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. Introduction

Les gliomes diffus représentent les tumeurs malignes primitives du systeme nerveux
central (SNC) les plus fréquentes de I'adulte (1). L'incidence annuelle est de 5,5 cas pour
100 000 habitants en Europe (2). Elles peuvent apparaitre a tout age, mais il y a une
augmentation de l'incidence a partir de 40 ans, avec un pic a 65 ans. Les gliomes affectent
les cellules gliales qui sont des cellules qui forment I'environnement des neurones dans le
SNC. Dans le SNC, les cellules gliales incluent les astrocytes, les oligodendrocytes et les
cellules épendymaires.

Les gliomes diffus étaient jusqu'en 2016, classifiés selon la 4°™® édition de la
classification de I'OMS 2007. La classification 2007 était uniguement basée sur I'histologie
et classait les gliomes selon le type cellulaire prédominant (astrocytaire, oligodendrocytaire
ou mixte (oligoastrocytaire)) et le grade, allant du grade Il au grade IV (3).

Cependant la classification de 'OMS 2007 comportait de nombreuses limites. Le
manque de reproductibilité et la variabilité inter-observateurs étaient des points critiques de
cette classification s’appuyant sur les critéres pathologiques. En effet, d’aprés I'étude menée
par Martin J. van den Bent (4), il existe 30% de discordance inter-observateurs apres une
seconde relecture des tumeurs gliales.

En 2016, une mise & jour de la 4°™ é&dition de la classification OMS a été publiée (5).
Auparavant, en 2014, avait eu lieu a Haarlem, sous I'égide de la Société Internationale de
Neuropathologie, une réunion permettant de proposer des lignes directrices pour cette
révision de 'OMS (6). L'objectif de cette nouvelle classification histo-moléculaire est de
regrouper les entités diagnostiques biologiquement homogénes et conduire a une plus
grande précision diagnostique, une meilleure gestion des patients et a une détermination
plus précise du pronostic et de la réponse au traitement (5). La classification révisée
propose un diagnostic « intégré » qui oppose les gliomes diffus infiltrants aux gliomes
circonscrits.

Dans cette nouvelle classification, les statuts des mutations des génes IDH 1 et 2, de
la codélétion 1p/19q, du géne TP53 et du gene ATRX (alpha thalassemia/mental retardation
syndrome X-linked) sont intégrés au diagnostic. Ces marqueurs moléculaires sont
eégalement considérés comme des facteurs pronostiques et/ou prédictifs (7). En se basant
sur ces margueurs moléculaires, cette nouvelle classification permet de séparer les gliomes

diffus de phénotype astrocytaire des gliomes diffus de phénotype oligodendroglial.



Les astrocytomes IDH mutés (IDH™") sont définis par :
e La mutation des genes IDH
e L’absence de codélétion 1p/19q

e La perte d’expression nucléaire de 'ATRX

Les oligodendrogliomes IDH™" codélétés sont définis par :
e La mutation des genes IDH
e La codélétion 1p/19q

e La conservation de I'expression nucléaire de 'ATRX

La nouvelle classification de 'OMS introduit également la notion de NOS (Not
Otherwise Specified). Ce terme NOS est réservé aux gliomes diffus de bas grade dans
lesquels une caractérisation moléculaire (statut mutationnel IDH et/ou le statut de codélétion
des chromosomes 1p/19q) n’est pas réalisable. Ceci peut-étre di a plusieurs raisons : soit
I'analyse moléculaire n'a pas pu étre effectuée soit les résultats ont été peu concluants.

Le grading des tumeurs gliale n’a pas changé. Il est basé sur l'analyse de la
différenciation tumorale, de la cellularité, des atypies cytonucléaires, de Il'activité mitotique,
de la prolifération endothélio-capillaire et de la nécrose permettant de classer la tumeur en
grade 1l (gliomes infiltrants de bas grade), Ill (gliomes anaplasiques) ou IV (glioblastomes)
(1).

Dans les astrocytomes, I'existence de deux images de mitoses indiscutables conduit
vers un grade lll. Pour les oligodendrogliomes, 'OMS ne donne pas d’indication précise. En
France, le seuil de six mitoses pour dix champs a l'objectif x40 est préconisé depuis la
publication de I'étude POLA (Prise en charge des OLigodendrogliomes Anaplasiques). Le
diagnostic de glioblastome est porté en cas de présence d'une prolifération endothélio-
capillaire et/ou nécrose quel que soit le type de préléevement et quelle que soit la présence

des autres critéres (nombre de mitoses, atypies cytonucléaires).

A. Les génes IDH (isocitrate deshydrogénase)

Plus récemment, la pratigue de la neuro-oncologie a été modifiee
par la découverte de la mutation IDH comme altération clé et précoce de la gliomagenese
(8).

Les mutations des genes IDH sont fréquentes dans les gliomes adultes de grade Il et

[l ainsi que le glioblastome secondaire et sont un facteur pronostique significatif. La
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présence d’une mutation dans les génes IDH est associée a un pronostic plus favorable, a
une chimiosensibilité accrue et a une meilleure survie globale dans les gliomes de grades Il,
Hl et IV (9).

Les deux isoformes IDH1 et IDH2 sont les plus étudiées en neuro-oncologie. Les
mutations d’IDH1 sont beaucoup plus fréquentes que celles d’'IDH2, respectivement dans
85% et 3% des gliomes de grade 1l (9) . Ces mutations d'IDH1 et d'IDH2 sont mutuellement
exclusives. Quand une mutation d’IDH1 est présente, il s’agit dans plus de 93 % des cas de
la mutation R132H dont le produit est reconnu par 'anticorps anti-R132H utilisé en pratique

diagnostique.

B. La codélétion 1p/19q

La codélétion 1p/19g connue depuis plusieurs années, est l'apanage des
oligodendrogliomes. Elle résulte de la translocation déséquilibrée avec point de cassure
centromérique t(1;19)(q10;p10). Elle est associée a une meilleure survie et a une
chimiosensibilité accrue (10). En effet, cette altération apparait étre un marqueur prédictif de
réponse au PCV (Procarbazine, CCNU, Vincristine). A linverse, la perte partielle de
chromosome 1p, souvent associée au phénotype astrocytaire, est associée a une survie

beaucoup plus faible que la perte du bras entier (11).

C. Gene TP53

La mutation TP53 est retrouvée dans plus de 60% des astrocytomes (12). Les
mutations de TP53 conduisent a 'accumulation intranucléaire de la protéine mutée aisément
détectable en immunohistochimie. En pratique, on considere que I'immunomarquage anti-
P53 est significatif si plus de 10% des noyaux tumoraux sont positifs avec un signal
d’expression intense. La surexpression de la protéine p53 est liée a une chimiorésistance
acquise et a une croissance tumorale accrue (13). Par ailleurs, la codélétion 1p/19q et la

mutation TP53 représentent deux altérations moléculaires mutuellement exclusives (9).



D. Gene ATRX

Les mutations somatiques du gene thalassémie alpha lié au chromosome X avec
retard mental (ATRX) sont fréquentes chez les tumeurs gliales astrocytaires IDH mutés. Les
mutations de 'ATRX peuvent étre détectées en immunohistochimie a l'aide d’un anticorps
spécifique d’ATRX. La perte d’expression de la protéine ATRX en immunohistochimie
témoigne d’'une mutation d’ATRX (14). D’apres I'étude réalisée sur 405 patients menée par
I'équipe de Reuss (14), en appliquant 'approche intégrant les données moléculaires, les
auteurs ont démontré 97 % de mutation d’ATRX chez les astrocytomes IDH™" de grade Il ou
lll. En revanche, aucun oligodendrogliome de grade Il et 3% des oligodendrogliomes de
grade Ill ont présenté une mutation de 'ATRX. Une autre étude menée par I'équipe de
Ebrahimi (15) sur 1064 patients a démontré 85 % de mutation d’ATRX chez les
astrocytomes IDH™" de grade Il ou IIl.

Cette distribution montre clairement le potentiel du statut ATRX comme marqueur
moléculaire utile permettant de distinguer l'astrocytome de l'oligodendrogliome dans les

tumeurs présentant une mutation des genes IDH.

Dans la classification de [I'OMS 2016, le groupe des gliomes mixtes
(oligoastrocytomes) qui faisait l'objet de désaccord entre les neuropathologistes, a
pratiguement disparu et il est fortement recommandé de ne plus faire ces diagnostics. Les
gliomes mixtes présentent soit un profil de type astrocytaire soit de type oligodendroglial. Si
le profil moléculaire est discordant ou si ces altérations n'ont pas été recherchées, il s’agira
d’'un gliome mixte NOS.

