversion du pic N-Acétyl-Aspartate/Choline) et sur la cartographie du
coefficient apparent de diffusion (ADC).

L'intervalle de temps entre I'examen TEP et I'examen IRM était en moyenne de 11,5 jours avec
un maximum de 42 jours. L'IRM était comparée a I'IRM de référence post-opératoire précoce.
Les IRM de suivi, jusqu’a 3 mois apres I’'examen TEP/IRM, permettaient également de préciser
le statut de récidive. Les patients dont I'IRM était stable ou en réponse partielle étaient exclus
de I'étude.

2.3. TEPala 18F-DOPA

PROTOCOLE D’ACQUISITION

La TEP a la 18F-DOPA était effectuée au cours du suivi post-thérapeutique sur un appareil
TEP/TDM Biograph mCT (Siemens Healthineers, Erkangen, Germany). Chaque patient recevait
une prémédication par Carbidopa 100 mg 1 heure avant l'injection du radio-pharmaceutique,
en |'absence de contre-indication.

Les acquisitions de 10 minutes étaient réalisées 20 minutes apres injection de 2MBq/kg de
18F-DOPA. Les images d’émission étaient reconstruites en utilisant I'algorithme OSEM (5
itérations et 24 sous-ensembles), avec correction de I'atténuation, du diffusé, des fortuits
mais sans correction de la réponse impulsionnelle ni du temps de vol.

La visualisation des images était faite sur une console Siemens avec le serveur SyngoVia.

ANALYSE DES IMAGES
Le critere définissant la récidive était un seuil d’intensité maximale tumeur/striatum (T/S max)
supérieur ou égal a 1.

L'intensité de captation de la 18F-DOPA était déterminée en utilisant une méthode semi-
guantitative. Les valeurs de Standard Uptake Value (SUV) étaient corrigées par le poids du



patient (bw). Les valeurs de SUV maximale dans un pixel (SUV max) et de SUV moyen dans
une sphére de 1cm? centrée sur le maximum (SUV « peak ») étaient obtenues au niveau de la
Iésion (T), du striatum controlatéral (S) et de I’'hémispheére sain controlatéral (N). Ainsi, nous
avons déterminé 4 valeurs d’intensités relatives pour chaque patient : T/S max, T/S peak, T/N
max, T/N peak.

Le SUV moyen de I’hémisphére sain controlatéral (SUV mean N) était obtenu a I'aide d’une
sphére automatisée de 7 mm de rayon (~ 14 cm?®) située a la frontiére substance
blanche/substance grise, en évitant les ventricules et le tissu sous-cutané.

Deux valeurs de SUV moyen du striatum (SUV mean S) ont été calculées par iso-contour : a
80% et a 60% du maximum.

Les volumes biologiques ont alors été calculés en prenant des seuils par rapport au striatum
et par rapport a I’hémisphére sain. Un volume 1.6N (Vol 1.6N), le plus grand des volumes
calculés, contenait toutes les valeurs a partir de 1.6 fois la moyenne de I'hémisphére sain.
Deux autres volumes, calculés par rapport au striatum (Vol 0.8S et Vol0.6S), avaient pour seuils
respectifs les valeurs moyennes de 80 et 60% du SUV max.

Au total, 3 volumes biologiques tumoraux ont été calculés : Vol 1.6 N, Vol 0.8 S, Vol 0.6 S
(figure 2).

Figure 2. Représentation de la segmentation tumorale selon 3 seuils différents (la moyenne de 0.8 du SUV max du striatum,
la moyenne de 0.6 du SUV max du striatum et le SUV moyen de I'hémisphére sain multiplié par un facteur 1.6). Patient de 41
ans avec une récidive de GB située a la partie postéro-supérieure de la cavité opératoire temporale droite. Les seuils respectifs
(3,4;2,9; et2,6) nous ont permis de segmenter la Iésion en 3 volumes biologiques tumoraux différents (rouge : 6 cm3, vert :
14 cm® et bleu : 20 cm3).



2.4. DONNEES MOLECULAIRES

Tous les patients étaient atteints d’'un GB histologiquement prouvé, IDH non muté. La
mutation était recherchée par immuno-histochimie (IHC) pour tous les patients et par Next
Generation Sequencing (NGS) oncopanel pour ceux de moins de 55 ans, selon les
recommandations actuelles.

