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Résumé

Les glioblastomes sont des tumeurs gliales infiltrantes hautement malignes, de grade IV
selon la classification de 'OMS de 2016[27]. lls sont primitifs, ou proviennent de la
transformation maligne d’un astrocytome de bas grade préexistant [40].

Les glioblastomes demeurent le probléme majeur de la neuro-oncologie, par leur fréquence
(1/3 de I'activité opératoire), leur gravité et les difficultés de traitement qu’ils posent.
L'objectif de notre étude est de mettre en évidence le rble de la p53 et de I'IDH1 dans
I’évaluation du pronostic, de la médiane de la survie et dans le suivi des patients porteurs
de glioblastome.

Nous avons colligé 26 cas de GBM au laboratoire d’anatomo-pathologie du Centre hospitalo-
universitaire Mustapha Bacha (Alger), traités par des techniques histologiques(HE),
seulement 10 cas récence en 2017 ont été traité par les techniques d’ immunohistochimie.
Notre étude montre que la médiane d’age est de 53ans avec une nette prédominance
masculine (58%).

L'HE nous a montré [|'aspect caractéristique du GBM (atypies cellulaires, nécroses,
prolifération endothélio-capillaire, mitose anormal) et par I'lHC on a pu resensé |'expression
de la p53 muté (70%) avec un marquage intense, et une positivité pour I'IlDH1 muté dans
(70%).

Selon nous résultats on a pu mettre en évidence la relation entre la mutation de I'IDH1
dans la survie et le pronostic des glioblastomes. (La moyenne de survie=19 mois).

Mots clé : glioblastome ; p53, IDH1 ; survie ; pronostic



Abstract

Glioblastomas are highly malignant infiltrative glial tumors, grade IV according to the WHO
2016 classification [27]. They are primitive, or come from the malignant transformation of a
pre-existing low-grade astrocytome [40].

Glioblastoma remain the major problem of neuro-encology , by their frequency ( 1/3 of the
operative activity , their seriousness and the treatment difficulties they pose

The aim of our study is to demonstrate the role of p53 and HDI in the assessment of
prognosis, median survival and follow-up of patients with glioblastoma.

We have collected 26 cases of GBM in the anatomy-pathology laboratory of the Mustapha
Bacha University Hospital (Algiers), treated with histological techniques (HE), only 10 cases in
2017 were treated by immunohistochemical techniques.

Our study shows that the median age is 53 years with a clear male predominance (58%).

EB showed us the characteristic appearance of GBM (cell atypia, necrosis, endothelial-
capillary proliferation, abnormal mitosis) and by IHC the expression of the mutated p53
(70%) was resensitized with intense marking , and positivity for the mutated IDH1 in (70%)

We found that the relation between the IDH1 mutation and the survival and prognosis of
glioblastomas (mean survival=19 months)

Keywords: glioblastoma; p53, IDH1; survival; prognosis
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Introduction

Les tumeurs cérébrales, définies sur les criteres de 'OMS, ne comptent que pour 2% des
cancers. Si ce ne sont pas les plus fréquentes, certains types n'en sont pas moins agressifs et
mortels. C'est plus particulierement le cas du glioblastome qui représente environ 50 % des
tumeurs cérébrales, est la plus maligne du systeme nerveux central. La médiane de survie
des patients atteints d'un glioblastome est inférieure a un an [10].

Dans 90% des cas les glioblastomes sont de novo (primaire). Les glioblastomes secondaires
représentent 10% des glioblastomes et se développent a partir d'un astrocytome de bas
grade [40].

Différentes mutations sont récurrentes dans les glioblastomes dont la mutation IDH qui est
présente beaucoup plus dans les glioblastomes secondaires, et est significativement
associées a une augmentation de la survie globale [19]

Les glioblastomes demeurent le probléme majeur de la neuro-oncologie, par leur fréquence

(1/3 de I'activité opératoire), leur gravité et les difficultés de traitement qu’ils posent.

Le diagnostic anatomopathologique est un élément clé dans la prise en charge des
glioblastomes de l'adulte. Il repose sur I'analyse d’un fragment représentatif. Dans ce
contexte, la confrontation entre les aspects histopatologique et I'imagerie est primordial

dans la prise en charge thérapeutique.

Dans notre travail on va essayer de faire ressortir les principaux facteurs impliqués dans le

pronostic et le suivi des patients porteurs de GBM.

Comme marqueurs moléculaires on a utilisé I'IDH1 et la P53 car ils représentent un intérét

diagnostique, pronostique voir méme prédictif de la réponse thérapeutique.