En résumé, le diagnostic intégré s’effectue comme présenté ci-dessous (Figure 1) :



Histology Astrocytoma Oligoastrocytoma Oligodendroglioma Glioblastoma

|
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Oligodendroglioma, NOS
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* =characteristic but not c
Glioblastoma, NOS

required for diagnosis

Figure 1 : Algorithme pour la classification des gliomes diffus basé sur I’analyse histologique et moléculaire,
d’aprés ’'OMS du SNC 2016

En outre, la nouvelle classification OMS 2016 reconnait de nouvelles entités comme
les "gliomes diffus de la ligne médiane, avec la mutation H3K27M ". Elles sont définies par
des mutations faux-sens dans les genes codant pour les protéines des histones H3.3
(H3F3A) ou H3.1 (HIST1H3B/C), qui génerent de la lysine a la substitution de la méthionine
au niveau de l'acide aminé 27 (K27M). Ces gliomes prédominent chez les enfants mais
peuvent aussi se voir chez I'adulte, et se localisent par définition sur la ligne médiane (tronc
cérébral, au thalamus, cervelet et la moélle épiniére). Anciennement, ces tumeurs étaient
appelées DIPG (diffuse intrinsic pontine glioma) ou gliome infiltrant du tronc cérébral. La
découverte d’'une mutation H3 K27M, quel que soit 'aspect morphologique confére un
pronostic plus défavorable par rapport aux gliomes diffus sans mutation des histones IDH
wildtype (IDH"). En effet, malgré les thérapies actuelles, le taux de survie & 2 ans est de
10% (7). Ces tumeurs présentent le méme phénotype moléculaire qu’'un glioblastome
primaire IDH" (IDH", codélétion intacte et ATRX conservé). Cependant 10 & 15% de
mutation d’ATRX est également rapporté dans la littérature (7) .

La gliomatose cérébrale est également supprimée de la nouvelle classification de
'OMS 2016 car il s’agit d’'une présentation clinicoradiologique particuliere mais non associée
avec un type histomoléculaire précis. Elle se caractérisait par une infiltration généralisée et

généralement bilatérale du cerveau impliquant trois lobes ou plus.
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Depuis la publication de cette nouvelle classification, plusieurs auteurs se sont

intéressés a reclasser leur tumeurs gliales et a évaluer sa faisabilité.
En 2016, I'équipe francaise de Tabouret et al. (16) a étudié la faisabilité et I'impact
pronostique de la nouvelle classification sur 1041 patients inclus dans la cohorte nationale
francaise POLA. Ces patients étaient suspects de présenter un gliome diffus de haut grade
avec une composante oligodendrogliale. Dans les principaux résultats, les auteurs ont noté
un changement de grade (Il versus IV) avec une fréquence accrue du glioblastome. En effet
plus de 50% des oligoastrocytomes de grade Il ont été reclassés en glioblastome (IDH muté
ou IDH wild-type) de grade IV. Sur le plan de l'intérét pronostique, ils ont montré que la
nouvelle classification OMS 2016 a un impact pronostique significatif sur la survie sans
progression et la survie globale (p<0.001).
Les auteurs n’ont pas mis en évidence de différence de pronostic significative dans les
groupes de grade lll et IV des gliomes IDH™" sans codélétion 1p/19q et IDH™. Ceci est en
partie expliqgué par la définition de I'anaplasie qui repose sur l'index mitotique, un parameétre
qui n'est pas toujours reproductible.

E. Objectifs
L'objectif de notre étude était d'appliquer le diagnostic intégré sur une série de 109

gliomes adultes de différents types histologiques et de grade de malignité afin de démontrer

sa faisabilité et son impact pronostique.



[I. Matériel et Méthodes

A. Type d’étude

Il s’agit d’'une étude de cohorte rétrospective, analytique, observationnelle et

monocentrique réalisée au centre hospitalo-universitaire (CHU) de Caen.

B. Sélection des patients

1. Criteres d’inclusion

Pour cette étude nous avons sélectionné les 113 patients agés de plus de 18 ans,
atteints de gliomes diffus de grade Il a IV, opérés entre 1990 a 2014, inclus dans différentes
études d’imagerie ou observationnelles réalisées par le service de neuropathologie du CHU
de Caen (ClinicalTrials.gov identifier: NCT00850278, NCT01200134). Les prélévements
étaient archivés au sein de la collection du service d’anatomie et cytologie pathologiques du
CHU de Caen. Seuls 109 patients pour lesquels un bloc de tissu tumoral était disponible

pour la réalisation des analyses complémentaires ont été inclus.

2. Recueil des données cliniques

Les données cliniques des patients ont été recueillies sur les dossiers informatisés du
CHU de Caen ou du centre de lutte contre le cancer de Francois Baclesse ou a partir des
dossiers papiers archivés pour les plus anciens non informatiseés.
Les critéres suivants étaient recueillis pour chaque patient inclus :
- Age
-  Sexe
- Date de diagnostic
- Date de chirurgie
- Type histologique avec grade initial
- Le type d’exérese (totale, subtotale >90%, partielle < 90%, biopsie)
- Traitement complémentaire a la chirurgie (Aucun, Stupp (radio-chimiothérapie
concomitante, radiothérapie seule, chimiothérapie seule ou autres)

- Evolution : apparition de récidive



- Survie globale (date des dernieres nouvelles) et sans progression

C. Déroulement de I’étude immuno-moléculaire

1) Pour tous les patients, le statut de la mutation d’IDH1R132H a été recherché
en immunohistochimie. En I'absence de mutation IDH1R132H, comme préconisé par la
classification de 'OMS 2016, les mutations minoritaires d’IDH1/2 ont été recherchées en
biologie moléculaire pour tous les patients de moins de 55 ans. En paralléle, le statut de
'ATRX a été recherché en immunohistochimie pour les patients dont la tumeur gliale n’avait

pas une morphologie typique de glioblastome.

2) Pour les cas IDH mutés, une recherche de la codélétion 1p/19q ainsi que du

statut de 'ATRX en immunohistochimie a été effectuée.

D. Etude immunohistochimique

1. Technique de I'’étude immunohistochimique

L’étude immunohistochimique a été réalisée sur automate de coloration BenchMark

XT (VentanaMedical Systems Inc, Tucson, AZ) avec les anticorps suivants :

- Anticorps anti-IDH1R132H (clone H09, Dilution 1/20°, Clinisciences)

- Anticorps anti-ATRX (clone polyclonal, Dilution 1/200°, SIGMA)
Les anticorps fixés ont été détectés avec un complexe avidine-biotine-peroxydase et un kit
de Ventana avec du réactif 3,3'-diaminobenzidine (DAB).
Lorsque les résultats de I'immunohistochimie IDH1R132H étaient négatifs ou peu fiables, le
statut des mutations IDH1 et IDH2 a été abordé par séquencage direct a l'aide de méthode

de Sanger.

E. Biologie moléculaire

Nous avons analysé la codélétion des chromosomes 1p/19q par perte d’hétérozygotie

(LOH = loss of heterozygosity) ou par hybridation in situ en fluorescence (FISH).



1. LOH (loss of heterozygosity)

Une coupe colorée a 'HES a été évaluée par une neuropathologiste, qui a marqué
sur cette coupe la zone tumorale contenant au minimum 70% de cellules tumorales. Pour
rechercher la codélétion 1p/19q, de 'ADN génomique (ADNQ) a été extrait du tissu tumoral
et du sang total utilisant le kit QiaAmp DNA mini (Qiagen SA, Courtaboeuf, France) selon les
instructions du fabricant. Cent nanogrammes d’ADNg normal et tumoral ont été utilisés
comme matrice pour 'amplification en chaine par polymérase (polymerase chain reaction,
PCR) en présence de 1yl d’amorce sens et antisens (20pmol/uL), 1uL MgCl, (25uM),
1uLdANTP (10uM), 0.1uL Hot Start Taq (Qiagen), et 2.5uL Buffer 10x (Qiagen), dans un
volume final de 25uL. Les amorces sens et anti-sens utilisées sont mentionnées en annexe
1. Les conditions de I'amplification étaient conformes a celles précisées par le fabricant de
'’ADN-polymérase. Pour vérifier 'absence de contamination, des contrdles négatifs (sans
ADN) ont été réalisés. Les produits de la PCR ont été séparés par électrophorese sur gel
d’agarose a 2% pendant 20 minutes a 130V.

La LOH sur les chromosomes 1p, 19q a été évaluée a laide d'une analyse
microsatellite. De multiples marqueurs microsatellites polymorphes ont été utilisés pour
effectuer une analyse approfondie de ces régions chromosomiques. Nous avons utilisé 12
marqueurs microsatellites dans cette analyse : D1S206, D1S226, D1S476, D1S2734,
D1S199, et D1S214 pour 1p et D19S254, D19S206, D19S219, D19S418, D19S409 et
D19S433 pour 19 q). L’analyse des fragments obtenus se fait en comparaison des profils

'tissu sain' et 'tissu tumoral' pour chaque microsatellite.