L’étude immunohistochimique était réalisée sur coupe de 2 um, avec l'anticorps dirigé contre
la forme mutée IDH1 R132H (clone H09, Abnova, 1/100), en utilisant 'automate de Dako
(Glostrup, Denmark), selon les recommandations du fabricant. L'étape de démasquage était
effectuée avec le kit « Envision Flex » de Dako.

Pour le NGS, I’ADN génomique était extrait a partir du tissu fixé au formol et inclus en paraffine
(FFPE), en utilisant un systéme Maxwell (Promega). Le séquencage était réalisé en utilisant la
technologie semi-conducteur lon Torrent (Life Technologies, Grand Island, NY) pour cibler 50
oncogenes et génes suppresseurs de tumeurs incluant IDH1 et IDH2 (lon AmpliSeq Cancer
Hotspot Panel v2, Life Technologies).

Le statut d’amplification génique était recherché par la technique d’hybridation génomique
comparative sur puce a ADN Comparative Génomic Hybridization (CGH array). L’ADN tumoral
était extrait a partir de tissu fixé au formol et inclus en paraffine, avec le systeme Qiamp DNA
mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) aprés déparaffinage dans une solution de Tween 20,
sans xylene. L'ADN témoin non tumoral de référence était fourni par Agilent Technologies
(Santa Clara, CA). L'ADN génomique du patient était marqué avec une molécule fluorescente,
la Cyanine 5 (Cy5) et 'ADN témoin avec la Cyanine 3 (Cy3) (Genomic DNA SureTag Labeling
Kit, Agilent). Les ADN étaient co-hybridés sur une puce a ADN (Sureprint G3 Human CGH
microarray 4x180K, Agilent). La lame était scannée (SureScan, Agilent) et les images analysées
par un logiciel (Cytogenomics v2.5.8.11, Agilent) capable de convertir des ratios de
fluorescence sous forme de tracés de Log (2) : Cy5/Cy3. Les résultats étaient exprimés selon
la référence hgl9 (GRCh37 Genome Reference Consortium Human Reference 37). Les
amplifications géniques étaient définies par un log ratio cya5/cya3 >1.8

2.5. ANALYSES STATISTIQUES

Des statistiques descriptives ont été réalisées pour définir les caractéristiques
démographiques cliniques (age, sexe, traitement anti-angiogénique), chirurgicales (biopsie,
résection totale, résection partielle), moléculaires (amplifications géniques dont EGFR) et les
données temporelles (délais de récidive).

Les variables quantitatives ont été décrites par la moyenne, I'écart type et les quartiles. Elles
ont été comparées a l'aide de test T de Student ou de test de U de Mann Whitney en cas de
non-respect des conditions d'application.

Les variables qualitatives ont été décrites en fréquence absolue et relative. Elles ont été
comparées a l'aide de test de Chi2 ou de test de Fisher en cas de non-respect des conditions
d'application.

Les statuts d’amplification génique (amplifiés ou non amplifiés) ont été comparés aux
résultats de la TEP (intensités et volumes) en fonction de la présence d’au moins une
amplification ou de la présence plus spécifiguement de I'amplification de EGFR. Ces



comparaisons étaient effectuées en utilisant le t-test de Student ou le test U de Mann Whitney
si les conditions du test paramétrique n’étaient pas remplies.

Une analyse multivariée ajustée sur I'dge a permis de comparer l'intensité (T/S max) avec le
statut d’amplification génique.

Une analyse en sous-groupe, sur 25 patients traités par résection, a été réalisée afin d’avoir
une meilleure comparabilité des volumes tumoraux. Les comparaisons entre le statut
d’amplification de EGFR, les volumes, I'age, le type de résection et les délais de récidive ont
été réalisées a I'aide du t-test ou le test U si les conditions du test paramétrique n’étaient pas
remplies.

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel SPSS (20.0 ; IBM).
Tous les tests statistiques ont été réalisés en hypothése bilatérale avec un seuil de
significativité de 5%.

3. RESULTATS

3.1. CARACTERISTIQUES DEMOGRAPHIQUES

Sur une population de 55 patients atteints de GB, suivis par IRM et TEP a la 18F-DOPA apres
traitement initial, 31 cas de GB primaires (IDH non mutés) ont été retenus comme récidive sur
les données combinées de I'IRM multimodale et de la TEP a la F-DOPA.

