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Résume

Les gliomes sont les tumeurs primitives les plus courantes du systeme nerveux central et
sont classés de | a IV en fonction de leur degré de malignité. Les mutations dans les genes de
I’isocitrate déshydrogénase 1 et 2 sont trés fréquentes dans les gliomes et sont considérées
comme un puissant marqueur pronostique et diagnostique.

Notre étude a été réalisée sur 37 patients (28 atteints de gliomes et 9 présentant des kystes
et qui sont considérés comme des témoins) et qui ont été recrutés au niveau du service de
neurochirurgie de CHU Fé¢s, pour 1’étude épidémiologique. Pour 1’étude moléculaire, les
biopsies ont été prélevées et ’ADN a été extrait. L’exon 4 du géne IDH2 a été amplifié par
PCR en utilisant des amorces spécifiques, ensuite les produits de PCR ont été séquencés.

L’étude a montré que les gliomes sont plus fréquents chez le sexe masculin que chez le
sexe féminin avec un sexe ratio H/F 1,05. Aucune relation entre le tabagisme et le risque de
gliome n’a été révélée. La présence de mutation dans le gene IDH2 a été detectée dans 8,6%
des échantillons de gliome.

Les données épidémiologiques ont été similaires a ceux reportés dans la littérature. La
fréquence de mutation de I’'TDH2 dans notre échantillon, a été plus élevée par rapport aux
autres études. L'analyse de ces mutations devient importante en tant que facteur pronostique

permettant d’améliorer la prise en charge des patients.
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Introduction générale

Les tumeurs du systeme nerveux central (SNC) occupent le 17me rang des cancers les plus
fréquents chez I’Homme avec une incidence de plus de 296851 nouveaux cas enregistrés en
2018 dans le monde entier*. Au Maroc, la situation épidémiologique de ce cancer est levée &
partir du registre des cancers de la région du grand Casablanca pour la période 2008-2012, qui
indique que I’incidence de ce cancer est de 1,7 pour 100.000 (Registre des cancers de la
région du grand Casablanca pour la période 2008 — 2012, 2016). Ces tumeurs sont
caractérisees par une forte mortalité en raison de leur localisation et de leur caractére invasif
(Weller et al., 2015). Les gliomes, ou tumeurs gliales, représentent les tumeurs primitives les
plus fréquentes du SNC, ils représentent 27% des tumeurs cérébrales. Ils se développent a
partir des cellules de soutien du systeme nerveux (les cellules gliales) (Ostrom et al., 2015).

IIs sont classés selon 1’organisation mondiale de santé de | & IV selon leur degré de malignité.

Cependant, leur comportement biologique, leur pronostic ainsi que leur réponse au
traitement varient au sein de la méme catégorie histologique, pour cela la nouvelle
classification de ’OMS 2016 intégre les données histologiques aux données moléculaires afin
de définir de nouvelles entités de gliomes. La connaissance de la biologie moléculaire des
gliomes a permis de mieux préciser leur diagnostic et leur pronostic, et plus loin prédire
I’efficacité du traitement, donc améliorer les plans thérapeutiques personnalisés des patients
(Ricaurte et al., 2018)

Une amélioration majeure de la classification de ’OMS en 2016 des gliomes, est la
distinction des différentes entités de gliomes en fonction du statut mutationnel du géne de
I’isocitrate déshydrogénase 1 ou 2. La découverte des mutations IDH dans ces tumeurs a

constitué une avancée dans la compréhension de la biologie de cette maladie (Davis, 2018).

Les mutations IDH ont été identifiées comme des mutations qui causent la perte de
’activité normale de I’IDH, enzyme engagée dans le processus de métabolisme cellulaire et la
réponse contre le stress oxydatif, induisant a un phénotype d’hyperméthylation qui entraine le

développement des gliomes. (Brouland et Hottinger, 2017).

Le statut « IDH-muté » a été associé a un meilleur pronostic (meilleure survie globale) et
une meilleure réponse a la chimiothérapie (Ricaurte et al., 2018). Cependant, au Maroc,

aucune étude n’est encore faite pour rechercher ces mutations IDH dans les gliomes.



C’est dans ce cadre que s’inscrit 1’objectif principal de ce travail. Il consiste d’une part, a
réaliser une étude ayant un objectif épidémiologique afin de voir la prévalence de la maladie
(selon le sexe, 1’age et la relation entre le tabagisme et le risque de gliome), et d’autre part, il
vise a déterminer la fréquence des mutations dans le géne de I’'IDH2 chez une série de
patients marocains atteints de différents types de gliomes, et de comparer les résultats avec
ceux de la littérature. Les résultats trouvés peuvent étre exploités par les médecins traitants
afin de mieux définir le pronostic et de prédire la réponse au traitement pour une meilleure

prise en charge des patients.



Partie bibliographique

I. Rappel anatomique du systéme nerveux :

Le systéeme nerveux (SN) est responsable de la conduction, du traitement et de la
transmission des informations de chaque partie du corps, il est ainsi subdivisé en deux parties:

le systéeme nerveux central (SNC) et le systeme nerveux périphérique (SNP) (Jirg., 2009).

Le SNP est composé¢ des organes du systéme nerveux situés a I’extérieur du systéme
nerveux central. Ces organes correspondent aux différents nerfs rattachés a I’encéphale ou a la
meelle épiniere. Les nerfs qui se rattachent au cerveau sont appelés des nerfs craniens, alors
que ceux qui se rattachent a la meelle épiniére sont des nerfs rachidiens car ils émergent du

canal rachidien (Farley et al., 2014).

Le SNC est composé de I’encéphale et de la moelle épiniére. L’encéphale comprend le
cerveau, le cervelet et le tronc cérébral et est enfermé dans la boite crénienne, et la moelle
épiniére est situé dans le canal rachidien qui résulte de la superposition des vertébres de la

colonne vertébrale (Figurel).

—=—— FEncephale

\

usemble des nerfs
] constituants le
Sysiene nerveux
N PLI\pth!QUL\

Figure 1 : Anatomie du systéme nerveux'



1. .Histologie du SNC

Le systéme nerveux central est constitue par deux types de cellules : les cellules nerveuses
ou neurones et les cellules gliales. Ces derniéres forment un tissu qui permet le soutien des

cellules nerveuses (Guyton, 1989).
1.1. Les neurones

Les neurones (ou cellules nerveuses), sont chargées de conduire les signaux a I’intérieur du
systéme nerveux. Leur nombre est estimé & 10** neurones (Guyton, 1989) et sont spécialisées
dans la communication intra et intercellulaire. En général, les neurones sont composees de
trois structures qui facilitent le transfert de I’information : les axones, les dendrites et les

synapses (Kovacs, 2017).
1.2. Les cellules gliales

Les cellules gliales, appelées aussi glies ou névroglies, constituent la population dominante
du tissu nerveux et représentent environ 50% des cellules du SNC (Allen et Lyons, 2018) et
plus de 90% des cellules du cerveau humain. Ces cellules sont classées en deux grandes
catégories (Kabba et al., 2018):

- la macroglie qui comprend les astrocytes, les oligodendrocytes, et les cellules
épendymaires.

- lamicroglie qui regroupe les cellules immunitaires du systeme nerveux central.
1.2.1. La macroglie :
a. les astrocytes

Les astrocytes ou les astroglies constituent la population dominante des cellules gliales et
sont cing fois plus nombreux que les neurones. Elles sont nommés ainsi car ils possédent un
corps cellulaire qui présente des prolongements cytoplasmiques rayonnants qui s’entrelacent
de facon complexe avec le corps des neurones (Jessen, 2004) (Figure 2). Ces cellules sont
caractérisées par 1’abondance d’une protéine cytoplasmique GFAP (Glial Fibrillary Acidic
Protein) et de grains de glycogéne qui constituent une réserve énergétique pour le cerveau
(Dinuzzo et al., 2012).