L'intérét de cette étude consiste a : mettre en évidence le role de I'IDH1 dans I'évaluation
du pronostic, de la moyenne de la survie et dans le suivi des patients porteurs de

glioblastome et évaluer I'impacte du P53 sur le pronostic.
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I-Généralités sur le tissu nerveux

Le tissu nerveux représente I'élément de base du systéeme nerveux central et du systéme

nerveux périphérique.

1.1.1-Structure du systéme nerveux :

Sur le plan anatomique, le SN est formé de deux ensembles distincts, le systeme nerveux

central et le systeme nerveux périphériques. [55]

a. Systéme nerveux central (névraxe) :

Il est formé de milliards de neurones (cellules nerveuses) relié entre eux et d’un tissu de
soutien interstitiel (névroglie).il comporte I'’encéphale (cerveau ; cervelet ; tronc cérébral),
logé dans une boite cranienne rigide, et la moelle épiniere, logée dans la colonne vertébrale.

[55]

b. Systéme nerveux périphérique :
Il représente un prolongement du SNC, le SNP comprend I'ensemble des nerfs et de leurs

renflements (ganglions nerveux).

Les nerfs, rattachés par une extrémité au SNC, se ramifient a 'autre extrémité en une
multitude de fines branches innervant I'ensemble du corps .1l existe des nerfs craniens et des

nerfs rachidiens [55]
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Figure.l : systéme nerveux central (SNC) et systéme nerveux périphérique (SNP)

Figure.2 : les cellules du systéme nerveux
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I.2- Présentation des cellules gliales

Deux grands types cellulaires cohabitent au sein du systeme nerveux central : les neurones,
qui représentent 10% du ce capital, et 90% des cellules gliales.

Les neurones transmettent des informations sous forme de signaux électriques ou
chimiques vers les cellules cibles : d’autres neurones, des cellules endocrines,
neuroendocrines ou musculaires.

Les cellules gliales jouent un réle de nutrition, de protection et de soutien auprés des
neurones et sont classées en quatre types histologiques : les cellules épendymaires, les

astrocytes, les oligodendrocytes et les cellules microgliales.

+ Les oligodendrocytes forment la gaine de myéline protectrice et nutritive pour les
neurones du SNC.

#+ Les cellules épendymaires forment la paroi des ventricules cérébraux et sécrétent le
LCR (liguide céphalo rachidien).

+ Les cellules microgliales sont considérées comme des cellules phagocytaires, et sont
sollicitées dans les zones de mort neuronale, elles représentent aussi le lieu de
macrophages en cas d’inflammation.

+ Les astrocytes sont des cellules de forme étoilée. Ils ont un réle nutritif et
permettent le maintien de I'homéostasie du milieu extracellulaire (contréle de

I’environnement chimique nécessaire a la propagation du potentiel d’action).

lls ont une fonction trés importante au niveau des synapses qu’ils isolent de la matrice
extracellulaire et dont ils régulent la libération des neurotransmetteurs (capture et
dégradation). De plus, ils participent a I'établissement de la barriére hémato-encéphalique
et servent ainsi de relais entre la circulation sanguine et les neurones. (fig2)
Il- Les glioblastomes :
11.1-Définition des glioblastomes
Le glioblastome est la tumeur la plus agressive du systéme nerveux central. Elle correspond
au grade IV de la classification OMS. L'incidence de ce type de tumeurs est de 5 cas pour 100

000 habitants par an en France [2], ce qui correspond a 38 % des tumeurs du systeme
nerveux, soit 65 % des gliomes. Le pronostic est en général trés mauvais avec un taux de
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survie de 14-15 mois apres le diagnostic [16]. Ces tumeurs sont trés complexes de par leur
hétérogénéité, composés d’éléments astrocytaires peu différenciés, souvent pléomorphes,
présentant d’importantes atypies cytonucléaires, ainsi qu’une activité mitotique marquée.
Une prolifération endothéliocapillaire floride et/ou des foyers de nécrose (typiquement
pseudo-palissadique) sont les éléments essentiels au diagnostic de ces tumeurs. [10,11,
26,51]

11.1.2-Glioblastome primaire vs glioblastome secondaire

Deux voies d'apparition du glioblastome ont été identifiées. Les glioblastomes primaires ou
de novo sont a distinguer des glioblastiomes secondaires. Les premiers se développent
rapidement et sont trés malins. Les seconds dérivent de gliomes de plus bas grade, leur
processus de développement est donc plus lent.

Les glioblastomes primaires sont les plus courants, soit plus de 90 % des glioblastomes

[8,46]. lls sont plus fréquents chez les personnes agées et voient donc leur incidence
augmenter fortement apres 60 ans [2].

Les glioblastomes secondaires ont des caractéristiques semblables aux glioblastomes
primaires. |l est néanmoins possible de les différencier par leur signature histologique. lls
dérivent de tumeurs de plus bas grade, comme les astrocytomes. Des mutations successives
affectant les cellules tumorales augmentent ainsi progressivement leur malignité. lls
comptent donc pour moins de 10 % des gliomes et sont plus fréquent chez des sujets plus

jeunes, avec un age moyen de 45 ans [10,16].