2. FISH (hybridation in situ en fluorescence)

Des coupes représentatives non colorées de 3 a 5 um d'épaisseur ont été découpées
depuis des blocs inclus en paraffine, étalées sur des lames Superfrost et séchées a
température ambiante. Ces coupes ont été déparaffinées par 2 bains successifs d'Histo-
Clear™ de 10 minutes, réhydratées dans des bains successifs d'éthanol a 100%, 80%, 70%
pendant 3 minutes et lavées dans du tampon de lavage Dako pendant 3 minutes. Les lames
ont été ensuite immergées pendant 15 minutes dans la solution de prétraitement Dako
chauffée a 97°C, puis refroidies a l'air pendant 15 minutes. Les coupes ont ensuite été
digérées dans une solution de pepsine Dako pendant 15 minutes a 37°C, lavées avec le
tampon de lavage Dako, déshydratées dans des bains successifs d'éthanol a 70%, 80% et

100% pendant 2 minutes et séchées a l'air. Les sondes ont été préparées selon les
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instructions du fabricant. Les sondes utilisées étaient: Sonde ZytoLight SPEC
19913/19p13 zytovision et Sonde ZytoLight SPEC 1p36/1g25 zytovision. 5 pl du mélange a
été déposé sur 20x20mm de la surface de la lame puis scellé avec du rubber cement. Les
lames scellées ont été placées sur la plaque chauffante de l'appareil a hybridation et le
programme correspondant a la sonde a été lancé. Apres I'hybridation, toutes les lames ont
été lavées dans du tampon de lavage stringent Dako chauffée a 65°C (+2) pendant 10
minutes, puis déshydratées dans des bains successifs d'éthanol & 70%, 80% et 100%
pendant 2 minutes et séchées verticalement a l'air et a I'abri de la lumiére. Pour la contre-
coloration, 1 a 3 pl de milieu de montage/DAPI (fourni avec le kit Dako) a été appliqué. Les
lames ont été ensuite montées. |l a fallu respecter un temps d’incubation d’au moins 2
heures au frigo avant I'observation. Puis les lames ont été observées au microscope a
fluorescence. La lecture se fait sur 100 cellules tumorales sur lesquelles on compte le
nombre de signaux rouge et vert. Le bras court du chromosome 1 et le bras long du
chromosome 19, s’hybrident avec la sonde rouge. Le bras long du chromosome 1 et le bras
court du chromosome 19 s’hybrident avec la sonde verte. Une cellule est considérée

codélétée si elle a deux signaux verts et un seul signal rouge.

3. Mutations IDH1/2

Les mutations des génes IDH1 et IDH2, ont été évaluées par séquencage cyclique

bidirectionnel des fragments amplifiés par PCR.

Les amorces utilisées étaient les suivants : IDH1-sens: 5—
CTCCTGATGAGAAGAGGGTTG-3', IDH1l-anti-sens: 5-TGGAAATTTCTGGGCCATG-3',
IDH2-sens: 5-TGGAACTATCCGGAACATCC-3/, IDH2-anti-sens: 5-—

AGTCTGTGGCCTTGTACTGC-3..

F. Analyses statistiques

La collection des données a été effectuée sur tableur informatique Excel (version
14.0.7194.5000). L’étude de survie (analyses et graphiques) a été réalisée avec le logiciel R
(version 3.5.0). Les courbes de survie globale ont pris en considération comme événement
la survenue d’un décés de toutes causes confondues et ont été construites par la méthode
de Kaplan-Meier. Pour comparer les courbes de survie des différents groupes, un test de
Log-rank a été utilisé. Une analyse multivariée a été réalisée selon un modéle de Cox, apres
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vérification de I'hypothése d’homogénéité des risques instantanés pour chaque covariable.
Cette vérification a été réalisée par analyse des résidus de Schoenfield. Pour chaque test
statistique réalisé, le risque alpha de premier ordre a été fixé a 0.05 et les hypothéses ont
été formulées de maniére bilatérale.
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lIl. Résultats

A. Le diagramme de flux de I’étude

En se basant sur la nouvelle classification histomoléculaire de 'OMS 2016, sur les
109 patients sélectionnés pour I'étude, 105 patients ont été reclassés et 4 patients n’ont pas
pu étre reclassés. Sur les 105 patients reclassés, 8 patients étaient en récidive au moment
de leur inclusion dans I'étude. Finalement, 97 patients ont été retenus pour I'analyse
statistique.

La figure 2, montre le diagramme de flux de I'étude.

109 inclus
*
v v
4 inclassés 105 reclassés
¥ )
8 récidives 97 retenus

Figure 2 : Diagramme de flux

B. Les caractéristiques des patients

Au total, 109 patients atteints de gliome diffus de grade Il a IV opérés entre 1990 a
2014 ont été inclus dans cette étude. L’age médian au diagnostic était de 50,25 ans. 38,53%
des patients ont bénéficié d’'une exérése chirurgicale compléte et le traitement de la
premiére ligne correspondait a I'association de la chimiothérapie et de la radiothérapie pour
41,28 % des patients. Plus de la moitié des patients ont récidivé malgré leur traitement initial
(57,79%). 65,13 % des patients étaient décedés. La meédiane de survie globale de tous les

patients était de 5,11 ans (Figure 3).
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Les caractéristiques cliniques des patients de notre cohorte sont réesumées dans le tableau
1.

Facteurs N %
Age (moyenne) avec les écarts en 50,25 (22-79)

années

Le sexe (Homme-Femme) 69 /40 63,3/36,69
Type d’exérése *

Totale 42/109 38,53
Subtotale >90% 17/109 15,59
Partielle< 90% 40/109 36,69
Biopsie 8/109 7,33
Inconnu 2/109 1,83

Traitement complémentaire

Aucun 27/109 24,77
Radiothérapie seule 16/109 14,67
Chimiothérapie seule 15/109 13,7
Protocole Stupp 45/109 41,28
Autres 6/109 5,50

Immunohistochimie et les
Altérations moléculaires

Mutations IDH1/2 63/109 57,79
Codélétion 1p/19q 27/109 24,77
Perte de ’ATRX 30/109 27,52

Survenue d’une récidive

oul 63/109 57,79
NON 46/109 42,2
Décés

Oul 71/109 65,13
NON 31/109 28,44
Perdus de vue 7/109 6,42

Tableau 1 : Les caractéristiques des patients

! Le type d’exérése a été déterminé selon le compte-rendu opératoire du neurochirurgien.
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Figure 3 : Courbe de survie globale de tous les patients de I’étude

C. Les gliomes diffus OMS 2007 reclassés selon ’'OMS 2016

Ces 109 patients étaient classifiés comme suit: Astrocytome diffus (3),
oligodendrogliome diffus (17), oligoastrocytome (13), astrocytome anaplasique (5),
oligodendrogliome anaplasique (19), oligoastrocytome anaplasique (9), glioblastome (41) et
gliomatose cérébrale (2).

105 patients ont été reclassés (Figure 4).
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A OMS 2007 OMS 2016 B OMS 2007 OMS 2016 C OMS 2007 OMS 2016
Astrocytome Astrocytome Oligodendrogliome Astrocytome
diffus |DH™vut IDH™t codélété |DHMut
(3) (3) (12) (11)
Astrocytome
Oligodendrogliome Astrocytome Oligoastrocytome anaplasique
> mut
Astracytome diffus /D/; (13) IDH™ut
anaplasique (17) (3) (1)
IDHmut
3
3) Astrocytome
Inclassés IDH"t
Astrocytome Glioblastome (2) (1)
anaplasique IDH™ Astrocytome
(5) (1) anaplasique
- - |DHmut
Oligodendrogliome 3)
Astrocytome IDHMt codélété
IDH™Ut (1)
(1) Glioblastome
t
Oligodendrogliome 1™
anaplasique /DH™t - (3)
Glioblastome - - codélété Oligoastrocytome | |
IDH" O"g°de“|dr?g"°’“e (15) anaplasique Glioblastome
(36) a"ap(’la;)'q”e (9) IDH*t
Ghob(last)ome Glioblastome (1)
41
Glioblastome IE(”Z-I;R DIPG
IDH™ H3K27M
(5) (1)
Glioblastome
t
: Astrocytome IDH™! Astrocyt_ome
Gliomatose IDH (1) anaplasique
- "
cérébrale (2) NOS (2) IDH*t (1)

Figure 4: Reclassification des 109 gliomes diffus selon la classification de 'OMS 2016