Les astrocytes constituent un Vvéritable tissu de soutien, elles servent a maintenir un

environnement chimique adéquat pour les neurones en maintenant des concentrations



appropriées d'ions et de neurotransmetteurs dans I'environnement neuronal. Ainsi, elles
assurent le support nutritionnel en sécrétant des facteurs trophiques indispensable au bon
fonctionnement des neurones (Kovacs, 2017). En plus, elles maintiennent 1’homéostasie
cérébrale grace au métabolisme oxydatif du glucose (Dinuzzo et al., 2012) et régulent aussi la

formation, la maturation et I'élimination des synapses (Vasile, Dossi et Rouach, 2017).

b. les oligodendrocytes :

Les oligodendrocytes sont des cellules gliales responsables essentiellement de la formation
de la myéline tout autour des axones des neurones (Figure 2). Cette gaine de myéline fournie
une isolation électrique des axones améliorant ainsi la transmission des signaux électriques au

niveau du systéme nerveux (Jessen, 2004).
c. les cellules épendymaires

Les cellules épendymaires (ou épendymocytes) constituent le revétement des cavités
ventriculaires du SNC, en raison de leur contact direct avec le liquide céphalo-rachidien

(LCR), elles participent en I’homéostasie de ce dernier (Kovacs, 2017).
1.2.2. La microglie :

Les cellules microgliales représentent 5 a 10% des cellules du SNC (Frost et Schafer,
2016). Elles servent de macrophages cérébraux. Et constituent la premiére ligne de défense
immunitaire au niveau du SNC. En fait, elles sont impliquées dans la réparation des Iésions,
I'élimination des microbes et des cellules mortes, ainsi elles participent a la maintenance de
I’homéostasie (Colonna et Butovsky, 2017). Des études récentes ont montrés que ces cellules
ont la capacité de réguler la survie, la prolifération ainsi que la maturation de certaines

cellules gliales et des neurones (Frost et Schafer, 2016).
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Figure 2 : les cellules du systeme nerveux central (Weller et al., 2015)

IT. Les tumeurs cérébrales: cas des gliomes

1. Définition

Les gliomes représentent les tumeurs primitives les plus fréquentes du systeme nerveux
central chez I’adulte (Ducray, 2008). Ces tumeurs se développent a partir des cellules gliales
et peuvent étre classées en plusieurs types en fonction du type de la cellule lui ont donnée
naissance. Ainsi, peuvent étre distinguées les astrocytomes, les oligodendrogliomes et les
tumeurs mixtes (issues de l'association de cellules dérivant d’astrocytes et

d’oligodendrocytes) (Lenting et al., 2017).
2, Epidémiologie

D’aprés les données du Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) publiées
en 2018, les tumeurs du SNC occupent le 17°™ rang des cancers les plus fréquents chez les
deux sexes (296851 cas). Elles représentent 1,6% de tous les types de cancers diagnostiqués
au niveau mondial avec une mortalité estimée a 2,5% soit 240037 cas. Chez les enfants (de 0
a 19 ans), ces tumeurs viennent en seconde place aprés la leucémie avec une incidence de
11% (30106 cas) et une mortalité de 16,5% (16830 cas) (Globocan, 2018)2. Les gliomes
représentent les tumeurs primitives les plus fréquentes du SNC, ils représentent 27% de tout
type confondus de tumeurs cérébrales et 80% des tumeurs cérébrales malignes de ’adulte.

Les glioblastomes sont les tumeurs malignes les plus fréquentes et représentent 55% de tous



les gliomes. Les astrocytomes, y compris les glioblastomes représentent a peu prés 75% des
gliomes (Ostrom et al., 2015) (Figure 3).

Autres gliomes
2.%

Tumeurs oligoastrocytaires
3.2%

Astrocytomes pilocytiques

5.2%
Oligodendrogliomes
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Glioblastome
Astrocytome anaplasique 55.1%
6.1%

Tumeurs épendymaires
6.9%

Gliome malin, NOS
7.3%

Astrocytome diffus
8.6%

Figure 3 : Distribution des gliomes selon le type histologique ( adaptée de Ostrom et al.,

2015)

Une étude portant sur 1’incidence des gliomes, selon I’age des patients et type histologique

de la tumeur, a montré que ces dernieres sont autant plus fréquents chez les sujets agés que

chez les jeunes spécifiqguement pour les glioblastomes (Weller et al., 2015) (Figure 4).
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Figure 4 : Incidence des tumeurs primitives du systeme nerveux central ajustée par

histologie et par groupe d'age (Weller et al., 2015)



Aux états Unis, le rapport CBTRUS (Central Brain Tumor Registry of the United States) estime
que 20000 cas de gliomes sont diagnostiqués en 2015, en France 3000 nouveaux cas sont
recensés par an (Psimaras et Delattre, 2008).

La survie varie en fonction de plusieurs critéres est surtout en fonction du grade
histologique de la tumeur. L’astrocytome pilocytique a la survie la plus €élevée qui peut aller
jusqu’a 10 ans avec un pourcentage de 90% (McNeill, 2016), alors que pour les glioblastomes
la plupart des patients ne surviennent pas plus d’un an et environ 5% survivent jusqu’a 5 ans

(Lapointe, Perry et Butowski, 2018).

Au Maroc, en 2012, le cancer du SNC représentait 2% des cas enregistrés chez les hommes
avec une incidence brute (IB) de 2 pour 100 000, et 1,1% pour les femmes avec une 1B de 1,4
pour 100 000.

Chez les enfants agés entre 0 et 14 ans, les tumeurs du SNC sont les plus fréquents apres la
leucémie avec un pourcentage de 16% des cas enregistrés et une 1B de 1,7 pour 100 000
(Registre des cancers de la Région du Grand Casablanca pour la période 2008 — 2012, 2016).

3. Facteurs de risques

Les résultats des recherches sur les gliomes ont montré que ces derniers sont plus fréquents
chez le sexe masculin, les sujets agés et la race blanche. En fait, une étude Américaine basée
sur une analyse ethnique des patients affectés des tumeurs primaires du SNC au cours de la
période 1971-1985, a montré que les gliomes sont deux fois plus fréquents chez les blancs que
chez les noires (Ohgaki et Kleihues, 2005). Cependant 1’étiologie des gliomes reste encore
mal identifiée, par contre différents facteurs de risque ont été déterminés et leur association
avec le développement des gliomes a été démontreée :

I’exposition aux rayonnements ionisants peut causer des cassures au niveau de I’ADN
induisant des modifications génétiques pouvant mener au cancer (Ostrom et al., 2018).
En effet, des études ont montré que les radiations thérapeutiques utilisées a forte dose
pour le traitement des cancers surtout chez les enfants (méme a des endroits autre que
le cerveau) augmente le risque des gliomes (Schwartzbaum et al., 2006). Ces derniers
peuvent apparaitre 7 a 9 ans aprés ’irradiation (Ohgaki, 2009). Relling et coll. (1999)
ont évalué I’incidence des tumeurs cérébrales dans une cohorte de 52 enfant ayant subi
une irradiation cranienne prophylactique utilisée pour le traitement de la Leucémie

Aigué lymphoblastique (LAL) chez I'enfant, I'incidence des tumeurs cérébrales était



de 12,8% chez les enfants béneficiés de la radiothérapie contre 0,08 % chez les
patients non irradiés de la méme étude.

