SECTION PATHOLOGIE MOLECULAIRE (MPA)

LA SECTION PATHOLOGIE MOLECULAIRE ETUDIE LES BASES MOLECULAIRES DES NEO-
Chef PLASMES CHEZ L’HOMME, EN PARTICULIER DES TUMEURS DU CERVEAU, EN UTILISANT
Dr Hiroko Ohgaki DES ECHANTILLONS DE TUMEUR PRELEVES CHEZ DES PATIENTS POUR LESQUELS ON
DISPOSE DE DONNEES CLINIQUES ET D'UN SUIVI EXCELLENTS. NOUS CORRELONS DES

PHENOTYPES HISTOLOGIQUEMENT RECONNUS AVEC DES GENOTYPES ET DES PROFILS
D’EXPRESSION DANS LE BUT D'ELUCIDER LES BASES MOLECULAIRES ET LES VOIES GE-
NETIQUES QUI INTERVIENNENT DANS LA FORMATION DE TUMEURS CHEZ L'HOMME ;
D'IDENTIFIER DES MARQUEURS MOLECULAIRES AFIN DAMELIORER LE DIAGNOSTIC ET
LA CLASSIFICATION DES TUMEURS ; D'IDENTIFIER DES FACTEURS GENETIQUES PREDIC-
TIFS DE LA SENSIBILITE AU TRAITEMENT, DE LA PROGRESSION TUMORALE ET DE L1SSUE
DE LA MALADIE ; ET D'IDENTIFIER L'ETIOLOGIE DES CANCERS HUMAINS A L'AIDE DES
DONNEES GENETIQUES. DEPUIS 2006, LA SECTION PATHOLOGIE MOLECULAIRE ASSURE
LA PREPARATION DE LA 4EME EDITION DE LA CLASSIFICATION OMS DES TUMEURS
LES «BLUE BOOKS». LE SECOND VOLUME DE CETTE SERIE (CLASSIFICATION OMS DES
TUMEURS DES TISSUS HEMATOPOIETIQUES ET LYMPHOIDES) A ETE PUBLIE EN 2008, ET
LE TROISIEME VOLUME (CLASSIFICATION OMS DES TUMEURS DE L'APPAREIL DIGESTIF)
EST EN COURS D’EDITION.

Dans sa configuration actuelle, la Sec-
tion est constituée d’un seul Groupe, le
Groupe Pathologie moléculaire (MPA),
dont les objectifs ont été précédemment
cités. Quelques-uns de ses projets les
plus importants de cette période bien-
nale sont détaillés ci-dessous.
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LES muTtaTIONS IDHI1 COMME SIGNATURE MOLECULAIRE ET FACTEUR PREDICTIF DES
GLIOBLASTOMES SECONDAIRES ET COMME EVENEMENTS PRECOCES DU DEVELOPPE-
MENT D'ASTROCYTOMES ET D'OLIGODENDROGLIOMES

Le géne IDH1 code pour lisocitrate dés-
hydrogénase 1, une enzyme participant
au cycle de l'acide citrique. Sa mutation
a été observée pour la premiére fois lors
d'une étude de séquencage de plus de
20 000 génes codant pour des protéines
(Parsons et coll. Science. 321:1807-1812
2008). Nous avons étudié les mutations
IDH1 dans 321 gliomes de types histo-
logiques et de comportement biologique
différents. Au total, 130 mutations /DH1
ont été détectées, toutes situées au co-
don 132, dont 91% correspondaient a
des mutations G->A (R132H). Les mu-
tations IDH1 étaient fréquentes dans les
astrocytomes diffus de bas grade (88%)
et dans les glioblastomes secondaires
se développant a partir de la progression
d'un astrocytome anaplastique ou d’un
astrocytome diffus de bas grade (82%).
Des fréquences similaires élevées de
mutations IDH1 ont été détectées dans
des oligodendrogliomes (79%) et des
oligoastrocytomes (94%). Lanalyse de
multiples biopsies provenant d'un méme
patient (51 cas) a montré qu'il n'existait
aucun cas dans lequel une mutation
IDH1 apparaissait aprés l'acquisition
d’'une mutation TP53 ou perte d’hété-
rozygotie 1p/19q, qui laisse penser que
les mutations IDH1 correspondent a des
événements trés précoces de la glioma-
geneése, susceptibles d’affecter une po-
pulation cellulaire gliale précurseur com-
mune. Les mutations IDH1 co-existaient
avec des mutations TP53 dans 63%
des astrocytomes diffus de bas grade,
et avec perte d’hétérozygotie 1p/19q
dans 64% des oligodendrogliomes. Elles
étaient rares dans les astrocytomes pilo-
cytiques (10%) et les glioblastomes pri-
mitifs (5%), et totalement absentes dans
les épendymomes.