Vingt-cing patients avaient bénéficié d’une résection tumorale initiale. La résection était
considérée comme totale sur I'IRM chez 8 d’entre eux (absence de reliquat significatif sur la
séquence T1 injectée a 24-72 heures post-opératoire). Les délais de récidive étaient retardés
lorsque la résection chirurgicale était totale (en moyenne, 294 jours contre 197 jours pour
ceux présentant une résection partielle).

Les 6 autres patients avaient eu une biopsie diagnostique.

25% des patients (8/31) étaient sous traitement anti-angiogénique lors de I'examen TEP/IRM.
35% (11/31) des patients ont été traités par reprise chirurgicale apres la TEP, avec chez tous
ces patients la confirmation histologique du diagnostic radiologique de récidive.

L’amplification de EGFR, était détectée dans 10/31 des tumeurs (32 %),

Les autres amplifications géniques (PDGRA, CDK4, MDM_2, MDM4, MET) étaient chacune
présentes dans moins de 20% des cas. 6 GB sur 31 présentaient des co-
amplifications (EGFR+PDGFRA+CDK4+MDM2 ; EGFR+MDM4 ; PDGFRA+CDK4+MDM2 ;
PDGFRA+MDM?2 ; PDGFRA+CDK4+MET ; CDK4+MDM?2).

Les fréquences des amplifications géniques sont précisées dans le tableau 1.



Tableau 1. Fréquences des amplifications géniques.

Amplifications 18/31 (58,1 %)
EGFR 10/31 (32,3 %)
PDGFRA 4/31 (12,9 %)
CDK4 5/31 (16,1 %)
MDM?2 4/31 (12,9 %)
MDM4 2/31 (6,5 %)
MET 3/31(9,7 %)

3.2. COMPARAISON ENTRE LES RESULTATS DE LA TEP 18F-DOPA ET LES
STATUTS D’AMPLIFICATION GENIQUE

Nous avons cherché si les données de la TEP a la 18F-DOPA étaient corrélées au statut
d’amplification génique.

INTENSITES

Nous avons mis en évidence une corrélation inverse entre les valeurs d’intensités relatives
maximales (T/S et T/N) et les statuts d’amplification génique.

Les intensités relatives étaient plus importantes chez les patients ne présentant aucune
amplification (tableau 2) (en moyenne T/Smax:1,3+/-0,3vs 1,2 +/-0,2; p=0,031).

Il n’y avait pas de différence significative d’intensité entre les GB EGFR amplifiés et les GB non
amplifiés pour EGFR (p = 0.14 pour l'intensité T/S max).

Les patients plus agés présentaient plus d’amplification génique (en moyenne 63,2 +/- 7,9 ans
dans le groupe amplification et 53,8 +/- 11,2 ans dans le groupe ne présentant aucune
amplification ; p = 0,01).

En analyse multivariée, la corrélation inverse entre le statut d’amplification génique et les
résultats des intensités de captation était dépendant de I'age des patients (p = 0.066).

VOLUMES

Nous avons mis en évidence une corrélation inverse entre les volumes calculés par rapport au
striatum (Vol 0.8S et Vol 0.6S) et le statut d’amplification de EGFR. Les GB qui présentaient
une amplification de EGFR avaient des volumes biologiques tumoraux plus petits que les GB
non amplifiés EGFR (médiane arrondie a 'unité, Vol 0.6S : 3 cm® [2- 8] vs 14 cm® [9-27] ; p =
0.029) (tableau 3).

Le type de chirurgie pratiquée (résection vs biopsie) pouvant faire varier les volumes, nous
avons vérifié ces résultats sur le sous-groupe des GB traités par résection. La corrélation
inverse entre les volumes et le statut d’amplification EGFR s’est confirmée (p=0.022) (tableau
4)

Les volumes moyens définis a partir de I’"hémisphere sain (Vol 1.6N) ne présentaient pas de
différence significative entre les GB EGFR amplifiés et les GB EGFR non amplifiés (p = 0.183).



Un exemple des résultats volumiques est représenté sur la figure 3 en fonction du statut EGFR
amplifié ou non.

Les volumes tumoraux avaient tendance a étre plus petits chez les patients qui présentaient
au moins une amplification (p = 0.056 pour le volume 0.8S). Les résultats étaient similaires
dans le sous-groupe des GB traités initialement par résection chirurgicale.

Les délais de récidive n’apparaissaient pas corrélés aux volumes tumoraux (en moyenne, pour
le vol 0.8S > 3 cm3 récidive a 220 jours et pour celui < a 3 cm3 récidive a 277 jours lorsque I'on
prend comme point de départ la date de la chirurgie) ni au statut EGFR (délai moyen de
récidive pour les GB EGFR amplifiés de 292 jours contre 233 jours pour les GB EGFR non
amplifiés ; p =0,72).