11.2- Epidémiologie des glioblastomes :

Les tumeurs gliales malignes, définies sur les criteres de I'OMS, représentent 2% de
I'ensemble des cancers. Leur morbidité et leur mortalité font qu’elles posent un réel
probleme de santé publique. Les études épidémiologiques sont nombreuses mais difficiles a

analyser : absence ou quasi absence de registres nationaux ou régionaux.

En fait, la plupart des travaux traitant d’épidémiologie se basent sur le Central Brain Tumor
Registry of the United States (CBTRUS), le Surveillance, Epidemiology and End Results
(SEER) ou les statistiques de la Mayo Clinic.

Les tumeurs cérébrales primitives ont une incidence de 8-10/100 000/an. [8]
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Dans notre pays, on ne peut pas déterminer I'incidence des glioblastomes vu I'absence de
registre national.

I1.3- Les facteurs du risque
a. Les facteurs intrinséques

Les seuls facteurs de risque intrinséque reconnus sont certains syndromes de
prédisposition génétique. Il est estimé que 1%des GBM seraient liés a des maladies
génétiques. Quatre de ces maladies sont connues pour étre associées aux GBM : syndrome
de Li Fraumeni (mutation sur le géne de la p53), syndrome de Turcot, neurofibromatose

NF1, syndrome de Gardner. [1,8,16]

Par ailleurs, certains familles sont concernées par plusieurs cas de gliomes sans au qu’aucun
des syndromes génétiques précédemment cités n’existent.ces formes familiales

représenteraient 5% des gliomes.[29]
b. Facteurs de risque extrinseques

Le seul facteur environnemental prouvé est I'exposition a de hautes doses de radiations
ionisantes. De nombreuses études ont ainsi montré une augmentation du risque de gliomes
(tout type histologique confondu) chez les enfants qui avaient regu une irradiation cérébrale

prophylactique dans la cadre d’une leucémie aigue lymphoblastique.[37]

llI-Diagnostic :

Le diagnostic d’un glioblastome se déroule en plusieurs étapes :

< Examen neurologique et clinique complet
L’examen neurologique permet d’évaluer le fonctionnement du systeme nerveux grace a
différents tests (examen musculaire et des reflexes, test de mémoire et de compréhension,

test visuel et auditif

< Examen d’imagerie : elle permet d’obtenir une image précise du cerveau. La tumeur
peut alors étre finement localisée et mesurée. Pour cela, on réalise un scanner et une IRM

cérébral.
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< Examen anatomopathologique : Cet examen de laboratoire est réalisé directement sur
un échantillon de tumeur prélevé suite a une biopsie ou a une exérése complete de la
tumeur.

Cet examen est I’'examen de certitude pou affirmé le diagnostic.

IV-Classification des glioblastomes

La premiere classification date de 1979 et s’inspire des travaux de Bailey et Cushing (Bailey
and Cushing, 1926) et de ceux de Kernohan (Kernohan and Mabon, 1949). Elle a été modifiée
en 1993 par Kleihues et al, en 2000 par Kleihues and Cavenee, puis en 2007 par Louis et al
qui ont inclus de nouvelles entités histologiques, des données de la biologie moléculaire et
de la cytogénétique, et la derniere en 2016 qui intégre les nouvelles données de biologie

moléculaire.
-D’apreés la classification de 'OMS 2016 [27] les glioblastomes sont divisés en :

++ glioblastome, IDH-wild type (environ 90 % des cas), qui correspond plus souvent a la
définition clinique primaire ou de novo glioblastome et prédomine chez les patients
de plus de 55 ans.

+ glioblastome, IDH-mutant (environ 10 % des cas), ce qui correspond étroitement a
glioblastome secondaire ayant des antécédents de préalable gliome diffus de bas

grade et préférentiellement surgit chez les jeunes patients.

<+ glioblastome, NOS, un diagnostic qui est réservé pour ces tumeurs pour les quelles
une évaluation IDH compléte ne peut étre effectuée. (le teste génétique n est pas fait

ou incertain)
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Tumeurs astrocytaires diffuses

Astrocytome diffusé, IDH mutant
Astrocytome gemistocytaire, IDH mutant
Astrocytome fibrillaire
Astrocytome protoplasmique

Astrocytome diffusé, IDH wild-type
Astrocytome diffusé, NOS

Astrocytome anaplastique,, IDH mutant
Astrocytome anaplastique, IDH wild-type
Astrocytome anaplastique, NOS

Glioblastome, IDH wild-type
Glioblastome a cellules géantes
Gliosarcoma
Glioblastome épithélioide