A : Tumeurs astrocytaires B: Les oligodendroglimes C: Les oligoastrocytomes

1. Les données moléculaires

63/109 (57,79 %) des patients avaient une tumeur gliale avec mutation des génes
IDH. Aucune mutation rare des génes IDH1/2 n’a été trouvée chez 7 patients ayant un
glioblastome et &gés de moins de 55 ans. 27/109 (24,77%) des patients avaient une tumeur
avec la codélétion 1p/19q. 30/109 (27,52%) des patients avaient une tumeur gliale exprimant
'’ATRX en immunohistochimie.
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2. Reclassification des oligodendrogliomes

Les 36 oligodendrogliomes de grade Il ou Il selon TOMS 2007 sont reclassés comme

28 oligodendrogliomes IDH™" codélétés
3 astrocytomes IDH™"
1 glioblastome IDH™"

2 glioblastomes IDH™
Aucun cas n’a présenté de discordance entre la codélétion 1p/19q et 'ATRX.
Concernant le grade :
Sur les 17 oligodendrogliomes diffus de grade 1l :
v 16 patients ont conservé leur grade initial
v' 1 patient a été reclassé en grade Ill comportant plus de 6 mitoses pour 10
champs de fort grandissement (x400)
Sur les 19 oligodendrogliomes anaplasiques de grade Il :
v' 15 patients ont conservé leur grade initial
v 1 patient a été reclassé en grade |l
v' 3 patients ont été reclassés en glioblastome de grade IV (1 glioblastome
IDH™", hon codélété, ATRX conservé et 2 glioblastomes IDH")
3. Reclassification des astrocytomes
Les 8 astrocytomes de grade Il ou lll selon 'TOMS 2007 présentaient une
mutation IDH. Aucun ne présentait de codélétion 1p/19g mais un astrocytome était

IDH™ non codélété et avec ATRX conserveé.

Concernant le grade :

Sur les 3 astrocytomes diffus de grade Il :
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v' Tous les patients ont conservé leur grade initial
- Sur les 5 astrocytomes anaplasiques de grade Il :
v 3 patients ont conservé leur grade initial
v' 1 patient a été reclassé en grade |l
v/ 1 patient a été reclassé en glioblastome de grade IV comportant de la

prolifération endothélio-capillaire

4. Reclassification des oligoastrocytomes

Parmi les 22 oligoastrocytomes de grade Il ou Il selon TOMS 2007, aucun n’est

reclassé comme un oligodendrogliome IDH™", codélété. lls sont reclassés comme suit :

- 15 astrocytomes IDH™' (4/15 patients conservent I'expression de I'ATRX en
immunohistochimie)

- 3 glioblastomes IDH™"

- 1 glioblastome IDH™

- 1 Gliome diffus de la ligne médiane

Concernant le grade :

- Sur les 13 oligoastrocytomes de grade Il :

v/ 12 patients ont conservé leur grade initial

v' 1 patient a été reclassé en grade IlI

- Sur les 9 oligoastrocytomes anaplasiques de grade Il :

v' 4 patients ont conservé leur grade initial
v/ 5 patients ont été reclassés en glioblastomes de grade IV comportant
de la prolifération endothélio-capillaire

5. Reclassification des glioblastomes

Parmi les 41 glioblastomes selon 'OMS 2007, une mutation d’IDH avec perte
d’expression d’ATRX a été retrouvée dans 5 cas. Tous ces 5 patients avaient moins de 55

ans sauf un (Age médian = 40 ans).
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0. Gliomatoses cérébrales

Les deux gliomatoses cérébrales avaient une morphologie de tumeur astrocytaire et

étaient IDH %2 wildtype. Ils ont été reclassés en astrocytome IDH" de grade II.

D. Les gliomes diffus OMS 2007 non reclassés

Nous n’avons pas reclassé 4 cas. Le tableau 2 résume leurs caractéristiques

cliniques et moléculaires.

Age au Localisations Diagnostic 2007 Mutations  Codélétion Récidive Déces
diagnostic IDH1/2 1p/19q

1° 44 ans Temporale Oligoastrocytome Absentes Absente Conservé Inconnu Inconnu
(2004) gauche grade Il

2° 41 ans Frontale gauche Oligodendrogliome  Absentes Non Conservé Non Oui
(1995) grade Il interprétable (2017)

3° 49 ans Frontale droite Oligodendrogliome  Absentes Absente Conservé  Oui Non
(2011) grade Il (2013)

4° a7 ans Temporale Oligoastrocytome Absentes Absente Perdu Non Non
(2014) gauche grade llI

Tableau 2 : Caractéristiques cliniques et moléculaires des 4 patients inclassés

Aucun de ces gliomes classés comme des gliomes infiltrants sur I'examen
morphologique ne présentait les mutations d’IDH1/2. L’absence des mutations
d’'IDH1/2 a été recontr6lée dans un second laboratoire (Dr R. SAFFROY, Plateforme
de bio-pathologie des tumeurs-Groupe hospitalier Paul Brousse-Bicétre-Antoine
Beclére).

L’expression de la protéine ATRX était conservée pour 3 des cas sauf pour

I'oligoastrocytome anaplasique de grade lll.

La recherche de la codélétion 1p/19q a été effectuée de fagon systématique. Elle était

absente pour 3 cas et non interprétable dans un cas.
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8 patients en récidive au moment de leur inclusion dans I'étude n’ont pas été retenus
pour I'analyse statistique de survie.
La figure 5, montre la répartition des 97 patients conservés pour I'étude statistique.

Diagnostic initial (OMS 2007)

% o o,
%, % % %
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Diagnostic intégré (OMS 2016)

Figure 5 : Répartition des tumeurs gliales reclassées selon la classification de I'OMS 2016

E. Analyses de survie
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1. Courbes de survie globale

OMS 2007

1.0

GB n=38
AOA n=7

AO n=17
OANn=12
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O n=15

NRRRR
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p<0,001
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Temps (années)

Figure 6 : Courbes de survie globale des types histologiques selon I'OMS 2007

OMS 2016
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Figure 7 : Courbes de survie globale des types histologiques selon I'OMS 2016
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Graphiquement, on peut conclure ceci :

- Pour les deux graphiques la p-value globale est significative (p<0,001).

- Les courbes de survie des types histologiques sont plus distinctes (se croisent moins)
avec la classification OMS 2016 (Figure 7) qu’avec celle de 2007 (Figure 6).

- La courbe des glioblastomes selon la classification 2007 comme celle des
glioblastomes IDH" de la classification OMS 2016 ne croisent aucune autre courbe. Il
semble donc que la survie de ces groupes explique en grande partie la significativité

globale des tests du log-rank (p < 0,001 pour les deux classifications).

NB : Une p-value significative d’'un test de log-rank global réalisé entre plus de deux

courbes signifie qu’au moins une des courbes differe significativement d’au moins une autre.

Pour chaque groupe les médianes de survie et a la survie a 5 ans sont

indiquées dans les tableaux suivants :

Histologie Médiane de survie Survie a5 ans (%) Nombre d’effectif

2007 (CNEES)
14,6

7,5 65 3

54 80 12

8,9 75 17

7,6 80 5
Non applicable 65

0,7 5 38

Tableau 3 : Médiane de survie et la survie a 5 ans des types histologiques selon I'OMS 2007

O: Oligodendrogliome, A: Astrocytome, OA: Oligoastrocytome, AO: Oligodendrogliome anaplasique, AA:

Astrocytome anaplasique, AOA: Oligoastrocytome anaplasique, GBM: Glioblastome
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Histologie Médiane de survie Survie a5 ans (%) Nombre d’effectif

2016 (Années)

O IDH™" codélété
A IDH™"

AO IDH™" codélété
AA IDH™!

GBM IDH™"

GBM IDH"

Tableau 4 : Médiane de survie et la survie a 5 ans des types histologiques selon I'OMS 2016

O IDH™" codélété : Oligodendrogliome IDH muté codélété, A IDH™": Astrocytome IDH muté, AO IDH™"

codélété: Oligodendrogliome anaplasique IDH muté codélété, AA IDH™" : Astrocytome anaplasique IDH muté

GBM IDH™" : Glioblastome IDH muté, GBM IDH" : Glioblastome IDH wildtype

2. Analyse univariée (comparaisons par paires)

Afin de déterminer, pour chacune des deux classifications, quelles courbes sont

significativement différentes, une solution est de les comparer deux a deux :

a) Classification OMS 2007

O (15) < 0.0001"
A (3) 0.95? 0.552 0.63? 0.472 0.0135*
OA (12) 0.66° 0.722 0.79° < 0.0001*
AO (17) 0.62? 0.79° < 0.0001'
AA (5) 0.872 0.0009"
AOA (7) 0.0005"
GBM(38)

Tableau 5 : Comparaisons par paires des courbes de survie globale des types histologiques selon 'OMS 2007

O: Oligodendrogliome, A: Astrocytome, OA: Oligoastrocytome, AO: Oligodendrogliome anaplasique, AA:
Astrocytome anaplasique, AOA: Oligoastrocytome anaplasique, GBM: Glioblastome

!: Test de Mantel-Haenszel si les deux courbes ne se croisent pas

?: Test de Gehan-Wilcoxon si les deux courbes se croisent

Les p-values significatives (<0,05) sont mises en gras.
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Dans la classification de 'OMS 2007, il s’avere que :

- La courbe de survie des glioblastomes différe significativement de tous les autres
types : les glioblastomes sont de moins bon pronostic que les autres types de gliomes
diffus (p < 0,001, sauf vis-a-vis des astrocytomes diffus p = 0.01).