A l'occasion d’une étude au sein de la po-
pulation (407 cas), 'analyse des mutations
IDH1 dans les glioblastomes a révélé leur
présence dans environ 9% de tous les glio-
blastomes. Elle a montré que les patients
porteurs de ces mutations étaient nette-
ment plus jeunes (moyenne : 47,9 ans) et
bénéficiaient d’'une survie plus longue que
ceux qui nen étaient pas porteurs. Les
mutations /IDH1 étaient fréquentes dans
les glioblastomes secondaires (22/30 ;
73%), mais rares dans les glioblastomes
primitifs (14/377 ; 3,7% : P<0,0001). Si
'on se fie aux mutations IDH1 comme
marqueur génétique des glioblastomes
secondaires, elles correspondent au
diagnostic clinique dans 95% des cas.
Les mutations IDH1 représentent donc le
marqueur moléculaire disponible le plus
fiable des glioblastomes secondaires.
Elles doivent étre utilisées en complé-
ment des critéres cliniques pour les dis-
tinguer des glioblastomes primitifs. La
présence fréquente des mutations IDH1
dans les glioblastomes secondaires et
leur absence quasi-totale dans les glio-
blastomes primitifs renforce le concept
selon lequel, en dépit de leur similarité
histologique, ces sous-types sont des
entités cliniquement et génétiquement
distinctes.

Nous avons analysé les mutations IDH1
dans des tumeurs cérébrales diagnos-
tiguées chez des patients issus de 3
familles présentant un syndrome de Li-
Fraumeni. Nous avons identifié des mu-
tations IDH1 dans 5 astrocytomes qui
s’étaient développés chez des porteurs
d’'une mutation germinale TP53. |l s’agis-
sait chez tous, sans exception, d'une
mutation R132C, qui représente pour-
tant moins de 5% des mutations IDH1
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dans les astrocytomes sporadiques. La
survenue extrémement ponctuelle de
mutations R132C pourrait refléter des
différences dans la séquence des événe-
ments génétiques, avec une préférence
pour les mutations R132C dans les astro-
cytes ou les cellules précurseurs qui por-
tent déja une mutation germinale TP53.

ROLE DES MUTATIONS DU GENE
DU SYNDROME DE NIMEGUE (NBSI1)
DANS LES TUMEURS DU CERVEAU

Le «syndrome des cassures de Nijme-
gen» ou syndrome de Nimégue, provo-
qué par des mutations germinales NBS1,
est une maladie autosomique récessive
rare, caractérisée au plan clinique par
une microcéphalie, une radiosensibilité
accrue et une prédisposition au cancer.
Le géne NBST1 joue un rble clé dans la
réparation des cassures double-brin
d’ADN et le maintien de la stabilité gé-
nomique. Des interactions fonctionnelles
pourraient exister entre les voies NBS1
et TP53.

Nous avons voulu savoir si les muta-
tions NBS1 jouaient un rble dans la pa-
thogenése des médulloblastomes spo-
radiques. Le dépistage des mutations
dans les génes NBS17 (les 16 exons) et
TP53 (exons 5 a 8) arévélé que 7 des 42
médulloblastomes (17%) portaient un to-
tal de 15 mutations NBS7 (10 mutations
ponctuelles faux-sens et 5 mutations in-
troniques dans un site d’épissage). Sur
cing médulloblastomes portant des mu-
tations TP53 mutations, 4 (80%) conte-
naient également des mutations NBST,
et il existait une nette corrélation entre
les mutations TP53 et NBS71 (P=0,001),
suggérant que les médulloblastomes
caractérisés par des mutations NBS7
présentaient également une inactivation
mutationnelle du géne TP53.

Nous avons aussi recherché les muta-
tions NBS1 dans 87 glioblastomes. Nous
en avons détecté 12 (8 mutations faux-
sens et 4 mutations introniques) dans 9
des 28 glioblastomes primitifs (de novo)
(32%) portant au moins deux mutations
TP53. En revanche, nous n‘avons pas
détecté de mutations NBS1 dans les 19
glioblastomes primitifs porteurs d’'une
seule mutation TP53, ni dans les 21 glio-
blastomes primitifs ne portant aucune
mutation TP53. Ces résultats laissent
penser que les mutations multiples dans
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TP53, observées dans certains glioblas-
tomes, sont le résultat d’'une réparation
déficiente des cassures double-brin
d’ADN provoquée par une inactivation
mutationnelle du gene NBST.