- les allergies et les maladies atopiques : une étude menée en 2013 sur ’association des
allergies avec les tumeurs cérébrales a rapporté que ces derniéres réduisent le risque de
développer des gliomes (Turner et al., 2013). le méme résultat est obtenu pour les
maladies atopiques avec une augmentation des niveaux de 1’immunoglobuline IgE
(Weller et al., 2015), cet effet est peut étre attribué a une surveillance accrue du
systeme immunitaire (Ostrom et al., 2018).

- Téléphones portables : plusieurs études ont suggéré qu’une exposition qui dépasse les
10 ans et une utilisation intensive d’une durée cumulée de plus de 897 h augmentent
le risque de gliomes (Baan et al., 2011; Coureau et al., 2014).

- Exposition aux pesticides : Plusieurs études cas-témoins examinant 1’association entre
I’exposition aux pesticides et le développement des gliomes ont montré que le risque
de développer un gliome était plus élevé chez les agriculteurs, suggérant 1’exposition
aux pesticides comme principal facteur inducteur de ces tumeurs (Fallahi et al., 2017).

- Tabagisme : Une méta-analyse d’études de cas-témoins et de cohortes, afin d’évaluer
la relation entre le tabagisme et le risque de gliome, réalisée par Shao et ses
collaborateurs suggere que le tabagisme n’est pas associé de maniere significative au

risque de développement des gliomes

4. Classification des gliomes

selon I’OMS (2007), les gliomes sont classées (suivant les caractéristiques microscopiques
des coupes histologiques des tumeurs) en oligodendrogliomes, astrocytomes ou
oligoastrocytomes dont un grade pronostique allant de Ijusqu’a IV est attribué a chaque
tumeur en tenant compte de différents criteres de malignité a savoir (Figarella-Branger et al.,
2008) :

- ladifférenciation et la densité cellulaires,
- la présence d’atypies cytonucléaires,

- Tactivité mitotique,

- D’aspect nécrotique,

- la prolifération microvasculaire,



Cependant cette classification présente toujours des défis, puisqu’elle repose sur 1’analyse
microscopique des coupes histologiques, elle est sujette & une variabilité inter-observateur
significative. En fait, des études ont montré que la concordance entre un groupe de
neuropathologistes pouvait atteindre 52% pour un cas de gliome. Aussi cette classification
peut compliquer le diagnostic si le prélévement tissulaire est insuffisant ou non représentatif
(Chenetal., 2017).

Cependant, la classification recommandée par I’OMS en 2016 (Tableau 1) et qui constitue
une mise & jour de la 4™ édition de la classification de 2007, intégre pour la premiére fois
des biomarqueurs moléculaires aux données histologiques (Figure 5) dans le but de définir des
entités plus spécifiques de gliomes (Louis et al., 2016). La compréhension de ces parametres
moléculaires a permis d'affiner d’avantage les critéres de diagnostic et de pronostic (Chen et

al., 2017).

Tableau 1 : Classification de ’OMS 2016 des tumeurs gliales (Louis et al., 2016) :

Grade Tumeurs diffuses astrocytaires et oligodendrogliales

Il Astrocytome diffus, IDH-muté
Astrocytome gémistocytique, IDH-muté
Il Astrocytome diffus, IDH-non muté

Il Astrocytome diffus, NOS

11 Astrocytome anaplasique, IDH-muté
11 Astrocytome anaplasique, IDH-non muté

I Astrocytome anaplasique, NOS

\Y; Glioblastome, IDH-non muté
Glioblastome a cellules géantes
Gliosarcome

Glioblastome épithélioide

\Y; Glioblastome, IDH-muté
\Y; Glioblastome, NOS
\Y; Gliome diffus de la ligne médiane, H3 K27M-muté

Il Oligodendrogliome, IDH-muté et codélétion 1p-19q

Il Oligodendrogliome, NOS

11 Oligodendrogliome anaplasique, IDH-muté et codélétion 1p-19q

11 Oligodendrogliome anaplasique, NOS
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Oligoastrocytome, NOS

Oligoastrocytome anaplasique, NOS

Autres tumeurs astrocytaires

Astrocytome pilocytique

Astrocytome pilomyxoide
Astrocytome subépendymaire a cellules géantes
Xanthoastrocytome pléomorphe

Xanthoastrocytome pléomorphe anaplasique

Tumeurs épendymaires

[lou lll

Subépendymome
Ependymome myxopapillaire
Ependymome
Ependymome papillaire
Ependymome a cellules claires
Ependymome tanacytique
Ependymome, RELA fusion-positif

Ependymome anaplasique

Autres gliomes

Gliome chordoide du 3° ventricule
Gliome angiocentrique

Astroblastome

NOS : Not Otherwise Specified, cette désignation est attribuée aux tumeurs pour désigner que les tests
moléculaires sont absents dans le diagnostic, ce qui implique que les informations sont insuffisantes

pour attribuer un code plus spécifique (Reifenberger et al., 2017).
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Oligodendrogliomes Oligoastrocytomes Astrocytomes . . Glioblastomes
Histologie 4 T
Statut IDH IDH muté IDH sauvage IDH muté IDH sauvage
Codélétion " ot -
1p19g P’ese"‘cle f’e Absence de
la codélétion la codélétion
1p19q
Mutations
caractéristiques, mais TERT ATRX
non indispensables TP53
Oiladandeonh Astrocytomes  Astrocytomes Glioblastomes Glioblastomes
gocencros .lomes diffus diffus secondaires primaires
IDH muté IDH muté IDH sauvage IDH muté IDH sauvage

Figure 5 : Schéma simplifié de la classification des gliomes avec le diagnostic selon
I'OMS 2016

5. Les altérations génétiques

Le changement du paradigme de diagnostic des gliomes, en raison d'études de profilage
moléculaire, a clarifié la base génétique des gliomes et a permis d’ identifier un certain
nombre d'altérations associées a des entités spécifiques de gliomes (Alfonso et al., 2017).
Certaines altérations génétiques ont été révélées dans les gliomes, notamment: les mutations
de I’isocitrate déshydrogénase 1 et 2 (IDH 1/2), la codé¢létion des bras chromosomiques 1p et
19q, la méthylation du promoteur de la O -méthylguanine-ADN méthyltransférase (MGMT)
et la méthylation du promoteur du TERT (Brat et al., 2015).

5-1. Les altérations de I’IDH

5.1.1 Structure de 'IDH

Dans les cellules humaines, les genes IDH ou isocitrate déshydrogénase codent pour 3
isomeres distincts IDH1, IDH2 et IDH3, I’isocitrate déshydrogénase let 2 sont deux enzymes
isoformes homodimériques contenant deux sites actifs par dimére, chaque unité de I’'IDH
¢tant composée d’un grand, et d’un petit domaine en plus d’un domaine fermoir, ’'IDH2
possede en plus une petite séquence de ciblage mitochondrial (Figure 6), chaque site actif
posseéde un domaine de liaison de NADP(H), de I’isocitrate et d’un cation bivalent: le

calcium (Waitkus, Diplas et Yan, 2016), ces deux enzymes sont codées par deux genes
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differents situés respectivement sur les chromosomes 2933 et 15026, ces enzymes présentent
un degré de similarité de séquence trés élevé (70%), ’'IDH1 est abondant au niveau du
cytoplasme et du peroxysomes alors que I’IDH 2 est spécifique des mitochondries (Dang et
Su, 2017), ce sont des enzymes nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP+)
dépendants jouant un role essentiel dans la production de 1’énergie indispensable au
métabolisme cellulaire (Kaminska et al., 2019), alors que I'IDH 3 est une enzyme
mitochondrial sous la configuration hétérotétramérique utilisant le NAD" comme cofacteur
pour la production de NADH (Huret et Dessen, 2017).