- Les oligodendrogliomes de grade Il ont une meilleure survie par rapport :

v Aux astrocytomes de grade Il (p=0,01)
v" Aux oligoastrocytomes de grade Il (p=0,03)
v' Aux astrocytomes anaplasiques (p=0,01)
- Le grade n’impacte pas significativement la survie des astrocytomes diffus :
v' Absence de différence significative entre les A et les AA (p=0,63)
v' Absence de différence significative entre les A et les AOA (p=0,48)
- Le grade n’impacte pas significativement la survie des oligodendrogliomes diffus :
v' Absence de différence significative entre les O et les AO (p=0,27)
v' Absence de différence significative entre les O et les AOA (p=0,26)

b) Classification OMS 2016

GBM™! GBM™

0 (11) <0.0001"
A (18) 0.43? 0.74° 0.15*  <0.0001*
AO (16) 0.57% 0.03>  <0.0001*
AA (7) 0.062  <0.0001*
GBM™(8) 0.0002*
GBM"'(37)

Tableau 6: Comparaisons par paires des courbes de survie globale des types histologiques selon FOMS 2016

O: Oligodendrogliome IDH muté codélété A: Astrocytome IDH muté AO: Oligodendrogliome anaplasique IDH
muté codélété AA: Astrocytome anaplasique GBMmut: Glioblastome IDHmuté, GBMwt : Glioblastome
IDHwildtype

!: Test de Mantel-Haenszel si les deux courbes ne se croisent pas

2. Test de Gehan-Wilcoxon si les deux courbes se croisent

Les p-values significatives (<0,05) sont mises en gras.

23



Dans la classification de ’TOMS 2016 :

- La courbe des glioblastomes IDH" différe significativement de tous les autres
groupes avec une survie moins bonne, y compris avec le groupe des glioblastomes
IDH™",

- La courbe de survie des glioblastomes IDH™' differe significativement des
oligodendrogliomes de grade Il et Il (respectivement p=0,02 et p=0.03).

- Aucune différence significative n’existe entre les glioblastomes IDH™' et les
astrocytomes de grade Il et Ill.

- Aucune différence significative n’existe entre les groupes des gliomes de grade Il et

[ll, autant en comparant les grades entre eux et les types histologiques entre eux.

3. Analyse multivarié (modeles de Cox)

Une étude de survie multivariée a été réalisée par modele de Cox pour chacune des
deux classifications OMS 2007 et 2016. Préalablement a linterprétation de ces deux
modéles, 'hypothése de 'homogénéité des survies instantanées (essentielle pour obtenir un
modéle de Cox mathématiquement valide) a été vérifiée par analyse des résidus de
Schoenfield (p-value > 0,05 pour chaque résidu de chaque covariable des deux modéles de
Cox).

HR 1C95 p-value
OMS 2007 (@) Référence - -
A 3.88 0,72-20.81 0.11
OA 3.01 0.84-10.75 0.09
AO 1.55 0.53-4.50 0.42
AA 3.65 0.84-15.88 0.08
AOA 2.53 0.48-13.38 0.28
GBM 34.26 11.11-105.67 <0.001
OMS 2016 (@) Référence - -
A 1.57 0.45-5.46 0.48
AO 0.94 0.27-3.28 0.93
AA 2.04 0.44-9.47 0.36
GBM™" 4.55 1.17-17.67 0.03
GBM™ 34.82 10.23-118.50 <0.001

Tableau 7: Analyse multivariée (modéle de Cox) des courbes de survie globale des types histologiques selon les
classifications de I’'OMS 2007 et 2016
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HR : hazard ratio

IC95 : intervalle de confiance a 95%

2007: O: Oligodendrogliome A: Astrocytome OA: Oligoastrocytome AA: Astrocytome anaplasique

AOA: Oligoastrocytome anaplasique GBM: Glioblastome

2016: O: Oligodendrogliome IDH muté codélété A: Astrocytome IDH muté AO: Oligodendrogliome anaplasique
IDH muté codélété AA: Astrocytome anaplasique GBM™" : Glioblastome IDH muté GBM" : Glioblastome IDH
wildtype

Etant donné que les oligodendrogliomes sont réputés étre le type de gliome diffus de
meilleure survie, pour chacun des deux modeles de Cox, ce type a été choisi comme

référence.

Ainsi, avec la classification OMS 2007, il s’avéere que :
- Les glioblastomes sont significativement de plus mauvais pronostic, avec un hazard
ratio significatif (34,26 ; intervalle de confiance = 11,11-105,65 ; p-value<0,001).
v' En d’autres termes, selon la classification OMS 2007, les glioblastomes ont
une survie globale diminuée d'un facteur 34,3 par rapport a celle des
oligodendrogliomes diffus.

- Les hazard ratio des autres groupes ne sont pas significatifs.

Avec la classification OMS 2016 :
- Les glioblastomes IDH mutés et wildtype présentent des hazard ratio statistiquement
significatifs :
v Les glioblastomes IDH™" ont une survie globale diminuée d’'un facteur 4,6 par
rapport a celle des oligodendrogliomes diffus (p=0,03).
v Les glioblastomes IDH" ont une survie globale diminuée d’'un facteur 34,8 par
rapport a celle des oligodendrogliomes diffus (p<0.001).
- Les glioblastomes dans la classification de 'OMS 2007 et les glioblastomes IDH"
différent significativement de tous les autres groupes avec une survie moins bonne
(p<0,001).

Pour déterminer si la présence d’'une mutation IDH d’un glioblastome induit un impact
significatif de survie, un autre modeéele de Cox a été réalisé, apres vérification de
’'hnomogénéité des risques instantanés selon la méme méthode, mais en prenant cette fois

comme référence de risque le groupe des glioblastomes IDH™.
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- Ainsi, il savére que la présence d’une mutation IDH d’un glioblastome améliore le
pronostic d'un facteur 7,7 ([2,75-21,31] ; p<0,001).

4. Courbes de survie globale des 3 groupes de patients (Gliomes

IDH"!, gliomes IDH™", non codélétés et gliomes IDH™" et codélétés)

Nous avons séparé I'’échantillon en 3 groupes selon leurs statuts de mutation IDH et
de la codélétion 1p/19q :
- Gliomes IDH" (Que des glioblastomes de grade V)
- Gliomes IDH™", non codélétés (Grades Il + IIl + 1V)
- Gliomes IDH™" et codélétés (Grades Il + 111)

Nous avons étudié la survie globale de chacun de ces trois groupes (Figure 8).

p<0.001

1.0

- —— |DHwt gliomas n=37
& IDHmt gliomas n=33
- —— IDHmt and coDel gliomas n=27

06

Survie globale (%)

=

02

0.0
|

I I I I I
0 5 10 15 20 25

Temps (années)

mut mut

Figure 8: Courbes de survie globale des 3 groupes (Gliomes IDH", gliomes IDH™", non codélétés et gliomes IDH

et codélétés) selon la classification de 'OMS 2016
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Graphiquement, on peut conclure ceci :

La p-value globale est significative (p<0,001).

Les courbes de survie globales des 3 groupes histo-moléculaires sont distinctes.

La courbe des glioblastomes IDH"™ ne croise aucune autre courbe. Il semble donc
que la survie de ce groupe (moins bonne) explique en grande partie la significativité
globale des tests du log-rank (p < 0,001).

La médiane de survie globale du groupe des oligodendrogliomes IDH™" codélétés de
grades Il ou Ill est meilleure par rapport & celle du groupe des gliomes IDH™" sans

codélétion de grades II, Il ou IV (15 versus 6,8 ans).

NB : Une p-value significative d’'un test de log-rank global réalisé entre plus de deux

courbes signifie qu’au moins une des courbes différe significativement d’au moins une autre.