Au total, les amplifications géniques étaient associées a des modifications de captation du
radio-pharmaceutique lors de la récidive tumorale, comparativement aux GB sans
amplification : les GB présentant au moins une amplification génique étaient associés a des
intensités de captation plus faibles et les GB EGFR amplifiés étaient corrélées a des volumes
biologiques tumoraux plus petit.

Tableau 2. Comparaison des données de la TEP a la 18F-DOPA en fonction de la présence d’au
moins une amplification génique.

Patients (n = 31) AMPLIFICATION
Oui (n=18) Non (n=13) p

T/S max

Moyenne (écart-type) 1,2 (0,2) 1,3(0,3) 0,031
T/S peak

Moyenne (écart-type) 1,2 (0,2) 1,4 (0,3) 0,038
T/N max

Moyenne (écart-type) 2,1(0,2) 2,3(0,4) 0,037
T/N peak

Médiane (étendue) 2,0(1,8;2,3) 2,3(2,1;2,4) 0,1

Vol 0.8S, en cm3

Médiane (étendue) 2,1(0,2;4,1) 7,9(3,9; 15) 0,056
Vol 0.6S, en cm3
Médiane (étendue) 6,9 (2; 13,6) 14,4 (8,7 ; 27) 0,101

Vol 1.6N, en cm3
Médiane (étendue) 15,5 (6,8 ;31,2) 27,5(18,6;38,4) 0,207
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Tableau 3. Comparaison des données de la TEP a la 18F-DOPA en fonction de la présence d’une

amplification de EGFR

Patients (n = 31)

AMPLIFICATION EGFR

Oui (n=10) Non (n = 21) p

T/S max

Moyenne (écart-type) 1,1(0,2) 1,3(0,2) 0,14
T/S peak

Moyenne (écart-type) 1,1(0,2) 1,3 (0,3) 0,145
T/N max

Médiane (étendue) 2(1,9;2,2) 2,2(1,9;2,3) 0,386
T/N peak

Médiane (étendue) 2(1,8;2,3) 2,2(1,9;2,3) 0,3
Vol 0.8S, en cm3

Médiane (étendue) 0,9(0,2;3) 6,4 (1,8 ; 12,5) 0,042
Vol 0.6S, en cm3

Médiane (étendue) 3,3(1,7;8,3) 14,1 (8,7 ; 27) 0,029
Vol 1.6N, en cm?3

Médiane (étendue) 9,9(5,1;31,2) 20(14,9;38,4) 0,183

Tableau 4. Comparaison des volumes biologiques tumoraux en fonction du statut EGFR dans

le sous-groupe des résections.

Patients (n = 25)

AMPLIFICATION EGFR

Oui(n=9) Non (n = 16) p

Vol 0.8S, en cm3

Médiane (étendue) 0,6 (0,2;2,5) 4,3(1,5;9,3) 0,035
Vol 0.6S, en cm3

Médiane 2,6(1,6;4,2) 12,6(7,3;17,1) 0,022
Vol 1.6N, en cm3

Médiane 6,4 (4,7 ; 29) 19,4 (14,4 ; 29,2) 0,165
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IRM T1-gad TEP a la 18F-DOPA

Figure 3. Exemple de volumes en la TEP a la 18F-DOPA qui sont inversement corrélés au statut d'amplification
de EGFR. A : GB frontal gauche EGFR amplifié. Vol g 65 = 2,6 cm®; B:GB temporal gauche EGFR non amplifié.
Volggs = 18.4 cm’.
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4. DISCUSSION

Bien que la TEP a la 18F-DOPA occupe une place croissante dans le suivi des glioblastomes
(GB), ses mécanismes d’accumulation dans les tumeurs cérébrales sont encore mal connus.
Les amplifications géniques, anomalies fréquentes dans les GB primaires, dérégulent les voies
de signalisation intracellulaires et conferent aux cellules des propriétés de prolifération,
d’invasion et d’angiogenése.

Nos résultats montraient que les amplifications géniques influencaient la captation de la 18F-
DOPA lors de la récidive tumorale, comparativement aux GB sans amplification : les GB
présentant au moins une amplification génique étaient associés a des intensités de captation
plus faibles et les GB EGFR amplifiés étaient corrélés a des volumes biologiques tumoraux plus
petits.