Glioblastome , IDH mutant

Glioblastome, NOS

Glioblastoma cerebri

Figure3 : classification des gliomes selon I’'OMS 2016. [27]

Les noms des entités en bleu ont été enlevés de la classification WHO 2016. Les entités
listées en rouge sont nouvelles dans la classification OMS 2016, la plupart étant définies en
fonction d'une combinaison de caractéristiques histologiques et de modifications

moléculaires

L'abréviation NOS (non spécifié autrement) est ajouté au nom de certaines entités déja
existantes et indique que la classification moléculaire supplémentaire est manquant .Dans le
cas de «gliomatosis cerebri», on considére maintenant que ce n'est qu'un modéle clinique /
radiographique d'infiltration étendue, plutét qu'une entité distincte; Ce modeéle peut étre

rencontré dans I'un des diagnostics de gliomes diffus intégrés nouvellement définis.
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IV.1-Les glioblastomes, IDH-wildtype et leurs variants:

e Gliosarcome:

Figure.4 : Aspect microscopique d’un Gliosarcome

Le Gliosarcome est une variante du glioblastome, caractérisée par une prolifération
biphasique du systeme nerveux central associant un contingent glial de type glioblastome et
un contingent sarcomateux. Selon I'organisation mondiale de la santé (OMS), cette tumeur
représente 2 % des glioblastomes, et est classée de grade IV. Ce sont des tumeurs rares,
représentant 0,8 a 8% de I'ensemble des glioblastomes. L'age moyen de survenue de cette
tumeur varie de 40 a 60 ans, avec une légére prédominance masculine (sex-ratio est de 1,8).

[21.51]

o Glioblastome a cellules géantes :

Le glioblastome a cellules géantes (GCG) est une variante du glioblastome multiforme (GBM)
caractérisé par la présence et prédominance de cellules géantes multinuclées a cytoplasme

éosinophile en son sein.

Le GCG est une tumeur rare affectant le sujet jeune et d’’evolution plus lente que le

GBM.[25,28]

10
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Figure.5 : Aspect microscopique d’un glioblastome a cellule géante. (A) Hématéine-éosine
(HE) x10 : prolifération cellulaire a cytoplasme éosinophile avec cellules monstrueuses et

multinuclées. (B)HEx40 : cellules géantes multinuclées.
o Glioblastomes épithélioides:

Glioblastomes épithélioides sont une des plus rares variantes histologiques des
glioblastomes. lls disposent de grandes cellules épithélioides avec cytoplasme éosinophile
abondant, chromatine vésiculaire et des nucléoles proéminents (souvent ressemblant a des
cellules du mélanome) et variablement présentent des cellules rhomboides. lls ont une
prédilection pour les enfants et les jeunes adultes, habituellement présents comme des
masses cérébrales ou diencéphale superficiels et le port souvent une mutation de BRAF

V600E (qui peut étre détecté immunohistochimique) [23.]

11
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Figure.6 : immunomarquage spécifique du mutation BRAF V600E montre réactivité dans la

composante épithélioides glioblastome. Grossissement original : x 400.

V- La gliomagenese des glioblastomes

La gliomagenése et la transformation maligne des gliomes résultent d’'une accumulation
séquentielle d’altérations génétiques. Les changements génétiques retrouvés dans les
gliomes peuvent étre des amplifications et/ou surexpressions d’oncogénes, des pertes
d’expression de genes suppresseurs de tumeurs et de genes impliqués dans la réparation de
I’ADN (via des mutations, des pertes d’hétérozygotie ou des mécanismes épigénétiques
comme |'hyperméthylation de promoteur). Ces changements génétiques se traduisent
progressivement par une prolifération incontrolée, une perte de contréle de la régulation du
cycle cellulaire, une diminution de I'apoptose en réponse aux dommages a I'’ADN, une
augmentation de l'instabilité génétique et une dérégulation des voies de signalisation aux
facteurs de croissance [15].

Un des premiers succes de la biologie moléculaire dans le domaine des tumeurs gliales a été
I'identification des caractéres génétiques propres a deux types tumoraux que sont les
glioblastomes primaires, ou « de novo » (GBM I) et les glioblastomes secondaires (GBM II).
Les altérations génétiques qui accompagnent I'apparition de ces deux types de tumeurs sont
différentes. Fig7 [39]

Quelques unes de ces altérations génétiques sont présentées dans cette partie. Le descriptif

se limite a celles qui font partie en notre travail.

12
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Figure 7: Représentation schématique des différentes altérations génétiques des
glioblastomes.