Arg'?
NH, \ 4 COOH
IDH1 [ IR —— |
Arg'7? 414 AA
v
IDH2
Mitochondrial Large Small Clasp Small Large 452 AA
Targeting Domain Domain Domain Domain Domain
Sequence

Figure 6 : les différents domaines avec les sites actifs de ’IDH1/2 (Waitkus et al., 2016).

5.1.2 Fonction de I’IDH

Les isocitrates déshydrogénases sont des enzymes métaboliques clés du cycle de Krebs, ils
catalysent la décarboxylation oxydative de I’isocitrate en a-cétoglutarate (a-KG) utilisant le
NADP™ (pour I'IDH 1/2) ou le NAD" (pour I'IDH 3) comme cofacteurs, ainsi ils contribuent &
la transmission d'électrons et I'échange de métabolites entre le mitochondrie et le cytosol
(Figure 7) (Dang, Yen et Attar, 2016). Ces enzymes jouent un rdle primordial dans le
métabolisme cellulaire, I’IDH 1 étant impliqué dans le metabolisme lipidique il assure la béta
oxydation des acides gras polyinsaturés dans le peroxysome en générant du NADPH qui
contribue a la défense cellulaire contre les espéces réactives a 1’oxygene (ROS) générées au
cours de I’oxydation des lipides et d’autres processus, alors que 'IDH 2 intervient dans la

régulation de la respiration oxydative (Reitman et Yan, 2010).
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Figure 7 : Fonction d’IDH de type sauvage et d'IDH mutant (Dang et al., 2016)

Ces enzymes jouent un role primordial dans la protection des cellules contre le stress
oxydative par la production de NADPH et de a-KG (molécules a forte activité réductive et ils
préviennent les damages d’ADN par [’interaction avec le systetme de production de
glutathione et de thioredoxine (Waitkus, et al., 2016)). L’IDH 1 constitue la source principale
du NADPH du cerveau humain (produit 65 % du NADPH du cerveau (Kaminska et al.,
2019)), les mutations qui affecte donc ces deux génes ont des conséquences grave sur la
cellule.
5.1.3 Les mutations IDH :

Les mutations de I’IDH 1/2 sont des aberrations génétiques précoces de la gliomageneése.
Elles sont détectées dans 70% des astrocytomes de stade 11 et 111 et des oligodendrogliomes,
ainsi que dans la majorité des GBM secondaires, par contre ces mutations ne sont jamais
retrouvees dans les GBM primaires (Ludwig et Kornblum, 2017). Jusqu’a aujourd’hui toutes
les mutations avisées de I’IDH 1/2 sont des mutations faux sens hétérozygotes, les cellules
cancéreuses gardent une copie du géne sauvage sur un des deux alléles (Rakheja et al., 2012)
et les mutations affectent spécifiquement les résidus arginine du site actif de ces enzymes
(Tableau 2). Pour I’'IDH1, I’altération la plus fréquente est celle qui touche le résidu arginine
en position 132, en le remplacant par une histidine : R132H (c.395G>A). Cette mutation
représente approximativement 90% des mutations de I’IDH, les autres mutations affectant le
méme codon 132 représentent 7% des mutations. Pour I’'IDH 2, la mutation la plus fréquente
est la R172K et est présente dans 3% des cas (substitution de 1’arginine a la position 172 par
la lysine) (Catteau et al., 2014).
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Tableau 2 : Mutations les plus fréquentes de I’'IDH1 et I’IDH 2 (Catteau et al., 2014;
Marcucci et al., 2010)

Geéne Mutation Changement de base

IDH1 | Argl32His (R132H) 395G>A
Arg132Cys (R132C) 394C>A
Argl132Ser (R132S) 394C>G
Arg132Gly (R132G) 394C>T
Argl32Leu (R132L) 395G>T
Arg100GIn (R100Q) 299G>A

IDH2 | Argl72Lys (R172K) 515G>A
Argl72Trp (R172W) 514A>T
Argl72Gly (R172G) 514A>G
Arg140GIn (R140Q) 419G>A
Argl40Leu (R140L) 419G>T

5.1.4 Effets des mutations IDH

Les mutations IDH entrainent la perte de I’activité normale de 1’enzyme, avec diminution de
la production du NADPH. Des études suggerent que ces mutations cause aussi la diminution
de I’affinité de I’enzyme a I’isocitrate (Yan et al., 2009). En fait, en 2009, Dang et coll. ont
conclu que la mutation de I’'IDH 1 confere le gain d’une nouvelle activité néomorphique qui
permet la réduction de o-KG avec production de D-2-hydroxyglutarate (D2HG) et
consommation de NADPH (Figure 7). D’autres études ont confirmé ce résultat aussi pour
I’IDH2 (Ward et al., 2010). Cette nouvelle activité qui est une caractéristique commune des
mutations de I'IDH 1/2 montre qu’elles joue un rble important dans le processus de
cancérogenese, ce qui a conduit a considérer le D2HG comme un oncométabolite (Reitman et
Yan, 2010). Le D2HG se produit au niveau des cellules normales a des niveaux trés faibles a
cause des erreurs de catalyse et il est rapidement convertit en o-KG par les 2-HG
déshydrogenases, la nouvelle activité de I’IDH muté permet la production de D2HG dans les
cellules a des niveaux tres élevés (Rakheja et al., 2012). Le D2HG agit comme inhibiteur
compétitifs des dioxygénases a-KG dépendantes, il inhibe la cytosine hydroxylase
TET (enzyme qui favorise la déméthylation de la 5-méthylcytosine) entrainant une

hyperméthylation de ’ADN a I’échelle du génome. Il inhibe les histones déméthylases, ce
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qui engendre la triméthylation des histones, et la prolyl hydroxylase induisant a la
stabilisation du facteur HIF1a (Waitkus et al., 2016) (Figure 8).
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Figure 8 : Effets cellulaires des taux elevés de D2HG dans les gliomes (Waitkus et al.,
2016)
5.1.5 Impact des mutations IDH sur le traitement des gliomes

La découverte des mutations IDH a permis aux scientifiques de développer de nouvelles
stratégies thérapeutiques ciblant les altérations qui affectent les genes IDH. Parmi ces
thérapies, 'utilisation des inhibiteurs sélectifs de I’IDH ou la réversion de I’'IDH muté qui
induit I’hyperméthylation par utilisation des inhibiteurs de I’ADN méthyltransférase (Rohle et
al., 2013).

Plusieurs recherches ont été menées derniérement dans le but d’étudier I'impact des
mutations IDH sur le traitement des gliomes. En 2015, Molenaar et coll. ont montré que les
gliomes mutants a I’IDH sont plus sensibles a la radiothérapie a cause des taux réduits de
NADH et NADPH, qui entraine 1’accumulation des espéces réactives a 1’oxygene et des
cassures d’ADN par conséquent la mort cellulaire contrairement aux gliomes IDH sauvage
(Molenaar et al., 2015). En plus, les tumeurs mutantes a I’IDH présentent une meilleure
réponse a la chimiothérapie. Des études réalisées chez des patients (ayant un risque élevé des
gliomes de grades Il et I11), bénéficiant d’un traitement par la radiothérapie ont prouvé que
seuls les patients atteints des tumeurs IDH muté peuvent bénéficier de 1’apport de la
chimiothérapie au traitement. Ce résultat peut étre accordé a I’expression réduite du gene

MGMT (une enzyme de réparation de I'ADN) dans les gliomes. De plus, le D2HG inhibe les
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dioxygénases a-KG dépendantes responsables de la réparation d’ADN, ce qui rend les

tumeurs plus sensibles aux agents alkylants (Picca et al., 2018).