Notre travail a été réalisé sur une population homogéne et ciblée. Nous avons sélectionné
exclusivement la forme de GB la plus fréquente, les GB primaires, définis par I'absence de
mutation des génes IDH 1/2. La récidive tumorale pouvant étre difficile a distinguer des
remaniements post-thérapeutiques en pratique, nous avons inclus les patients pour lesquels
la récidive tumorale était certaine. Nous avons retenu des criteres de sélection stricts en IRM
multi-modale et en TEP a la 18F-DOPA. Pour la TEP, le seuil pour définir la récidive était T/S
max > 1. ll présente la meilleure spécificité de détection des lésions cérébrales d’aprées I'étude
de Chen et al. (17). De plus, les données de la littérature utilisent fréquemment ce seuil pour
différencier récidive et radionécrose (29-31). Parmi les 93 patients qui avaient bénéficié d’'une
TEP a la 18F-DOPA cérébrale entre 2013 et 2017, nos critéres d’éligibilité des patients dans
I’étude ont eu comme corollaire de réduire la taille de I’échantillon analysé a 31 cas. Le
traitement initial différent (résection ou biopsie) pouvait influencer les volumes tumoraux en
récidive, ce qui nous a conduit a mener une analyse en sous-groupes. Bien que réduisant la
puissance statistique de I’étude, I'analyse en sous-groupes nous a permis de vérifier que les
volumes tumoraux lors de la récidive étaient indépendants des facteurs de confusion comme
le type de résection chirurgicale et le délai de récidive. Le caractére rétrospectif et I'labsence
de TEP de référence pré-thérapeutique étaient également des limites a notre étude.

De plus, parmi les 3 volumes biologiques calculés, le volume défini par rapport au SUV moyen
de I'hémisphére sain (Vol 1.6N) ne montrait pas de différence significative en fonction de
I'amplification de EGFR. Un biais de mesure pourrait expliquer ce résultat car nous avons
constaté des différences de valeurs moyennes selon la localisation du volume d’intérét (VOI)
sur I’hémispheére. Cela suggere que le volume Vol 1.6N serait dépendant de la localisation du
VOlI choisi. Rétrospectivement, I'impact de ce biais potentiel aurait pu étre réduit en calculant
la moyenne de plusieurs VOI rapprochées sur I’hémisphere sain (32), en tenant compte des
déviations standards (33), ou bien en définissant une localisation hémisphérique fixe pour les
mesures de SUV moyens. Enfin, nous pouvions noter un biais potentiel lié a I'éventuelle
modification dans le temps du statut des amplifications géniques analysé en post-opératoire
initial et non connu lors de la récidive. Ce biais semblerait restreint d’aprés une publication
récente qui montrait que le statut d’amplification génique était relativement stable dans le
temps (34).

Notre travail est novateur car il s’agit, a notre connaissance, de la premiére étude en TEP a la
18F-DOPA cherchant une corrélation entre I'accumulation de ce radio-pharmaceutique et les
amplifications géniques dans les GB primaires en situation de récidive.



13

Une seule étude antérieure, de Bosnyak et al. (26) s’intéressait au lien entre les amplifications
géniques et les résultats de la TEP aux acides aminés dans les glioblastomes primaires. Dans
cette étude, les données volumiques étaient recueillies en pré-thérapeutique et le
radiopharmaceutique utilisé était I'alpha[C-11] -L-methyl-tryptophane (AMT). Ces résultats,
ne trouvaient pas de différence significative de volume en TEP-AMT selon le statut de EGFR
mais, a l'inverse de la 18F-DOPA, 'AMT est métabolisé par des voies enzymatiques
(kynurenine). De plus, cet article objectivait que les GB EGFR amplifiés étaient associés a des
volumes en IRM sur la séquence T1-gadolinium (gad) et a des ratios de volumes T1-gad/TEP
plus faibles que pour les GB sans amplification. Les auteurs émettaient I’hypothése que les GB
amplifiés EGFR seraient plus infiltrants et plus angiogéniques. Ces arguments ne sont pas
suffisants pour expliquer scientifiquement leurs résultats.