IDH, Isocitrate déshydrogénase ; LOH, Perte d’hétérozygotie ; EGFR, Epidermal growth factor
receptor ; PTEN, Phosphatase and TENsin homolog ; Rb, Rétinoblastome ; NF1,
Neurofibromatose de type 1; CDKN2 Cyclin dependent kinase 2 ; MDM, Murine double
minute ; PDGFRA, Platelet-derived growth factor receptor alpha.

V.1-Mutation du géne P53

D'une fagon générale, lorsque I'ADN d'un chromosome est muté, la cellule enclenche une
réponse qui a pour but de réparer cette lésion.

La protéine P53 est impliquée dans ce mécanisme d'auto-réparation. Le gene TP53 code
pour cette protéine. En cas de mutation dudit gene TP53, la protéine P53 n'est plus
correctement synthétisée et la fonction correctrice est affectée. Aussi, en cas de nouvelle
Iésion de I'ADN, la cellule ne sera pas capable de réparer cette erreur. De nouveaux clones
malins peuvent ainsi apparaitre et se multiplier.

La mutation du gene TP53 a lieu dans un grand nombre de cellules cancéreuses.

Elle est retrouvée dans 24 a 40 % des glioblastomes [12], principalement dans les
glioblastomes secondaires (soient 50 a 65 % [12]).

L'activité de la protéine P53 peut également étre altérée par d'autres voies. Son inactivation

semble associée a une grande radiorésistance des cellules du glioblastomes.

13
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V.2-Mutation des génes IDH1

Les isocitrates déshydrogénases sont des enzymes impliquées dans le cycle de Krebs. Un

groupe de trois iso-enzymes ayant les mémes activités cellulaires mais des localisations et

des origines génétiques distinctes. Elles sont appelées IDH1, IDH2 et IDH3, L'isoforme IDH1

est cytosolique alors que les formes IDH2 et 3 sont mitochondriales. [40.53]

L'IDH1 et I'IDH2 catalysent la conversion de l'isocitrate en alpha cétoglutarate (a -KG) ; cette
réaction est réversible et couplée au nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit

(NADPH) . (fig 8) [25.40]

Le NADPH et I'aCG sont des éléments clés dans les processus de détoxification cellulaire et
de protection contre les dommages du stress oxydatif.

L'a-KG possede aussi une fonction d'antioxydant via |'activation de prolyl hydroxylases qui
elles-mémes inactivent la sous-unité HIF-1 alpha.
Une déplétion en a-KG peut entrainer donc une augmentation du taux d'HIF-1 alpha et de
ses genes cibles [30].

En cas d’hypoxie, le facteur 1aHIF (hypoxia-inducible factor 1a), qui blogue la production de
pyruvate (issu de la glycolyse), est augmenté.

Ceci interrompt la syntheése d’énergie par glycolyse, qui est remplacée par la glutaminolyse.
La glutamine est transformée en glutamate puis en aCG.

| Gluicose | |Acet':.-l-En-ﬂL|—'- Fatty acids
l |

Lactate |-+-P| P],-ru'uatel [ Citrate Hllsucitratel

— NADP
I#, #IDH1 or
Aeetyl-Crby| D2
AR TCA h NADPH NALPE

\_/ ~ N/ . g
| Glustamine nrgllﬁéﬁé] 4—‘] @;:ﬁ;iﬁ

Figure.8 : mutations IDH1 et IDH2 provoquent un gain de la fonction d’une oncométabolites.

[4]
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L'implication des mutations IDH1 R132 dans le cancer a été découverte dans les

glioblastomes (Echelle de I'OMS) en 2008 [35 47]

Les mutations IDH1 sont généralement portées par le résidu arginine 132 (R132), qui peut
étre substitué en histidine (H), sérine (S), cystéine (C), glycine (G) ou leucine (L), la mutation

la plus fréquente étant la substitution R132H (fig 9) [20]

IDH1

Homodimer
Crtosolic . ;
NADP--dependent LU ) G133

Figure.9 : Résumé des mutations les plus fréquentes du géne de I'IDH1. [20]

4+ Conséquence de la mutation de I'IDH1

Les mutations IDH1 modifient I'activité enzymatique normale en réduisant la synthese de |'a-

KG et du NADPH, ce qui rend la cellule plus sensible au stress oxydatif.

L'IDH muté a également un gain de fonction qui conduit a I'a-cétoglutarate D-2-
hydroxyglutarate réduit (2-HG). Cette nouvelle activité enzymatique conduit a la
consommation d'a-KG et de NADPH, ce qui nuit davantage a la protection contre le stress

oxydatif.

Le 2HG produit en exces est considéré comme un oncométabolite car il induit des
changements épigénétique qui conduisent a une régulation aberrante de I'expression des
geénes. Il entre en compétition avec I’ a-KG, du fait de leur ressemblance moléculaire,

modifiant I'activité des dioxygénases dépendantes d’a-KG .