Tableau 8: Comparaisons par paires des courbes de survie globale des 3 groupes (Gliomes IDH", gliomes IDH

a) Analyse univariée (comparaisons par paires)

Gliomes IDH™,  Gliomes IDH™", GBM IDH"™
codélétés non codélétés

Gliomes IDH™",

codélétés (27)

Gliomes IDH™",
non codélétés
(€5))

GBM IDH" (37)

mut
)

mut

non codélétés et gliomes IDH" et codélétés)

Les courbes de survie des 3 groupes different significativement 'une avec l'autre :

La courbe de survie du groupe des gliomes IDH™' et codélétés différe
significativement (meilleur pronostic) avec celles des groupes de gliomes IDH™", non
codélétés et des glioblastomes IDH" (mauvais pronostic) (respectivement p=0,04 et
p<0,001).

La courbe de survie du groupe des gliomes IDH™', non codélétés différe
significativement avec celle des glioblastomes IDH" (p<0,001).
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V. Discussion

A. Mutation d’IDH et codélétion 1p/19q, des altérations moléculaires

robustes

Dans cette série, nous avons reclassé 96% des gliomes diffus. Sur les 113 gliomes
initialement retrouvés, seul 4 n’ont pas pu étre relus faute de matériel suffisant et répondent
a la définition des gliomes diffus NOS.
Si dans notre expérience, la recherche par séquencage de mutation IDH a pu étre mise en
défaut, I'étude immunohistochimique s’avére fiable y compris sur les blocs de paraffine
conserves depuis plus de 20 ans. La recherche de la codélétion 1p/19q réalisée dans 18 cas

par technique de FISH a été interprétable dans 90 %.

B. Valeur du statut d’ATRX en immunohistochimie

Finalement, I'étude immunohistochimique de I'expression d’ATRX s’est avérée la
moins robuste. En effet la perte d’expression nécessite un pourcentage de cellules
tumorales suffisantes avec une validité des contrdles internes (Marquage des neurones,
cellules endothéliales). Si le diagnostic d’astrocytome repose aujourd’hui sur la présence
d’'une mutation d’IDH sans codélétion 1p/19q, la perte d’expression d’ATRX est reconnue
comme suffisante et ne nécessite pas la recherche de codélétion par des techniques de
biologie moléculaire. Dans le groupe des oligodendrogliomes, comme attendu la codélétion
ne s’est pas accompagnée d’une perte d’expression d’ATRX. Par contre, dans le groupe des
patients reclassés en astrocytomes IDH™" de grade Il ou Ill, I'expression nucléaire d’ATRX
s’est avérée conservée dans 20% des cas (5/25). Il est rapporté dans la littérature, qu'une
minorité des astrocytomes IDH™", peuvent ne pas perdre 'ATRX.

D’aprés I'étude menée par I'équipe de Reuss (14), 3% des astrocytomes IDH™" de
grade Il ou Ill, ne perdent pas I'expression nucléaire d’ATRX en immunohistochimie.
L’expression nucléaire d’ATRX en immunohistochimie n’est pas toujours corrélée a la
biologie moléculaire. En effet, ces tumeurs peuvent porter la mutation d’ATRX sans perte
d’expression nucléaire en immunohistochimie (mutations faux-sens) (14). Il est également
possible que I'expression de la protéine d’ATRX soit régulée par d’autres mécanismes que
les mutations du géne d’ATRX, comme la méthylation de son promoteur. Ainsi devant un
astrocytome IDH™", il faut avant tout s’assurer de I'absence de codélétion 1p/19q et Si

possible rechercher la mutation d’ATRX en biologie moléculaire.
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Dans un astrocytome IDH™' en l'absence de perte d’expression d’ATRX, une

expression nucléaire de P53 élevée plaide en faveur du diagnostic d’astrocytome IDH™"

Un patient présentait un glioblastome IDH"™ avec perte d’expression nucléaire
d’ATRX. Ce rare phénotype moléculaire a été déja rapporté par I'équipe E.Tabouret et al.
(16). Il est intéressant de s’assurer du bon déroulement de I'étude moléculaire. Chez notre
patient, les mutations rares d’IDH étaient recherchées en 2007. Aujourd’hui les méthodes
moléculaires sont plus sensibles. Ainsi nous avons recontrdlé la technique (Dr R. SAFFROY,
Plateforme de bio-pathologie des tumeurs - Groupe hospitalier Paul Brousse-Bicétre-Antoine
Beclére) et confirmé la négativité des mutations rares d’'IDH1/2.

La perte d’ATRX n’est pas pathognomonique du diagnostic d’astrocytome IDH™". En
effet, d’autres gliomes sans mutations IDH peuvent présenter une perte d’expression
d’ATRX.

Parmi les tumeurs gliales de morphologie anaplasique ATRX muté, nous pouvons

évoquer :

1- Les glioblastomes avec instabilité microsatellitaire des genes MMR

Notre patient avait un antécédent d’adénocarcinome colique. Ceci était notre premiéere
hypothése. Un possible syndrome de Turcot a été évoqué. Le syndrome de Turcot est un
syndrome héréditaire rare associant une tumeur du systeme nerveux central et une
prédisposition héréditaire au cancer colorectal (Polypose adénomateuse familiale ou
syndrome HNPCC (Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer) (17). Par conséquent, une
recherche de l'instabilité microsatellitaire des génes MMR (Mismatch Repair) a été effectuée
en immunohistochimie. Parmi les différentes protéines MMR (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2),
il 'y avait une perte d'expression de la protéine MSH6 en immunohistochimie. Une
confirmation en biologie moléculaire (Dr R. SAFFROY, Plateforme de bio-pathologie des
tumeurs-Groupe hospitalier Paul Brousse-Bicétre-Antoine Beclére) a été demandée mais n’a
pas trouvé de mutation. Devant cette discordance et comme ces tumeurs présentent des
profils d’hypermutation de 'ADN (18), il est intéressant de réaliser un séquencage du whole
exome. Une des patrticularités du syndrome de Turcot est la survenue précoce de la tumeur

du SNC, or notre patient avait 64 ans au moment du diagnostic.
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2- Les gliomes diffus de la ligne médiane avec la mutation H3K27M :

10 a 15% de mutation d’ATRX dans les gliomes diffus de la ligne médiane
H3K27M muté est rapportée dans la littérature (7).
3- Les glioblastomes pédiatriques (Mutations G34R/V, ATRX et P53)

4- Les astrocytomes pilocytiques ou d’aspect piloide avec signes d’anaplasie (7)

C. Patients non reclassés :

Dans notre étude, nous n’avons pas reclassé 4 patients.

Tous les patients avaient une tumeur hémisphérique sus-tentorielle et avaient moins
de 55 ans au moment du diagnostic (Tableau 2).
Sur le plan moléculaire, aucun cas n’avait les mutations des genes IDH1/2. L’absence de
mutation des génes IDH est inhabituelle pour les gliomes diffus de grade Il et lll.

Ce groupe a fait depuis la publication de la classification de TOMS 2016 I'objet de
nombreux travaux.

L’équipe de Reuss et al. (14) a étudié une série de 160 tumeurs astrocytaires IDH"
(120 astrocytomes anaplasiques de grade lll et 40 astrocytomes de grade Il) et a essayé
de les reclasser par leurs altérations moléculaires (le profil de méthylation (G-CIMP) et la
variabilité du nombre de copie). 124/160 (78%) des tumeurs ont été reclassés en tant
qu'équivalent moléculaire du glioblastome conventionnel et 15/160 (9%) en tant que
glioblastome-H3F3A muté. 13/160 (8%) présentaient un profil de méthylation distinct qui
était le plus similaire a celui des glioblastomes H3K27M muté, cependant, il manquait la
mutation H3F3A. Ce groupe a montré une tendance vers un pronostic plus favorable. 7
tumeurs parmi les 40 astrocytomes IDH" de grade I, ne comprenaient aucune altération ou
des altérations chromosomiques mineures ou des trisomies. Ces tumeurs avaient été
considérées appartenir aux groupes des tumeurs neuroépithéliales de bas grade. Selon ces
auteurs, 80% des tumeurs IDH™ sont le plus souvent des glioblastomes ou des
glioblastomes H3F3A mutés et une petite fraction représente les tumeurs gliales de bas
grade comme les astrocytomes pilocytiques ou les astrocytomes pléomorphes et les
tumeurs glioneuronales.

L’équipe de Hasselblatt et al. (19) a étudié récemment une série de 212
astrocytomes diffus de grade Il. 25/212 patients ne portaient pas les mutations des genes
d'IDH1/2 et n’avaient pas de prise de contraste en imagerie. Sur ces 25 patients IDHY, le

profil de méthylation de '’ADN et la variabilité du nombre de copie ont été étudiés. 10/25 des
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astrocytomes IDH" avaient un profil de méthylation de 'ADN semblable aux glioblastomes
IDH" et ont été reclassés en glioblastome, IDH™. 7 autres cas n'ont pas pu étre reclassés
en utilisant lI'analyse du méthylome, mais ont montré les caractéristigues du glioblastome
moléculaire (Gain du 7p, perte du 10q). Les autres astrocytomes IDH" ont été reclassés en
gliome diffus de la ligne médiane H3 K27M muté, astrocytome diffus IDH™", astrocytome
pilocytique ou en tissu cérébral réactif ou normal (N=8). Selon ces auteurs, la plupart des
astrocytomes IDH" présentant des caractéristiques histologiques et radiologiques d’un
astrocytome diffus de grade Il présentent des caractéristigues moléculaires et cliniques de
gliome de haut grade et peuvent représenter un stade précoce de glioblastome primaire.