Nos résultats mettaient en évidence que les GB récidivants avec amplification de EGFR avaient
des volumes biologiques tumoraux inférieurs comparés a ceux des GB sans amplification.
Nous avons d’abord été surpris par ces résultats car la surexpression de EGFR, induite par
I'amplification du géne est connue pour promouvoir l'invasion, la prolifération et
I’'angiogénese. Ces résultats impliquaient a l'inverse que les GB sans amplification EGFR
avaient des volumes tumoraux supérieurs comparés a ceux des GB avec amplification. Cela
suggere que les GB sans amplification de EGFR seraient métaboliquement plus agressifs que
les GB EGFR amplifiés lors de la récidive. De plus, les GB primaires (/IDH non mutés) sont un
groupe moléculaire hétérogene. Parmi les différents sous-types moléculaires de GB identifiés
par Verhaak et al. (35) (annexe 5), certains sont dépourvus de I'amplification de EGFR, comme
les GB « mésenchymateux » décrits comme particulierement agressifs (36,37). Nos résultats
sembleraient donc s’inscrire dans les connaissances actuelles de la biologie tumorale.

Notre étude montrait également que la présence « d’au moins une amplification génique »
était corrélée a de plus faibles intensités de captation de la 18F-DOPA par rapport a celles des
GB sans amplification génique. Ces résultats suggerent que I'absence d’amplification génique,
dans les GB primaires récidivants pourrait aussi étre un facteur de plus grande agressivité
métabolique. Les GB sans amplification auraient des besoins accrus en acide aminé. En
revanche, en prenant uniguement le statut d’amplification de EGFR nous ne mettons pas en
évidence de corrélation avec les ratios des intensités. Ceci pourrait étre lié a un manque de
puissance statistique dans notre étude (10/31 GB étaient EGFR amplifiés alors que 18/31
avaient au moins une amplification).

La recherche de corrélation entre les anomalies moléculaires de EGFR et les données de TEP
ont été effectuées dans d’autres types de cancer, notamment le cancer pulmonaire non a
petits cellules (CPNPC). Les résultats montraient que la présence d’'une mutation de EGFR était
associée a une réduction du métabolisme cellulaire, en particulier glucidique. Dans |’étude de
Yip et al.(38) la présence d’une mutation du gene EGFR, était associée, en pré-thérapeutique,
a de petits volumes métaboliques tumoraux en TEP 18F-fluoro-2-deoxy-glucose (18FDG) en
comparaison aux volumes des tumeurs EGFR non mutés. Une autre publication récente
trouvait des résultats similaires (39). De la méme maniere, Takamoshi et al. (40) ont objectivé
gue parmi les adénocarcinomes pulmonaires, les intensités de captation en TEP-18FDG des
tumeurs EGFR mutés étaient inférieures a celle des tumeurs EGFR non mutées. Cette
différence était liée a une réduction du métabolisme du glucose en cas de mutation de EGFR.
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Dans la littérature, concernant les CPNPC, nous n’avons pas trouvé de données sur le
métabolisme des acides aminés en TEP selon le statut de EGFR. Notre étude, sur les GB, faisait
apparaitre une réduction de ce métabolisme en cas de dérégulation de EGFR. De nouveaux
travaux corrélant les anomalies moléculaires et les données de la TEP ainsi que des études
fondamentales serraient nécessaires pour mieux appréhender le lien entre les voies
métaboliques et le statut du gene EGFR.

En ce qui concerne les facteurs pronostiques des GB, I’age est le plus important (41). La survie
des patients agés de plus de 60 ans est inférieure a celle des plus jeunes. Dans notre étude,
les patients &agés présentaient davantage d’amplifications géniques mais le statut
d’amplification de EGFR était indépendant de I’dge. L’amplification du géne codant pour EGFR,
la plus fréquente dans les GB primaires, est associée a une augmentation de la prolifération
cellulaire. Cependant, la valeur pronostique de la dérégulation de EGFR reste controversée
car les résultats des études de survie sont contradictoires. Les résultats d’'une méta-analyse
sur 8 articles de Chen et al (42) indiguaient un manque évident de preuve inhérent au
potentiel pronostique des anomalies moléculaires de EGFR dans les GB. D’autres articles ont
néanmoins montré des valeurs pronostiques favorables en présence d’anomalies de EGFR.
Une étude prospective de Montano et al.(43) mettait en évidence que la mutation du variant
IIl de EGFR, forme tronquée constitutionnellement active présente dans environ 20% des cas
d’amplification (44), était un biomarqueur prédictif d’une survie globale prolongée pour des
GB traités par le protocole STUPP. Par ailleurs, une autre publication de Hobbs et al.(45)
montrait que les GB EGFR amplifiés était un groupe hétérogene de GB. Le haut degré
d’amplification de EGFR améliorait la réponse au traitement standard.