Ce composé induit également des niveaux accrus de HIF-1a (facteur 1-1 inducible a

I'hypoxie), un facteur de transcription qui favorise I'angiogenése en augmentant |'expression

15



Chapitre | étude bibliographique

du facteur de croissance endothélial vasculaire. Le 2-HG attient des niveaux élevés dans les

cellules tumorales et mataient la progression de la tumeur [6.13]

-Un certain nombre de mécanismes potentiels ont été proposés pour expliguer comment Le

R-2-HG produit par I'enzyme mutante IDH1 favorise la formation de la tumeur. (Fig 10) [25]
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FIGURE.10 : Mécanismes potentiels impliqués dans la formation de tumeur induite par la

mutation IDH1

V.3-Les principales voies de signalisations observées dans les glioblastomes :
V. 3.1 - Voie EGFR/RAS/NF1/PTEN/PI3K

Les récepteurs des facteurs de croissance a activité tyrosine kinase (EGFR, PDGFR) sont
activés suite a la fixation de leurs ligands (EGF, TGF-, PDGF) permettant le recrutement de la

PI3K a la membrane cellulaire ou encore I'activation de RAS. PI3K est composée d’une

16
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sous-unité catalytique (codée par le géne PIK3CA) et d’une sous-unité régulatrice (codée

par PIK3RI).

PI3K permet la phosphorylation de la phosphatidil-inositol-4-5 biphosphonate (PIP2) en

PIP3 avec pour conséquence l'activation AKT puis des seconds messages comme mTOR,.

Cette cascade d’événements conduit a la prolifération cellulaire et a l'inhibition de

I’apoptose.

V.3.2-Voie TP53/MDM2/MDM4/p14

Le gene TP53 code pour une protéine qui joue un role clé dans le contrdle du cycle cellulaire
en induisant la transcription du géne P21 susceptible de bloquer le passage de la phase G1 a
la phase S. P53 peut également induire I'apoptose si les systémes de réparation de I’ADN

sont dépassés.

L'expression de la protéine P53 est controlée par MDM2 qui peut stimuler sa dégradation.

Inversement P53 peut induire la transcription de MDM2.

Enfin p14ARF, un des produits du locus CDKN2A peut inhiber la dégradation de P53 Mdm2-

dépendante et favoriser également la dégradation de Mdm?2.

Ainsi une altération de la fonction de P53 peut résulter soit de mutations de TP53 ou

d’altérations de MDM2, MDM4, ou p14ARF.

Les mutations de TP53 sont plus fréquentes dans les GBM secondaires et affectent
principalement les codons 248 et 273 alors qu’elles sont distribuées de fagon plus aléatoire

dans les GBM primaires [10]

V.3.3-Voie p16INK4A /CDK4/RB1

Cette voie joue également un role clé dans le contréle du cycle cellulaire et tout
spécialement la progression G1/S. Le complexe CDK4-6/cycline D phosphoryle RB1, libérant
le facteur de transcription E2F susceptible d’induire la transcription de genes impliqués dans

la transition G1/S
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Par ailleurs p16INK4a, I'autre produit du locus CDKN2A ou encore p15INK4B, produit du
locus CDKN2B peuvent inhiber le complexe CDK4-6/cycline D, I'empéchant ainsi de

phosphoryler RB1.

Des altérations de la voie p16INK4a/CDK4/RB1 ont été rapportées dans 78 % des GBM.
Enfin une amplification de CDK4, cycline D2 (CCND2) ou de CDK6 sont rapportées dans

respectivement 18, 2 et 1%. [10]

L'action de Rb sur le cycle cellulaire résulte en grande partie de sa capacité, lorsqu’il est

déphosphorylé, a séquestrer le facteur de transcription E2F. [47]

EGF POGF HGF VEGF TGP

| Tl Syrcln Prosgewssian | gpopionis

Figure 11 : Représentation schématique des principales voies de signalisation impliquées
dans la pathogenése des Glioblastome. [9]

Les différentes altérations génétiques et moléculaires présentes dans GBM citée
précédemment, conduisent a la modification des voies de signalisation majeures qui
aboutit a la croissance cellulaires et a la progression des tumeurs cérébrale (les GBM
primaire sont en garis foncées et les GBM secondaires sont en gris claire)
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VI- Les facteurs pronostiques :
VI.1-Les facteurs cliniques
VI.1.1-l’age:

Il est considéré comme le facteur pronostique le plus fréquemment cité dans la plupart des
études. [3.51.12] Mais il semble bien que I'dge soit corrélé de maniere linéaire au pronostic,

qui est de plus en plus mauvais au fur et a mesure que |’'age augmente (37).
VI.1.2-Etat clinique et cognitif
Tous les auteurs s’accordent pour considérer que I'existence d’un déficit neurologique est un

facteur péjoratif.