Nous n’avons pas pu rechercher I'ensemble des altérations moléculaires chez nos
patients.

Plusieurs diagnostics différentiels sont & évoquer chez ces patients :

- Les tumeurs glioneuronales rentrant dans le cadre des gliomes circonscrits
(gangliogliome, tumeur dysembryoplasique neuroépithéliale). Dans I'hypothése d’un
gangliogliome, une recherche de la mutation V600OE du géne BRAF et dans
'hypothése d’'une tumeur dysembryoplasique neuroépithéliale, des anomalies de
FGFR1 (mutations, duplications) pourraient étre recherchées. L’imagerie a été revue
avec le Dr L. Bekaert, elle n’était pas en faveur d'un gliome circonscrit. Aucun
marquage extravasculaire de CD34 n’a été trouvé, ni de mutation BRAF V600E en
biologie moléculaire.

- La gliose réactive fait également partie des diagnostics différentiels. Le double
immunomarquage par ATRX/GFAP permet de faire la distinction entre une tumeur
astrocytaire et une gliose réactive. Dans une tumeur astrocytaire on s’attend a avoir
une perte dATRX et une GFAP positive. Dans une gliose réactive, nous aurons le
double immunomarquage ATRX/GFAP (20).

- Chez le 4° patient, devant des signes d’anaplasie en histologie, dans I'hypothése d’un
éventuel glioblastome, I'amplification de 'EGFR et laltération du promoteur de
hTERT ont été recherchées et étaient négatifs.

- Un glioblastome moléculaire. Mais nous n’avons pas pu compléter I'étude moléculaire
dans ce sens. Le 4° patient, inclus dans I'étude POLA avait bénéficié d'une CGH
array (Puce d'hybridation génomique comparative) qui ne montrait pas de gain du 7p

ni de perte du 10p.

Dans ces situations de discordance histologique, immunohistochimique et

moléculaire, le diagnostic de gliome diffus IDH", NEC (Not Elsewhere Classified) pourrait
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étre évoque. Constatant, un pourcentage de cas pour lesquels, on note une discordance
histo-moléculaire, le cIMPACT-NOW (le Consortium d'information sur les approches
moléculaires et pratiques de la taxonomie des tumeurs du SNC - non officiel de 'OMS) a été
créé pour évaluer et recommander des changements proposés aux futures classifications
des tumeurs du SNC. Depuis sa création en 2016, cIMPACT a réuni trois comités de travalil
pour relever les défis actuels en matiére de classification et de classement. La Commission
de travail 3 a introduit le terme NEC. Les diagnostics NEC reflétent les situations dans
lesquelles les tests nécessaires pour établir un diagnostic OMS ont été réalisés et sont
disponibles, mais dans lesquels ces résultats ne permettent pas d'établir un diagnostic
spécifique de I'OMS. Cela se produit généralement lorsque les caractéristiqgues
histologiques, immunohistochimiques et / ou moléculaires ne concordent pas (21).
Cependant, il s’agit d’'un diagnostic d’élimination et doit étre évoqué avec précaution.

Le tableau 9, montre quelques situations dans lesquelles les diagnostics NEC
pourraient étre utilisés chez un adulte atteint d’'un gliome diffus de grade Il (Les statuts IDH

et de la codélétion 1p/19q sont utilisés pour le diagnostic) :

Histology

Genetics

No genetic information available

IDH-mutant but not 1p/19q-
codeleted

IDH-mutant, 1p/19g-codeleted

IDH-wildtype"

Astrocytoma

Oligoastrocytoma

Oligodendroglioma

Diffuse astrocytoma, NOS

Oligoastrocytoma, NOS

Oligodendroglioma, NOS

Diffuse astrocytoma, IDH-
mutant

Diffuse astrocytoma, IDH-
mutant

NEC-type diagnosis (e.g.,
"Diffuse glioma, IDH-
mutant, NEC")*"

Oligodendroglioma,
IDH-mutant and 1p/19q-
codeleted

Oligodendroglioma,
IDH-mutant and 1p/19q-
codeleted

Oligodendroglioma,
IDH-mutant and 1p/19g-
codeleted

Diffuse astrocytoma, IDH-
wildtype

NEC-type diagnosis (e.g..
"Diffuse glioma, 1DH-
wildtype, NEC")*

NEC-type diagnosis (e.g.,
"Diffuse glioma, 1DH-
wildtvpe, NEC")*

Tableau 9 : Des exemples de diagnostics NEC chez un adulte atteint d’un gliome diffus de grade Il (D’aprés Louis

Les diagnostics en gras sont les entités communes et le pathologiste doit s’efforcer d’établir de tels

diagnostics.

* Ces diagnostics de type NEC ne sont que des exemples et une formulation précise varie en

fonction de la nature du cas.

et al. 2018)
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D. L’impact pronostique de la classification de ’OMS 2016

La classification de 'OMS 2016 est validée et est en accord en partie avec les

données de la littérature.

Les points significatifs retrouvés par notre étude étaient :

- Les glioblastomes IDH™" ont un bien meilleur pronostic que les glioblastomes IDH".
Ceci a été retrouvé dans d’autres études. L’équipe Nobusawa S. et al. (22) a montré
dans leur étude que la survie globale moyenne des patients atteints de glioblastomes
IDH™" était de 27,1 mois, soit 2,4 fois plus longue que celle des patients atteints de
glioblastomes IDH" (11,3 mois) (p < 0.0001).

- Conformément a la littérature, la codélétion 1p/19q améliore significativement la
survie. D’autres études ont retrouvées des résultats similaires (23) (24).

- Notre série montre que les oligoastrocytomes (médiane de survie globale de 5,4 ans)
ont une courbe de survie statistiguement différente des oligodendrogliomes (médiane
de survie globale de 14,6 ans) mais proche de celle des astrocytomes (médiane de
survie globale de 7,5 ans). Donc on aurait plutét tendance a dire que les
oligoastrocytomes ressemblent plus a des astrocytomes que des oligodendrogliomes.
Mais cette hypothése ne pourrait s’affirmer avec certitude qu’avec un échantillon

encore plus important que celui de notre étude.

Les points non retrouvés par notre étude étaient :

- L’absence d’'impact significatif de grading Il et Il pour les astrocytomes
- L’absence d’'impact significatif de grading Il et Il pour les oligodendrogliomes

De nombreuses études soulignent I'absence d’impact significatif sur la survie du
grading tel qu’il est défini sur des criteres histologiques (23) (24) (25).

Des études récentes proposent d’utiliser d’autres criteres que la morphologie pour
grader les gliomes diffus IDH mutés. Ainsi, 'équipe de Shirahata et al. (26) a étudié une
série de 211 tumeurs astrocytaires IDH mutés de grade 1l a IV. lls ont développé des
algorithmes de grading basés sur des données moléculaires, morphologiques et cliniques.

lls ont montré que la délétion homozygote de CDKN2A / B est un facteur le plus pertinent
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avec un impact pronostique significatif sur la survie globale. La délétion CDKN2A/B est
étroitement liée a la prolifération cellulaire car la perte de p16 élimine linhibition des
complexes CDK4 avec les cyclines D activant ainsi le cycle cellulaire (26). Les autres
parametres ayant une influence majeure étaient la nécrose et la variabilité du nombre de
copie. La prolifération, telle qu'évaluée par le nombre de mitoses, qui est un parametre clé
dans la classification de 'OMS 2016 n'avait qu'une influence mineure. En utilisant ces
parameétres les plus pertinents sur la survie globale, ils ont développé deux modeles de
grading pour ces tumeurs puis validé dans 3 cohortes indépendantes de 108, 154 et 224
gliomes astrocytaires IDH mutés. Ces modeles avaient des résultats significativement

meilleurs par rapport a ceux de 'OMS 2016.

E. Perspectives :

Pour linstant, TOMS 2016 est basée sur une combinaison de la classification
histologique et moléculaire générant des diagnostics « intégrés ».

Néanmoins, il reste possible qu'avec les avancées génomiques plus profondes et plus
larges, les futures classifications de I'OMS des gliomes diffus nécessiteront moins
d’évaluation histologique et plus d’évaluation moléculaire.