Des études en TEP aux acides aminés dans les GB démontraient que le volume
biologique/métabolique tumoral évalué pourrait également avoir une valeur pronostique.
L'étude de Suchorska et al. (46) utilisait le radiopharmaceutique 18Fluoro-Ethyl-Tyrosine
(FET). Elle révélait que les GB, avant radiothérapie, avec un volume biologique tumoral faible
avaient une meilleure survie. Un article de Jung et al. réalisé avec l'isotope marqué [11C]-
méthionine (MET) (47) mettait en exergue que les GB, en récidive, avec de petits volumes
métaboliques avaient un meilleur pronostic. Dans notre cohorte de patients, il reste a préciser
si les différences de volumes biologiques observées selon le statut EGFR sont associées a des
différences pronostiques.

En conclusion, notre étude sur les GB récidivants montre que le statut d’amplification génique
influence les résultats de la TEP a la 18F-DOPA : les tumeurs présentant « au moins une
amplification génique » étaient associées a des intensités de captation plus faibles et les
tumeurs EGFR amplifiés étaient corrélés a des volumes biologiques plus petits. Ces données
mettent en évidence que I'hétérogénéité moléculaire des GB est associée a une hétérogénéité
métabolique.

Ce travail sera complété par une étude de survie pour déterminer si les différences de volumes
corrélées au statut EGFR ont une valeur pronostique.
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ANNEXES

Annexe 1. Classification histo-pronostique OMS 2016 des glioblastomes.

Cell of origin Cell of origin
< EGFR ampl./ovemxpr.
MET ampl/overexpr. / \
PDGFRA ampl /overexpr. @
ERBB2 rmutaton A
NF1 mutations Mutation ATR
PTEN mutation
PIK3RT mutation
PIK3CA mutation
CTMP methyation
astrocytoma Oligodendroglioma
TP53 mutaton (<25%) (WHO grade i) bl bzt
p14*%¥ deletion
MDM2 ampl /overexpr 9p ‘0”“ i 9p bum e
CDKN2A/B, p COKN2 14
SN0E gl omaempr deleton/me hylaton demion/mohpytmon
RB1 mutation/daleton CDKN2C mutabon/delsbo
CDKN2A/B deleton 19q loss RB1 mathydation
CDK4 armpljoverexpr 10q loss
CDK6 ampl /overexpr
RB1 mubtionideleson Anaplastic Anaplastic
astrocytoma oligodendroglioma
7 amy 10 WHO grade IIl) WHO grade 1II) (WHO grade 1I1)
| Yieomy 7 10q loss :
19q gan DCC loss of expression |
20q gain other abarratons |
|

4

Primary glioblastoma
WHO grade IV)

Secondary glioblastoma
(WHO grade IV)




Annexe 2. Echelle visuelle selon Lizarraga pour différencier récidive et radionécrose.

0 : Iésion non visible

1 : Iésion captant moins que le striatum controlatéral
2 : lésion captant autant que le striatum controlatéral
3 : lésion captant plus que le striatum controlatéral

Score 2 Score 3
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Annexe 3. Voies de signalisation affectées par les amplifications géniques dans les GB.

Voie de signalisation EGFR ERBB2 PDGFRA MET
RTK/RAS/PI(3)K
(altération 88%)
- @l (8%)) (13%)]  (4%))
+ mutation
v v
D — CD-CD
(18%) mutation mutation (36%)
+ mutation l 2% 15% + mutation
(2%)

/‘.

N

Prolifération I
survie

J mutation 1%

@@ Voie de signalisation RB |
: (altération 78%) :
(52%)) (47%) | (2%)) ; ;
+ mutation I I l ’
(18%)| (2%) | (1%)]
1
.’/ activation oncogénique \I
(11%) . /
+ mutation l
/ progression G1/S \f‘,
-~ (52%)
I + mutation
L\
: Voie de signalisation p53 : { 1
i (altération 87%) e N\ (35%)+ [ ~N
i "\féne‘cenc.;/’ mutation \_ Apoptose J
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Annexe 4. Résumé des criteres RANO publiés en 2010
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Critéres Repon‘se Repc.mse Maladie stable| Progression
complete partielle
Régression de
L ; o
Prise de Dlm!nutlon TS CEE Augmention de
. . Absence supérieure ou |ou progression (]
adolinium . . plus de 25 %
égale 50 % de moins de
25%
T2/Flair Stable ou diminué St_ab.le ou Stgb}e OU laugmentation%!'!
diminué diminué
N'osxvelle(s) Absence Absence Absence Absence
lésion(s)
Stéroides Absence srlboel SLEEEL applicablel?]
diminué diminué
Statut clinique Stable ou Stable ou Stable ou Altérél’]
amélioré amélioré amélioré
e B Tous Tous Tous Tous!"