Le score fonctionnel de Karnofsky (KPS) est reconnu comme étant un facteur pronostique

de fagon unanime, un score supérieur a 70 ou 80, est corrélé a une survie plus longue.

VI.2-Les facteurs histologiques

Le glioblastome a cellules géantes (GCG) est une variante du glioblastome multiforme (GBM)
caractérise par la présence et prédominance de cellules géantes multinuclées a cytoplasme
éosinophile en son sein.

Le sous-type des GCG (environ 5 % des GBM) semble survenir plutét de novo, chez des

patients plus jeunes, semble moins invasif et comporte une fréquence plus élevée de

mutations de p53 [17].

Leur pronostic semble meilleur que celui des autres GBM, probablement du fait d’'une

proportion plus élevée de patients long survivants [12]

Les gliosarcomes représentent environ 2 % des GBM, ont une localisation préférentiellement

temporale, sont plus souvent a I'origine de métastases extracraniennes [12]

VI. 3-Les facteurs biologiques :
De nombreux marqueurs biologiques ont été proposés comme ayant une valeur prédictive

de la survie globale ou de la réponse aux traitements complémentaires. [12]
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Certains de ces marqueurs (comme p53, EGFR, IDH1. . .) permettent d’identifier des sous-
groupes de GBM appartenant a des voies oncogéniques différentes ayant des pronostics
différents ; d’autres, comme MGMT, sont prédictifs de I'efficacité de la chimiothérapie

adjuvante. [10]

VI.3.1-La protéine P53
Les mutations de TP53 ou I’accumulation de la protéine sont présentes dans 24- 40% des
cas [48 ,50].

- la perte de fonction P53 est associée a une plus grande radio et chimiorésistance mais ne
constitue pas un facteur pronostique pertinent [19].

VI1.2.2- IDH1
Les altérations de I'IDH1 sont présentes dans le GBM secondaire (90%), mais elles sont
rarement observées dans le GBM primaire.. [25]

Cette différence permettait de discriminer entre ces deux types de tumeurs.

lIs concernent des sujets plus jeunes (45 ans), se caractérisent par une histoire clinique plus

longue et sont de meilleur pronostic. [14]

la présence de mutations d’'IDH1 est un facteur important de bon pronostic, la survie
médiane des glioblastomes avec mutations étant de 27 a 31 mois alors que celle des
glioblastomes sans mutations est de 11.3 a 15 mois. la présence de mutations IDH1 permet

d‘identifier un sous groupe de glioblastomes secondaires de meilleur pronostic. [7]
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VII- Le traitement des glioblastomes :

La prise en charge des glioblastomes représente un challenge thérapeutique, nécessitant
une approche multidisciplinaire faisant intervenir la neurochirurgie, I'anatomopathologie, la

radiothérapie et la chimiothérapie.

L’avenir, est a l'immunothérapie et la thérapie génique (le géne P53 représente le candidat

idéal pour la thérapie génique) dans l'arsenal thérapeutique des tumeurs cérébrales. [32]
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MATERIEL ET METHODES

Méthodologie :

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire d’anatomo-pathologie du C.H.U.
Mustapha Bacha a Alger entre mars 2017 et aout 2017, et elle se divise entre deux parties
une étude rétrospective et une étude transversale.

» La partie rétrospective est une étude épidémiologique sur des dossiers de malades
traités au niveau du service neurochirurgie

» La partie transversale est une étude morphologique et une étude
immunohistochimique des marqueurs p53 muté et de I'IDH1muté (qui était effectué
pour 10 cas).

I. Etude rétrospective :
Apres consultation des dossiers de malades atteints de tumeurs cérébrales durant les
années 2014 et 2017, nous avons sélectionné ceux de patients atteints de glioblastomes en
vue de notre étude et nous avons recensé au total 26 dossiers.
Les paramétres relevés des dossiers étaient :

- Le numéro de dossiers,

- Les nom et prénom,

- Lesexe,

- L'age,

- Les ssignes cliniques, la localisation,

- L’histologie,

- Survie

Les parametres analysés étaient : le sexe, I’age, localisation, signes cliniques.

Il. Etude transversale
II.1 Patients : Des critéres de sélection ont été établis pour le recrutement des cas index :
- Critéres d’inclusion :
Ont été inclus dans I'étude les sujets adultes des deux sexes atteints de glioblastomes,
prouvé par une étude anatomo-pathologique.
- Criteres d’exclusion :
Ont été exclus de I’étude tous les patients présentant tout autre cancer cérébral.

I1.2 étude morphologique

Coloration histologique topographique qui permet de visualiser la morphologie des cellules
(noyau et cytoplasme) afin de déterminer leur répartition, architecture et structure.