METHYLATION DU PROMOTEUR

ET POLYMORPHISMES DU GENE MGMUT
DANS LES GLIOBLASTOMES : ETUDE AU
SEIN DE LA POPULATION

La O°f%-Méthylguanine-ADN méthyltrans-
férase (MGMT) est une enzyme de ré-
paration qui élimine les adduits promuta-
génes O°®-méthylguanine de 'ADN pour
protéger les cellules contre I'acquisition de
mutations G:C->AT. Les polymorphismes
du géne MGMT et la méthylation de son
promoteur peuvent affecter I'expression
et l'activité de la MGMT. Nous avons donc
étudié les polymorphismes de MGMT
(Leu84Phe, lle143Val, c.-56C>T) et la
méthylation de son promoteur dans 371
glioblastomes diagnostiqués au sein de la
population. La méthylation du promoteur
a été observée dans 165 glioblastomes
(44%), avec une fréquence plus élevée
chez les femmes que chez les hommes
(53% contre 39%; P=0,0106), et une
fréquence également plus élevée dans
les glioblastomes secondaires que dans
les glioblastomes primitifs (73% contre
43%, P=0,0074). Dans les glioblastomes
présentant une méthylation de MGMT, la
fréquence des mutations G:C->AT dans
TP53 atteignait 25%, ce qui était nette-
ment plus élevée que dans les glioblas-
tomes ne présentant pas de méthylation
de MGMT (16%; P=0,0385). Lallele 143
Val de MGMT était nettement moins fré-
quent dans les glioblastomes que dans
la population de type européen en bonne
santé, et il était associé a une meilleure
survie que celle des individus porteurs
de l'allele 143 lle de MGMT (risque rela-
tif : 0,70 ; IC a 95% compris entre 0,48
et 1,01). Ces résultats suggerent que la
méthylation de MGMT pourrait étre as-
sociée avec une susceptibilité a acquérir
des mutations TP53 G:C->AT, et que les
polymorphismes de MGMT pourraient
affecter le risque et le pronostic des glio-
blastomes.

POLYMORPHISMES COURANTS

DES GENES M D2 £1 TP55 ET RELATION
ENTRE MUTATIONS 7P55 ET ISSUE

DE LA MALADIE CHEZ LES PATIENTS
ATTEINTS D'UN GLIOBLASTOME

Le polymorphisme MDM2 SNP309 est
associé a I'apparition a un plus jeune age
des tumeurs chez les patients ayant un
syndrome de Li-Fraumeni, et le polymor-
phisme au codon 72 de TP53 diminue son
potentiel apoptotique. Les glioblastomes
présentent fréquemment des altérations
génétiques de la voie TP53. Nous avons
donc étudié le polymorphisme MDM2
SNP309 dans 360 glioblastomes et nous
'avons corrélé avec I'age des patients et
leur survie, ainsi qu’avec des altérations
de la voie TP53. Les fréquences des gé-
notypes MDM2 SNP309 T/T, T/G et G/G
étaient respectivement de 40%, 46% et
14%. Lanalyse multivariable a montré
que l'allele MDM2 SNP309 G/G était tres
nettement associée a une issue favo-
rable chez les femmes atteintes de glio-
blastome (risque relatif : 0,54 ; IC a 95%
compris entre 0,32 et 0,92). Par ailleurs,
nous avons observé une nette associa-
tion entre les alleles MDM2 SNP309 et
le polymorphisme Pro/Pro codon 72 de
TP53 dans les gliosblastomes. Signalons
ici que les patients atteints d’'un glioblas-
tome, porteurs du génotype Pro/Pro co-
don 72 de TP53, étaient nettement plus
jeunes que les porteurs du génotype Arg/
Arg (en moyenne 50,2 ans contre 56,1
ans ; P=0,018). Lanalyse multivariable a
montré que la survie était considérable-
ment plus courte chez les porteurs de
I'alléle Arg/Pro codon 72 de TP53 com-
parés aux porteurs de lallele Arg/Arg
(risque relatif : 1,35 ; IC a 95% compris
entre 1,07 et 1,71). Des analyses plus
précises ont révélé que I'allele Pro codon
72 de TP53 était associé a une survie
plus courte chez les patients atteints de
glioblastome, porteurs d’'une mutation
TP53, et parmi ceux traités par chirurgie
plus radiothérapie.