5-2. Co-suppression 1p/19q

La perte génétiqgue au niveau des chromosomes 1p / 19q (perte du bras court du
chromosome 1 et du bras long du chromosome 19) est un événement génétique précoce qui ne
se rencontre jamais dans les tumeurs non gliales. Elle est retrouvée dans 80% des
oligodendrogliomes (Ludwig et Kornblum, 2017) et est généralement associée a la mutation
de I'IDH 1/2 dont elle considérée comme biomarqueur prédictif, la détection de cette

altération peut se faire par différentes techniques telle que 1’hybridation fluorescente in situ

(Weller et al., 2015).

5-3. Meéthylation du promoteur de la MGMT

La O-6-méthylguanine-ADN méthyltransférase est une protéine qui répare les dommages
de ’ADN induits par les agents alkylants au cours de la réplication cellulaire et prévient
I’apoptose. C’est une protéine qui supprime le groupe guanine-alkyle ajouté a la guanine, la
MGMT rend les cellules plus résistantes aux agents alkylants de I’ADN. La perte de ’activité
de cette protéine rend les tumeurs plus sensibles au traitement par le témozolimide (TMZ) qui
méthyle les bases puriques en provoquant des dommages d’ADN, du coit, il amorce
I’apoptose des cellules (Ludwig et Kornblum, 2017). La méthylation du promoteur de la
MGMT a été identifiée comme un facteur prédictif /pronostique pour le diagnostic de GBM
chez les patients traités par le TMZ, elle se retrouve dans 40% des GBM (Chen et al., 2017),
et dans environ 80% des gliomes de bas grade IDH muté (Cohen et Colman, 2015).

5-4. Mutation du promoteur TERT

Le TERT (Telomerase Reverse Transcriptase) est un géne qui code pour la protéine
télomérase, elle est responsable du maintien des télomeres afin que les cellules tumorales
évitent la sénescence et soutiennent une prolifération active (Chen et al., 2017). La mutation
du promoteur TERT augmente I'expression de la protéine et par consequent, la longueur des
télomeéres induisant une intense prolifération des cellules tumorales. Cette altération sert de
biomarqueur moléculaire important des sous-types de gliomes (Eckel-Passow et al., 2015),
elle est observee dans plus de 90% des oligodendrogliomes présentant la mutation IDH et la
codélétion 1p/19q, et 70% des GBM IDH non muté (Weller et al., 2015).
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Matériel et Méthodes

I. Description de I'étude :

L’objectif de ce travail est d’analyser la fréquence de mutation au niveau du géne de
I’IDH2 par la technique de séquencage de Sanger chez des patients marocains atteints des

gliomes et de comparer les résultats avec ceux des patients présentant seulement des kystes.

L’¢étude est réalisée sur une période de 4 mois au sein du laboratoire de microbiologie et de
biologie moléculaire de la Faculté de Médecine et de Pharmacie de Fés. 1l s’agit d’une étude
moléculaire dont le but est de déterminer le taux de mutation R172 et R140 pour I’IDH2.
L’étude porte sur 37 patients, dont 28 sont atteints des gliomes et 9 présentant des kystes et
qui ont été hospitalisés et suivis au niveau du service de neurochirurgie du Centre Hospitalier

Universitaire Hassan 11 de Feés.
IT. Sélections des patients et collecte des prélevements :

Le recrutement des patients atteints de gliomes a été réalise pendant leur période

d'hospitalisation au niveau du service de neurochirurgie de CHU Fes.

La collecte des données est faite en tenant compte des considérations éthiques en respectant
le caractere anonyme des participants et la confidentialité de leurs informations. Les patients
sélectionnés ont été contactés aprés I’intervention chirurgicale et pendant leur période
d’hospitalisation et ont regus une information claire sur le but de 1’étude. Chaque patient a
donné son accord par la signature d’un consentement et un questionnaire contenant les

données suivantes a été rempli par entretien oral avec le patient :
- le sexe, 1’age, les habitudes toxiques

En consultant le dossier médical du patient les informations suivantes sont notées :
- Le type histologique de la tumeur, la localisation ainsi que le stade tumoral

Les échantillons tumoraux des patients sont collectés apres intervention chirurgical, et mis

dans un liquide physiologique puis conservés a -20°C jusqu’a leur extraction.
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ITI. Extraction dADN

L’ADN a été extrait a partir d’échantillons de biopsie des tumeurs cérébrales en suivant un
protocole de lyse cellulaire par la protéinase K (PK) et une purification par un traitement au

phénol/chloroforme (EI Khadir et al., 2018). Elle est réalisée comme suit:

Broyage de la biopsie : cette étape importante permet la lyse cellulaire. La biopsie est mise

dans un tube eppendorf contenant 500ul de PBS 1X, puis a I’aide d’un batonnet en verre
stérile des mouvements répétitifs de pilon-mortier sont réalisés afin d’éclater les cellules. Les
tubes sont ensuite centrifugés a 13500 rpm pendant 15 min, le surnageant est éliminé et le

culot est remis en suspension dans 120ul de PBS 1X.

Déproteéinisation : cette étape est réalisée en faisant agir une protéase (la PK), le culot repris

dans le PBS est traité par 40ul de la solution de lyse (comprenant le Tris, le Triton et la PK a
20mg/ml) (Tableau 3) :

Tableau 3 : Les composants de la solution de lyse

Reéactifs Volumes (x1)
Tris 2,5 ul
Triton 0,6 ul
PK 0,4 ul
H>0O 37,5 ul

Aprés homogénéisation, les tubes sont incubés a 37°C pendant une nuit. Apres
I’incubation, la réaction est arrétée par échauffement a 92°C pendant 10 min afin d’inactiver
la PK. L’extrait d’ADN est ainsi obtenu.

L’extrait d’ADN obtenu (160ul) sera divisé en deux fraction ; I’une sera conservée a -20°C

pour servir d’extrait, et 1’autre va subir une purification afin d’obtenir de I’ADN pur.

Purification d’ADN : cette étape permet d’éliminer les protéines et les lipides par un

traitement au phénol/chloroforme, solvant organique qui dénature les protéines. Un volume

(V:V) de phénol/chloroforme est ajouté au tube contenant I’extrait d’ADN. Apres
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centrifugation a 4000 rpm/5 min, 0,1V d’acétate de sodium et 2V d’¢thanol a 100% sont
ajoutés a la phase aqueuse et les tubes sont incubés a -20°C pendant une nuit. Apres cette
incubation, les tubes sont centrifugés a 14000 rpm pendant 20 min puis le culot est mis en
suspension dans 1 ml d’éthanol a 70% et centrifugé & 14000 rpm pendant 2 min. Le culot est
séché a température ambiante pendant 3 heures. Le culot séché est suspendu dans un volume

de 70ul de TE est conserve a -20°C jusqu’a la PCR.
IV. Détermination du statut mutationnel du géne IDH 2

Le statut mutationnel de I’IDH2 est déterminé en utilisant la technique de séquencage de

Sanger, apres amplification des séquences couvrant les mutations par PCR.

1- Amplification du gene IDH2 par réaction de polymérisation en
chaine (PCR) :
- Technique PCR :

La réaction PCR est une technique qui vise a amplifier un fragment d’ADN précis, la
réaction se déroule en trois phases : la dénaturation d’ADN, I’hybridation des séquences
d’amorces avec les deux extrémités des brins d’ADN dénaturé et puis 1’élongation qui permet
la synthése des brins d’ADN complémentaires aux brins matrices grice a une ADN
polymérase, I’ensemble de ces €tapes constitue un cycle de PCR qui pourra se faire jusqu’a 40
cycle.

La réaction PCR nécessite tout d’abord I’ADN génomique, un pair d’amorces
oligonucléotidiques, des désoxyribonucléotides triphosphate libre (dNTP), une ADN
polymeérase, un tampon pour maintenir un pH idéal pour ’ADN polymérase.