Compte-tenu de la complexité décrite qui existe pour classer certaines tumeurs
présumées gliales, différentes approches sont aujourd’hui proposées pour aider les
neuropathologistes. Parmi ces approches, nous pouvons citer le séquengage de I'exome
(pas de genes ciblés) ou la NGS (séquencage de nouvelle génération) ciblée. GlioSeq®
(27) développé a I'Université de Pittsburgh est un panel NGS ciblé congu pour aider au
diagnostic, au pronostic et au traitement des tumeurs du SNC chez les adultes et les
enfants, y compris les tumeurs gliales. Il permet l'analyse simultanée d'un large panel
d'altérations génétiques, y compris des mutations ponctuelles, des variations du nombre de
copies, des variations structurelles (fusions / réarrangements) et ainsi augmenter le niveau
de confiance. Le panel comprend les genes IDH, ATRX, TP53, H3K27M et TERT, ainsi que
les génes fréquemment modifiés dans les gliomes IDH" (EGFR, CDKN2A/B, PTEN, PIK3 et
NF1l). Ce test peut étre réalisé sur de petites biopsies de tumeur cérébrale et des
échantillons de tumeurs réséquées. Ainsi, il existe un énorme avantage a examiner un

ensemble prédéterminé d'anomalies géniques pour parvenir a un diagnostic plus précis.
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D’autres études proposent une analyse multidimensionnelle des signatures
moléculaires des gliomes diffus identifiant des sous-groupes moléculaires distincts et
permettant leur visualisation en deux dimensions (28).

Ces approches sans aucun doute aident a approfondir notre compréhension de la

biologie des tumeurs cérébrales et faciliter leur diagnostic.
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V. Conclusion

L’actualisation de la classification OMS 2016 permet de séparer dans la majorité des
cas les gliomes diffus de phénotype astrocytaire des gliomes diffus de phénotype
oligodendroglial et a une grande valeur pronostigue. Son application souléve déja de
nouvelles questions, amenant le consortium cIMPACT-NOW a publier de nouvelles
recommandations. Elle pose la question d’'un nouveau systeme de grading pour les gliomes

IDH mutés.
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ANNEXE 1

Amorces pour larecherche de la codélétion 1p/19q en LOH

D19S206-1

Amorce sens : AGCCGAAGTCTTTTCACAAGAG
Amorce anti-sens : TTCATCAAGTCTGTTCCAGCC
Taille du produit de PCR : 103-146 (bp)

D195219-2

Amorce sens : GTGAGCCAAGATTGTGCC

Amorce anti-sens : GACTATTTCTGAGACAGATTCCCA
Taille du produit de PCR : 160-190 (bp)

D195254-3

Amorce sens : TTCTGAGCACAACCAATCCT
Amorce anti-sens : GACTCCGTATTAAAAAAAAAAG
Taille du produit de PCR : 110-150 (bp)

D195400-4

Amorce sens : CGGTATGTCTTTATCAGCAG
Amorce anti-sens : ATGACAGCTCTAGGAAGGC
Taille du produit de PCR : 190-223 (bp)

D19S409-5

Amorce sens : GGGGGGCTGATTAGTG
Amorce anti-sens : CAACCCCCAAAGGATG
Taille du produit de PCR : 167-177 (bp)

D19S918-6

Amorce sens : AAAGGCTTGATTACCCCCGA
Amorce anti-sens : GATTACAGGCGTGAGCACCG
Taille du produit de PCR : 140-182 (bp)

D15199-7

Amorce sens : GGTGACAGAGTGAGACCCTG
Amorce anti-sens : CAAAGACCATGTGCTCCGTA
Taille du produit de PCR : 94-116 (bp)

D1S206-8

Amorce sens : GGAAGTAATCTCTGCCCAAT
Amorce anti-sens : CCAAAGTTTCTTCTGGTATTTGT
Taille du produit de PCR : 206-218 (bp)
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D1S214-9

Amorce sens : CCGAATGACAAGGTGAGACT
Amorce anti-sens : AATGTTGTTTCCAAAGTGGC
Taille du produit de PCR : 120-142 (bp)

D1S226-10

Amorce sens : GCTAGTCAGGCATGAGCG
Reverse primer: GGTCACTTGACATTCGTGG
Taille du produit de PCR : 90-106 (bp)

D1S476-11

Amorce sens : GCCCATTTTGAATTGGATTA

Amorce anti-sens : AAGACAAGCCATAGACTTGGAA
Taille du produit de PCR : 159-171 (bp)

D1S2734-12

Amorce sens : GGTTCAAGGGATTCTCCTG
Amorce anti-sens : TGGCACTCAGACCTCAA
Taille du produit de PCR : 108-134 (bp)

D195433-13

Amorce sens : CCTGGGCAACAGAATAAGAT
Amorce anti-sens : TAGGTTTTTAAGGAACAGGTGG
Taille du produit de PCR : 199-221 (bp)
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TITRE DE LA THESE : Actualisation du diagnostic d’une série de 109 gliomes diffus selon la
classification OMS 2016.
RESUME DE LA THESE EN FRANCAIS :

Introduction : L’actualisation de la classification de I'OMS 2016 des gliomes diffus intégre des données moléculaires,

notamment les mutations IDH et la codélétion 1p/19q qui est exclusive des mutations d’ATRX, entrainant en pratique la
suppression du groupe des oligoastrocytomes.

Objectifs : Les objectifs étaient d’actualiser le diagnostic des patients atteints d’un gliome diffus selon la classification de
I'OMS 2016 afin de démontrer sa faisabilité et son impact pronostique.

Matériel et méthodes : 109 patients atteints d’une tumeur gliale de grade II a IV ont été inclus. L’expression
d’IDH1R132H et d’ATRX a été étudiée en immunohistochimie. La codélétion 1p/19q a été analysée soit par la technique
FISH (Hybridation fluorescente in situ) ou par perte d’hétérozygotie de marqueurs microsatellites par PCR sur 1I’ensemble
des bras 1p et 19q.

Résultats : 105/109 cas ont été reclassés. Les oligoastrocytomes de grade Il et 111 (22) ont été reclassés en astrocytome
IDH muté (IDH™") (15), glioblastome IDH™" (3), glioblastome IDH wildtype (IDH") (1), astrocytome IDH™ (2) et
gliome diffus de la ligne médiane H3K27M muté (1). 10/105 patients ont été reclassés en glioblastome IDH™". La
classification de I’OMS 2016 était significativement pronostique pour la survie globale (p<0,001).

Conclusion : L’actualisation de la classification OMS 2016 permet de séparer dans la majorité des cas les gliomes diffus
de phénotype astrocytaire des gliomes diffus de phénotype oligodendroglial et a une grande valeur pronostique. Son
application souléve déja de nouvelles questions, amenant le consortium cIMPACT-NOW a publier de nouvelles
recommandations.

MOTS CLES : Gliome diffus, classification OMS 2016, mutation IDH ¥z, codélétion 1p/19q, ATRX, cIMPACT-NOW,
grading.

TITRE DE LA THESE EN ANGLAIS: Update of the diagnosis of a series of 109 diffuse gliomas
according to the 2016 WHO classification.

RESUME DE LA THESE EN ANGLAIS :

Introduction: The 2016 update of the WHO classification of diffuse gliomas integrates molecular data, including IDH

mutations, and 1p / 199 codeletion that is exclusive of ATRX mutations, leading to the suppression of the oligoastrocytoma
group. The aims of this study were to reclassify the diagnosis of patients with diffuse glioma according to the 2016 WHO
classification to analyze its feasibility and its prognostic impact.

Materials and methods: 109 patients with grade 1l to IV glial tumor were included. The expression of IDH1R132H and
ATRX was investigated by immunohistochemical analysis. The 1p / 19q codeletion was assessed by FISH (fluorescent
hybridization in situ) or by loss of heterozygosity of microsatellite markers via PCR techniques on all 1p and 19q arms.
Results: 105/109 cases were reclassified. Grade Il and 11l oligoastrocytomas (22) were reclassified to astrocytoma IDH
mutant (IDH™") (15), glioblastoma IDH™" (3), glioblastoma IDH wildtype (IDH") (1), astrocytoma IDH" (2), and diffuse
mideline tumor, H3K27M mutant (1). 10/105 patients were reclassified to glioblastoma IDH™'. The new WHO
classification was prognostic for overall survival (p<0,001).

Conclusion: The update of the WHO 2016 classification makes it possible in most cases to separate the diffuse gliomas of
astrocytic phenotype from diffuse gliomas of oligodendroglial phenotype and has a high prognostic value. Its application
already raises new questions, leading the cMPACT-NOW consortium to publish new recommendations.

KEYWORDS: Diffuse Glioma, 2016 WHO Classification, IDH % mutation, 1p / 19q codeletion, ATRX, cIMPACT-
NOW, grading.