AMPLIFICATION DU GENOME ENTIER POUR
HYBRIDATION GENOMIQUE COMPARATIVE
DE UADN EXTRAIT DE COUPES HISTOLO-
GIQUES FIXEES DANS LE FORMOL ET IN-
CLUSES DANS LA PARAFFINE

Lhybridation génomique comparative
(HGC) permet d’étudier les déséquilibres
chromosomiques dans le génome entier,
mais nécessite d’assez grosses quanti-



tés d’ADN, ce qui peut constituer un frein
a son utilisation, en particulier pour les
échantillons extraits de petites régions
tumorales sur des coupes paraffinées.
Il est possible d’amplifier tout le génome
afin d’obtenir suffisamment d’ADN pour
réaliser I'hybridation génomique com-
parative, mais le risque d’artéfacts pen-
dant le procédé d'amplification ne peut
étre exclu. Nous avons donc optimisé
cette étape d’amplification du génome
entier (AGE) pour produire suffisam-
ment d’ADN avec un minimum d’arté-
facts. En utilisant des coupes de tissus
tumoraux fixés dans le formol et inclus
dans la paraffine, portant des mutations
connues de TP53, des pertes d’hétéro-
zygotie 1p, 10q, 19q, et une amplification
de EGFR, nous avons d’abord optimisé
le procédé de fagon a ce que ces altéra-
tions génétiques soient détectées apres
AGE. Nous avons observé qu’'une étape
de ligation avant AGE était importante,
car elle permet un court temps de réac-
tion avec I'ADN polymérase Phi29 pour
générer de 'ADN-AGE avec une forte
réduction des artéfacts d’amplification.
Lutilisation d’'une matrice d’ADN >150
ng, d’'une étape de ligation avant ampli-
fication et d’'un court temps de réaction
avec Phi29 (<1H30), nous a ainsi permis
d’'obtenir un ADN-AGE (>4 ug) présen-
tant un minimum d’artéfacts d’amplifica-
tion (<3-fois). Grace a ce procédé, nous
avons réalisé une HGC (Agilent 105K)
avant et aprés AGE. Lanalyse de corré-
lation de Pearson montre une corrélation
nettement positive des résultats de HGC
de 'ADN avant et apres AGE (P<0,0001).
Ces résultats suggérent qu'il est possible
d’effectuer des analyses génétiques en
utilisant de '’ADN-AGE extrait de coupes
paraffinées, a condition que ces ana-
lyses soient réalisées selon un protocole
soigneusement optimisé et contrélé.

CLASSIFICATION OMS DES TUMEURS
(WHO BLur Books)

Lobjectif de ce projet consiste a établir
un systeme de classification patholo-
gique, génétique et de stadification des
tumeurs chez I’'homme, qui soit accepté
et utilisé partout dans le monde. Il est
difficile de mener des études épidé-
miologiques et des essais cliniques en
'absence de critéres diagnostiques his-
topathologiques et cliniques clairement
définis, et plus récemment en I'absence
de profils d’expression et de profils gé-

nétiques. Par conséquent, ce projet de
classification des tumeurs présente un
intérét considérable non seulement pour
la communauté des pathologistes, mais
aussi pour les registres du cancer, les
études épidémiologiques, les essais cli-
niques et la recherche sur le cancer en
général.

Le CIRC est chargé du projet depuis la
3¢éme édition de cette série (2000-2005).
Celle-ci couvrait toutes les localisations
en 10 volumes et décrivait de fagon stric-
tement orientée sur la maladie les cri-
teres diagnostiques, les caractéristiques
pathologiques et les altérations géné-
tigues associées. Chaque volume a été
imprimé entre 10 000 et 35 000 exem-
plaires, distribués dans le monde entier.

La préparation de I'édition en cours (la
4¢me) a débuté en 2006, avec quatre
nouveaux éditeurs pour la série (Dr
Fred Bosman, Université de Lausanne,
Suisse ; Dr Elaine Jaffe, National Insti-
tutes of Health, Bethesda, Etats-Unis ;
Dr Sunil Lakhani, Université du Queens-
land, Brisbane, Australie ; et Dr Hiroko
Ohgaki, CIRC). Le premier volume de
cette 4éme édition, Tumours of the Ner-
vous System, a été publié en juin 2007.
Le second volume, Tumours of the Hae-

matopoietic and Lymphoid Tissues, a été
publié en septembre 2008, et plus de
45 000 exemplaires ont déja été impri-
més et distribués dans le monde. Nous
préparons actuellement le 3™ volume,
Tumours of the Digestive System, avec
4 éditeurs (Dr F. Bosman, Lausanne,
Suisse ; Dr F. Carneiro, Porto, Portugal ;
Dr R.H. Hruban, Baltimore, Etats-Unis ; et
Dr N.D. Theise, New York, Etats-Unis) et
plus de 110 collaborateurs. Une réunion
éditoriale et de consensus est program-
mée en décembre 2009, et I'ouvrage de-
vrait étre publié en 2010.

WHO Classification of Tumours of

Haematopoietic and Lymphoid Tissues

Edited by Steven H. Swerdlow, Elias Campo, Nancy Lee Harr
Stefano A. Pileri, Harald Stein, Jiirgen Thiele, James
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