Des fragments d’ADN de I’exon 4 du gene incluant le codon 140 et 172 de I’'IDH2, ont été

amplifiés en utilisant des séquences d’amorces illustrées dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Séquence de ’amorce utilisée pour la réaction PCR de I’'IDH2 :

Gene | Exon Amorces Amplicon Référence
(pb)
IDH 4 F | SAATTTTAGGACCCCCGTCTG3’ 345 Marcucci et
2 al., 2010
R | 5°CTGCAGAGACAAGAGGATGGY’

Les amorces se situent entre 18630 et 18974 (Figure 9) (a partir de

référence NG_023302.1) délimitant un fragment d’ADN de 345 pb.

13601
13661
18721
18781
18841
135801
135961

Les conditions de PCR ont été adoptés en suivant le protocole élaboré par Marcucci

ctotagacteo
gottggggtt
tocctcacaga
Lootggooog
ctggctggac
JLggagagggy
tottgtotet

tactgootteo
caaattoctgg
gttcaagcotg
gactgtotteo
caagcococato
gatccactga
gcagtacaag

ctcatgaaga
ttgaaagatg
aagaagatgt
cgggagccca
accattggoa
cctgggoaceo
gocacagact

attttaggac
gcggotgoag
ggaaaagtcc
tocatctgoaa
ggcacgocca
ccccgactgg
ttgtggcaga

cocccgtotgyg
tgggaccact
caatggaact
azacatcoca
tggcgaccag
agctcocotoge
ccgggccgge

Figure 9 : Position de ’amorce sur le géne IDH2

(Marcucci et al., 2010)

la séquence de

ctgtgttgtt
attatctotg
atcocggaaca
cgootagtoo
gtaggccagg
ctagccatccoc
actttcaaaa

Tableau 5 : Volumes et concentrations des réactifs utilisés pour la PCR :

Les réactifs

Volume en pl/tube

Concentration

Dream Taq Buffer 2,5 25uM
dNTP 1 40mM
Amorce F 1 100 uM
Amorce R 1 100 uM
Dream Taqg polymérase 0,125 5U/ul
ADN 5 | e

H,0 14375 | e

Volume final 25 | meeemee-
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La PCR est réalisée dans un volume réactionnel de 25ul contenant 5ul d’ADN (Tableau 5), le
mélange réactionnel est préparé sous une hotte stérilisée par les UV, et afin d’éviter une
éventuelle contamination des produits, I’addition de I’ADN est effectuée dans une salle
séparée de la hotte. Ensuite, la PCR est effectuée dans un thermocycleur suivant les

conditions illustrées dans les figures 10 :

Q4=C : g4=C

72°C | T2°%C
2 minufes | 1 minutz ) |
Diénaturation . Dénaturation 1 mimte . 5 minutes
initidle | N 5TC Elongaion | Elongation
i L i finals
1 minite | 14=C
Hybridation i
oo
Stockage
35 cycles

Figure 10 : Programme d’amplification de I’'IDH 2 par PCR

2- Electrophorese

Apreés la réaction de PCR, et dans le but de déterminer s’il y’a eu une amplification ou non
des genes étudiés, une électrophorese des produits de PCR est réalisée selon la procédure

suivante :
a. préparation des gels

1,5 g d’agar est ajouté a 100 ml de TBE 1X, le mélange est porté a ébullition pendant 3
min afin de solubiliser I’agarose, puis 2,5 pl de bromure d’éthidium sont ajoutés. Le mélange
est coulé dans les portoirs des gels puis laissé jusqu’a solidification. Apres, les gels sont

conserveés dans le TBE jusqu’a une éventuelle utilisation.
b. migration

Le gel est mis dans la cuve d’électrophorése remplie de tampon de migration (TBE a 1X),
puis un volume de 9 ul de chaque produit de PCR additionné de 3 ul de bleu de bromophénol
est placé au niveau des puits. Un témoin négatif est réalisé pour s’assurer de 1’absence de

contamination et un marqueur de poids moléculaire est également déposé dans le dernier

22



puits. La migration est réalisée a 100 V et a 50 mA pendant 90 min. Les fragments d’ADN

amplifiés ont été visualisés sous lumieére UV a 1’aide de I’appareil Fisher BioblocScientific.
3- Séquencage

La technique de séquencage utilisée dans cette étude est celle inventée par Frederick Sanger
en 1977, dont ’ADN amplifié est dénaturé par la chaleur puis, une amorce est hybridée a
Iextrémité 5’ de ’ADN matrice (Estrada-Rivadeneyra, 2017). le tube contient I’ADN
polymérase, les quatre dNTP et des terminateurs ddNTPs marqués par des fluorochromes
spécifiques (chaque nucléotide des ddNTPs est marqué par un fluorophore différent), I’ADN
polymérase incorpore les dNTPs a la matrice d’ADN amorcé, et une fois un ddNTP est
introduit, la polymérisation s’arréte a cause de 1’absence du groupement hydroxyle sur le
troisieme carbone de la ribose des ddNTPs, cela se traduit par la formation des fragments
d’ADN fluorescents de différentes longueurs, qui émettent un signal révélant le dernier
nucléotide insére (T, C, G ou A) (Garrido-Cardenas et al., 2017). Aprés I’amplification des
produits, les brins néosynthétisés sont ainsi séparés par une électrophorése qui se base sur la
migration dans les capillaires du séquenceur automatique, la détection se fait in situ grace a un
faisceau laser qui excite le fluorochrome des ddNTP, (Poulain, 2016), chaque fragment est

identifié¢ par le fluorophore attaché au ddNTP qu’il porte (Figure 11).

Primer extension with ddNTPs l ‘ Electrophoreses and read

Target sequence
3" TACGATGTCAACGGTT... 5

=’ Privwer

G @
cTACAGT @
GCeTACAGTT €@
CTACAGTTG @
\TGCTACAGTTGC ”‘.
g FACAGTTGCC @
N ATG CAGTTGCCA @
CTACAGTTGCCAA —@

:
3
8
g
"

Figure 11 : La méthode de séquencage didésoxy de Sanger (Garrido-Cardenas et al., 2017)

La technique du séquencage etant utilisée afin de détecter les mutations R140 et R172 au

niveau du gene IDH2.
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3.1. Purification des produits de PCR

Avant de séquencer les produits de PCR, il faudra les purifier afin d’é¢liminer 1’excés
d’amorces, des dNTPs et d’ADN polymérase non utilisés pendant la réaction de
I’amplification. Pour ce faire, 1 pl de ’enzyme EXOSAP-IT est ajouté a 4 pl de produit de
PCR, aprés homogénéisation, les tubes sont incubés dans un thermocycleur selon le

programme suivant :

- 5 minutes a 37°C pour I’activation de I’enzyme

- 1 minute a 80°C pour I’inactivation de ’ExoSAP

3.2. Reéaction de séquence par le kit BigDye ® Terminator v 3.1

Apres la purification, la réaction de séquence est realisée en utilisant le kit BigDye ®
Terminator v 3.1 qui contient tous les réactifs indispensables au séquencage, la réaction est

effectuée selon le protocole suivant (Tableau 6).