réponse
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Annexe 5. Sous-types moléculaires de GB selon la classification de Verhaak (2010)

Proneural
Neural *  Expression of neuron markers such as NEFL,
GABRA1, SYT1 and SLC12A5
Classical
NF1 mutationand loss
Co mutations of NF1and PTEN
(YKL40) and MET expressed

Genes of TNF and NF kappaB
pathway highly expressed




ABREVIATIONS

GB : glioblastome

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

IDH : isocitrate déshydrogénase

RCT : radio-chimiothérapie

IRM : imagerie par résonnance magnétique

TEP : tomoscintigraphie par émission de positons
18F-DOPA: 6-18F-fluoro-L-3,4-dihydroxy-phenylalanine
RCP : réunion de concertation pluridisciplinaire

LAT1 : transporteur d’acides aminés L-type amino-acid transporter 1
MTOR : cible de la ripamycine chez les mammiferes

RT : radiothérapie

Ki-67 : index d’activité mitotique

MGMT: 0O6-methylguanine-DNA methyl-transferase
EGFR: receptor epidermal growth factor

MET: mesenchymal-epithelial transition

PDGFRA: alpha platelet-derived growth factor

CDK4 : cyclin-dependent kinase 4

MDM2 : murine double minute 2

MDM4 : murine double minute 4

AMT : alpha[C-11] -L-methyl-tryptophane

ADC : coefficient apparent de diffusion

T/S : tumeur/striatum controlatéral

SUV : Standard Uptake Value

SUV max : SUV maximale dans un pixel

SUV peak : SUV moyen dans une sphére de 1cm?® centrée sur le maximum
T/N : tumeur/hémisphére sain

SUV mean N : SUV moyen de I’hémispheére sain controlatéral
SUV mean S : SUV moyen du striatum

Vol 1.6N : volume 1.6N

FET : 18Fluoro-Ethyl-Tyrosine

IHC : immunohisto-chimie

CGH : Comparative Génomic Hybridization

Vol 0.8S et Vol0.6S : les 2 volumes biologiques tumoraux, calculés par rapport au striatum.

NGS: Next Generation Sequencing

CGH: Comparative genomic hybridization
VOI : volume d’intérét

C-11 MET : C-11 Méthionine
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RESUME

Introduction. Les mécanismes d’accumulation de la 18F-DOPA en Tomographie par Emission
de Positons (TEP) dans les glioblastomes (GB) restent mal connus.

L’objectif de ce travail était de rechercher si les données de la TEP a la 18F-DOPA en situation
de récidive pouvaient étre influencées par les amplifications géniques présentes dans les GB.
Méthodes. Trente et un patients présentant une récidive avec un GB primaire (gene IDH
sauvage) ont été inclus rétrospectivement (25 résections et 6 biopsies). Les parametres de la
TEP a la 18F-DOPA étaient les intensités et les volumes tumoraux par rapport au striatum ou
par rapport a I’hémisphere sain : T/S, T/N, Vols) et Vol). Les données moléculaires ont été
classées en 2 groupes selon la présence ou I'absence d’'une amplification génique.

Résultats. Les intensités de captation de la 18F-DOPA étaient inversement corrélées au statut
d’amplification génique (p = 0,031). Les volumes biologiques tumoraux étaient supérieurs
pour les GB EGFR non amplifiés (Volges médian a 3 cm? contre 14 cm?® pour les GB EGFR
amplifiés ; p = 0,029) dans la population totale et dans le sous-groupe des résections
chirurgicales.

Conclusion. Les amplifications géniques étaient associées a des modifications de captation de
la 18F-DOPA lors de la récidive tumorale, comparativement aux GB sans amplification : les GB
présentant au moins une amplification génique étaient associés a des intensités de captation
plus faibles et les GB EGFR amplifiés étaient corrélées a des volumes biologiques tumoraux
plus petits.

Mots clés : glioblastome, IDH sauvage, récidive, TEP, 18F-DOPA, amplification génique, EGFR.