Tableau 6 : Les volumes des réactifs de la réaction de séquence

Réactifs Volumes (ul)
Eau distillée stérile 4 ul
Amorce sens 1l
BigDye 1l
Produit de PCR purifie 4 ul

La réaction de séquence est réalisée dans un volume de 10 pl, le mélange réactionnel est

incubé dans un thermocycleur réglé sur le programme suivant :

Tableau 7 : Programme de la réaction de séquence :

Température Durée

Dénaturation 96°C 10 secs

Hybridation 50°C 5 secs

Elongation 60°C 3 min
Nbre de cycles 25 cycles
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3.3. Purification des produits de séquencage par Le kit BigDye®

Xterminator™

Cette étape permet d’éliminer les amorces, les dNTPs non incorporés, les sels et autres
molécules chargées qui pourraient interférer au cours de la détection des bases par
I’électrophorése capillaire. Le kit contient un tampon « SAM Solution » et le « XTerminator
Solution » (billes pour capter les impuretés). Un mix contenant 45 pl du SAM et 10 pl de X
terminateur est ajoutés a chaque tube. Ensuite les tubes sont agités a une vitesse de 2200 rpm
pendant 30 minutes afin que les billes se sédimentent. Aprés agitation les tubes sont
centrifugés et un volume de 10ul de surnageant est déposé sur les puits de la plaque du

séquenceur (séquenceur a 8 capillaires AppliedBiosystem).

La plague est placée dans le séquenceur automatique, un flux électrique émis par ce dernier
entraine la migration des fragments d'/ADN a travers les capillaires du séquenceur. Les

séquences d'’ADN sont déterminées par le logiciel d'analyse des séquences.

Les séquences étaient ensuite analysées et comparées avec la séquence d’ADNc de I’IDH 2

sauvage (GenBank: NG 023302.1).
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Résultats

I. Données cliniques et anatomopathologiques de la population
etudiée :
1. Résultats cliniques :

Dans cette étude, 37 patients ont été recueillis au niveau du service de neurochirurgie de
CHU de Fés durant la période allant de 2016 a 2018, Les biopsies ont été pris au hasard a
partir des échantillons présents au labo. 28 patients sont diagnostiqués pour une suspicion de
gliomes, et 9 patients présentent seulement des kystes, ces derniers sont considerés comme

des témoins. Leur age varie entre 8 et 81 ans avec une moyenne d’age de 39,7 ans. La

répartition des patients en fonction de 1’age est illustrée sur la figure 12.

M <20 ans
H 20-40 ans
4 40-60 ans
H>60

Figure 12 : Répartition des patients selon I’Age

51,4% des patients sont de sexe masculin, et 48,6% sont de sexe féminin (Figure 13) avec un
sexe ratio H/F de 1,05.
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H hommes

H femmes

Figure 13 : Répartition des patients selon le sexe

L’analyse du profil de tabagisme de la population étudiée, montre que 62,2% des patients
sont des non-fumeurs et 18,9% sont des fumeurs. 10,8% sont des fumeurs passifs et 8,1%

sont des ex-fumeurs (Figure 14).

H non fumeurs
H fumeurs
i fumeurs

passifs
M ex-fumeurs

Figure 14 : Répartition des patients selon le tabagisme

2. Résultats anatomopathologiques :

2-1  Répartition selon le type tumoral

D’aprés ’OMS, les gliomes sont classes selon le type histologique. La répartition de la
population étudiée selon le type tumoral, montre qu’il y a une prédominance des astrocytomes
avec un pourcentage de 29,7% suivie des glioblastomes (21,7%), des oligodendrogliomes

(13,5%) et enfin des épendynomes (10,8%). 24,3% représentent les témoins (Figure 15).
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H témoin

H astrocytomes

il oligodendrogliomes
H épendynomes

i glioblastomes

Figure 15 : Répartition des patients selon le type tumoral

IT. Résultats de I'analyse mutationnelle

1. Résultats de Pamplification de I'exon 4 du gene IDH2 par PCR :

Le résultat de I’électrophorése des produits de PCR, a montré que tous les prélévements
collectés sont positifs pour le gene IDH2. Un exemple des résultats de la migration de

quelques produits de PCR est illustré sur la figure 16.

800 pb

345 pb <300

300 ph

Figure 16 : a: Résultats de I’électrophorése des produits PCR de I’exon 4 du géne
IDH2, b : Profil électrophorétique du marqueur de taille utilisé (50 pb)

La figure montre que les produits sont de bonne qualité et présentent la taille recherchée (345
pb) de I’exon 4 de I’IDH2.
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2. Résultats du séquencage

A I'issue de la réaction de séquencage de 1’exon 4 de I’IDH2, I’analyse des résultats était
réalisée par le logiciel "Dna Baser". Les séquences sous forme FASTA ont été alignées sur

"BioEdit" avec la séquence de référence NG _023302.1 issue de la base de donnée NCBI

(Figure 17).

EDownload ~ GenBank Graphics

Homo sapiens isocitrate dehydrogenase (NADP(+)) 2, mitochondnal (IDH2), RefSeqGene (LRG_611) on chromosome 15
Sequence ID: NG_023302.1 Length: 25499 MNumber of Matches: 1

Range 1: 18694 to 18974 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

520 bits(281) 5e-146 281/281(100%) 0/281(0%) Plus/Plus
Query 16 BTG AGTEEGACCACTATTATCTCTATCCTCACAGAGTTCAAGCTRAAGAAGATGTEGA 75
ojt 15630 eeteabrbachEHMUGHHUMMHEMHMBIHIE 1675
Query 76 AARGTCCCARTAEAACTATCCGEAACATCCTE ?a ? g ?E.QC TGTCTTCCGEGAGCCCATCA 135
soct 16750 MAHEAHGAHUMUHHEHEUHH R 1505
Query 136 TCTGCAASARCATCCCACGCCTAGTCCCTGECTGOACCAAGCCCATCACCATTGRECAGEC 195
sojct 1510 HHAMMUREAHHUHUHMMUIHUTAUHEUL 15573
Query 196 ACGCCCATGECOACCARGTAGOCCAGGOTGRAGAGGOEATCCACTGACCTGRGLACCCOCC 255
sojct 18578 USRS AMMUMHEAMEHHUGULEUIRE 15053
Query 256 COACTEOAGCTCCTCOQUCTAGCCATCCTCTTGTCTCTGCAG 296

Soict 1593 CACTUBAGHTEGAMMUHHE U 15974

Figure 17 : Résultat du BLAST d’une séquence d’IDH2 exon 4
La visualisation des électrophorégrammes par le logiciel "Dna Baser" des séquences
obtenues permet d’évaluer la qualité des séquences et d’analyser le statut mutationnel IDH2.
Sur les 37 échantillons séquencés, seulement 31 ont donné des résultats exploitables (pour les
6 autres échantillons (5 appartiennent a des patients atteints de gliome et 1 seul cas témoin), il
y a eu un mélange de séquences). Il s’agit probablement d’un probléme qui a survenu lors de
la réaction de séquence puisque pour I’amplification par PCR, tous les échantillons ont

montré un résultat idéal lors de 1’électrophorése.

L’alignement des séquences avec la séquence de référence sur le logiciel "BioEdit", a

montré que sur les 31séquences obtenues, deux séquences présentent des mutations.

- Une des séquences mutées présente une mutation sur le nucléotide a la position 419

(G) qui est substitué par un T. Le résultat est montré sur la figure 18.
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Codon 139 140 141
41

RefSeq(IDH2) CTAT C

35 CTAT C

Figure 18 : Résultat de I’alignement de la séquence 35 avec la séquence de référence sur
"BioEdit"

La substitution du G par un T sur la position 419 induit le remplacement de 1’arginine (codon
CGQ) par la leucine (codon CTG). 1l s’agit bien de 1a mutation R 140 L. La figure 19 montre

une partie de I’électrophorégramme de la séquence sauvage sans mutation (a) et une partie de

la séquence qui présente la mutation hétérozygote (b).

*
.'v ~ y s [ | |
N -~ ) | ' .
LN ) '
' L )
| L : ]
’ ’ ’ ¥ '
§ L | ‘s » ) L4 ]
| £ > b s > = . A
a = ¥ E = E = =
b

Figure 19 : Partie de I’électrophorégramme de I’exon 4 de ’IDH 2 montrant le codon
R140 (a : absence de mutation ; b : présence de la mutation hétérozygote 419G>T)

L’autre séquence présente une mutation sur le nucléotide 514 (A) qui est substitué par

un T. Le résultat est montreé sur la figure 20.
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Codon 171 172 173 174

RefSeq(IDH2) GG CGCC

9 GGqugpACGcc

Figure 20 : Résultat de I’alignement de la séquence 9 avec la séquence de référence sur
"BioEdit"

La mutation affecte le nucléotide A a la position 514 qui est substitué par T, entrainant le
changement de I’acide aminé (AGG (arginine) —> TGG (tryptophane)). Il s’agit de la
mutation R172W. La partie de 1’électrophorégramme montrant la mutation est illustrée sur la

figure 21.

Figure 21 : Partie de I’électrophorégramme de I’exon 4 de I’IDH 2 montrant le codon
R172 (a : absence de mutation ; b : présence de la mutation hétérozygote 514 A>G)

L’analyse mutationnelle de 1’exon 4 du gene IDH2 a reévélé la présence des mutations IDH
2 chez 8,6% des patients (soit 2 patients) atteints des gliomes. Aucune mutation n’a été
détectée chez les témoins. 50% des mutations causent I’altération de la séquence d’acides

aminés de I’'TDH2 sur le codon R140 et 50% sur le codon R172.
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Les deux mutations ont été detectées chez des patients de jeune age (14 et 33 ans), tous

atteints des glioblastomes.
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Discussion

Les gliomes constituent une menace considérable pour la santé humaine dans le monde
entier et dans le Maroc, le pronostic des patients atteints des gliomes malins de haut grade
reste de qualité médiocre. Etant donné que les mutations IDH sont généralement considérées
comme un facteur pronostic pour les gliomes (Arita et al., 2015), I’évaluation de ces derniéres
permet de détecter les tumeurs associées soit a une IDH sauvage ou mutée. De cette maniere,
elles peuvent étre utilisées comme marqueur pronostique dans le futur (Ricaurte et al., 2018).
La détection de ces mutations dans les gliomes est d’une grande importance, afin d’améliorer

le pronostic et la prise en charge de la maladie.

L’étude des caractéristiques cliniques de la population étudiée montre que les gliomes sont
plus fréquents chez le sexe masculin, ce résultats est en accord avec la littérature qui montre
que les gliomes sont plus fréquents chez le sexe masculin que chez le sexe féminin (Ostrom et
al., 2018). Ce résultat peut étre lié au milieu professionnel. En fait, des études ont montré une
élévation de risque de gliomes dans certains secteurs d’activité comme 1’agriculture
(exposition aux pesticides), I’industrie du caoutchouc et du plastique, 1’industrie textile, les
activités de plomberie, les transports et autres activités exposant aux dérivés du peétrole
(Zheng et al., 2001). Pour les habitudes toxiques, il apparait qu’il n’y a pas de relation directe
entre le tabagisme et le risque de développer des gliomes, puisque plus de 62% de la
population étudiée sont des non-fumeurs. Ce résultat est en accord avec celui de Shao et ses
coll. (2016), qui montrent que le tabagisme n’est pas associé de maniére significative au

risque des gliomes.

Dans notre étude, la présence des mutations qui affectent ’acide aminé 140 et 172 de
I’IDH2 ont été bien identifiées. Il s’agit des mutations R140L et R172W. Ces mutations ont
été détectées chez 8,6% des cas de gliomes. Cette fréquence de mutations est plus élevée par
rapport a celle trouvée par d’autres études. En 2009, Yan et ses collaborateurs ainsi que
Hartmann et ses coll. ont trouvé que la mutation IDH2 a été détectée dans 3% des tumeurs
gliales. Koh et coll. en 2015 ont déclaré que les mutations IDH2 ont été identifiées dans 5,2%
des cas de gliomes. Une étude plus récente en 2018 a signalé que ces mutations IDH2 sont

détectées dans 6,06% des cas atteints de gliomes (Deng et al., 2018).
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Les mutations détectées présentent une corrélation avec 1’age des patients, puisque toutes
les mutations ont été détectées chez les patients de jeune age (14 et 33 ans). Ce résultats est en
accord avec d’ autres études qui déclarent que les mutations de I’'IDH sont souvent liées avec
un age plus jeune des patients (Gupta et al., 2013). Une autre étude a montré que les patients
atteints des gliomes et qui présentent la mutation IDH sont toujours plus jeunes que les

patients qui ne présentent pas de mutation (Hartmann et al., 2009).

L’IDH est une enzyme responsable de la conversion de I’isocitrate en a-KG avec
production de NADPH. Ces enzymes jouent un rble primordial dans la protection des cellules

contre le stress oxydatif (Arita et al., 2015).

Toutes les mutations détectées sont des mutations hétérozygotes faux sens, induisant des
altérations de la séquence d’acides aminés de la protéine. Ceci entraine la formation d’une
protéine tronquée donc une enzyme défectueuse. En plus, 50% des mutations se produisent
sur un résidu arginine du site actif de I’enzyme, hautement conservé, entrainant la perte de la
capacité de la protéine a se lier a l'isocitrate et supprime son activité catalytique normale et
I’acquisition d’une nouvelle activité néomorphique qui convertit 1I’a-KG en D2HG (Cohen et
al., 2013). Ce nouveau produit est considéré comme un oncométabolite impliqué dans le
processus de tumorigenése puisqu’il inhibe des enzymes impliquées dans la régulation
épigénétique (Moura et al., 2016). Plusieurs études ont montré que les mutations IDH sont
des événements précoces de la tumorigenése (Lass et al., 2012) et lorsqu’elles sont examinées
dans un gliome de haut grade, ces mutations suggerent une transformation tumorale
maligne(Moura et al., 2016). Ainsi, la détection de ces mutations dans les gliomes pourrait
avoir une valeur prédictive dans le diagnostic de ces derniers. Ces mutations sont considérées
comme des bio- marqueurs pronostiques positifs. Dans ce sens, une étude a montré que les
patients atteints des gliomes avec des mutations IDH ont une survie plus longue et une

meilleure réponse au traitement (Gupta et al., 2013).

La présente étude est préliminaire. Cependant, des etudes a échelle plus grande avec un
échantillon de plus grande taille sont nécessaires pour valider avec précision les résultats

obtenus.
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Conclusion et perspectives

En conclusion, dans la présente étude, La répartition des malades selon le sexe montre que
les hommes sont les plus touchés avec un sexe ration H/F de 1.05. Aucune corrélation n’a été
trouvée entre le tabagisme et le risque des gliomes. Pour I’é¢tude moléculaire, une fréquence
de mutations dans I’IDH2 de 8,6% a été rapportée dans une série de 23 gliomes de patients
marocains et qui est plus élevée a celle trouvée dans la bibliographie. Les études ont montré
que ces mutations ont un role important en tant que facteur pronostique, en plus elles peuvent
étre prédictives de la réponse a la chimiothérapie. Donc, I’intégration du test de statut IDH en
routine pour le diagnostic des gliomes devient de plus en plus important afin d’améliorer la

prise en charge des patients.

Le ciblage de I''DH mutant par le développement d'inhibiteurs est une approche
thérapeutique en pleine émergence (Sharma, 2018), cependant cette alternative reste encore
limitée a cause du manque de connaissances suffisantes sur la biologie des IDH mutants. Des
recherches complémentaires sont nécessaires dans le but de clarifier I’impact précis de ces

mutations sur les gliomes.
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