24



Chapitre II matériels et méthodes

Les tissus ainsi prélevés vont subir différents traitements avant de pouvoir étre analysé au
microscope :

. Fixation :

A pour but la conservation des structures et le durcissement des pieces, elle doit se faire
immédiatement apres le prélevement, par immersion du matériel dans un volume suffisant
de liquide fixateurs dont les plus utilisés sont le formol a 4% ou le liquide de Bouin (mélange
de formol et d’acide picrique). La durée de la fixation varie selon le volume des
prélevements (de quelques heures pour un petit fragment biopsique a plusieurs semaines
pour un cerveau humain entier)

o L’inclusion :

A pour but de permettre la réalisation de coupes réguliéres. Le milieu d’incubation le plus
utilisé est la paraffine ; comme la paraffine est hydrophobe, le prélevement doit d’abord
subir une déshydratation (par immersion dans des bains d’alcool de degré croissant puis
dans des bains de toluene) avant d’étre mis dans un moule contenant de la paraffine liquide
fondue par chauffage, qui infiltre alors toute la piece. Aprés refroidissement, on se trouve en
présence d’un bloc de paraffine dur, a I'intérieur duquel la piéce prélevée est incluse.

o Les coupes :

Les blocs de paraffine ainsi obtenus sont coupés au microtome sous forme de rubande 2 a5
um d’épaisseur et recueillis sur des lames de verre.

. La coloration :

Réalisées sur lames, accentuent les contrastes pour mieux reconnaitre les différents
éléments de la préparation. Les colorants étant en solution aqueuse, les coupes doivent
d’abord subir une réhydratation (effectuée apres déparaffinage des coupes par chaleur et
bain de toluéne) en immergeant les lames dans des bains d’alcool décroissant puis dans
I'eau distillée.

La coloration de routine utilisée est I’hématéine-éosine (H.E) ainsi I’'hématéine colore le
noyau en violet et I’éosine le cytoplasme en rose. Certaines équipes utilisent la coloration
(H.E.S) par ajout de safran qui colore en jaune les fibres de collagene.

o Le montage :

Apres avoir subi une déshydratation (par bain d’alcool de degré croissant puis bain de
toluéne), les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle a 'aide de I'eukitt .On
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dispose alors d’une préparation préte a étre observée au Microscope optique ,le résultat
final doit refléter au plus juste I’état natif du prélevement .

I1.2- Etude immunohistochimie :

» Objective : elle permet la révélation de protéines spécifique et leur expression
cellulaire dans une coupe de tissu préalablement fixée et incluse en paraffine. Nous
utilisons une technique d’immunohistochimie indirecte permettant une amplification
de I’intensité du signal obtenu apres le marquage d’une réaction antigéne-anticorps

» Mode opératoire : Il comporte plusieurs étapes :

e Déparaffinage et réhydratation
Les coupes sont placées dans I’étuve a 60°c pendant 24 heures .pour I’élimination de I'exces
de paraffines. Elles sont par la suit déparaffinées completement dans 2 bains de xyléne
pendant 5 min chacun, puits passée dans 4 bain d’alcool de concentration décroissante
(100°,95°,90°,70°) successivement pour la réhydratation, ensuit rincer dans I’eau distillée.

e Blocage de la peroxydase endogéene
-les échantillons sont entourée par une surface hydrophobe a | aide d’'un DAKO pen a fin
d’évité la dispersion et la perte des réactifs, les coupes sont incubés a I'’eau oxygénée (H202)
a 3 % pendant 5 min, puis rincer a I'’eau distillée.

e Démasquage d’antigéne
-Pour I’'Ag du p53 en effectue un démasquage enzymatique, dans solution de démasquage
citraté Ph=9 les coupes sont mise pendant 40 min. Par la suite rincer a I'’eau distillée
-pour I’Ag d’IDH1 en effectue un démasquage thermique, dans un bain marie on met les
lames dans des boite pendant 40 min a 97°c, ¢ puis refroidis 20 a température ambiante.
Par la suite rincer a I'eau distillée.

e Immunomarquage
Nous avons marqués notre lames par | anti P53 et I'anti IDH1.
On applique sur le tissu I'anticorps primaire dilué (pour la P53 il peut étre dilué entre 1:25 et

1:50, et pour IDH1dilué a 1 :20 ) pendant 40 minutes en chambre humide.
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- on réalise un rincage de 10 minutes dans du tampon PBS-Tween (Phosphate Buffer Saline) :
un tampon phosphate contenant du Na Cl et du Tween (agent mouillant) pour éliminer le
surplus des anticorps.

- Application de I'anticorps secondaire couplé a la peroxydase pendant 30 min , les coupes
sont rincée par le PBS pendant 10 min et incubé avec une solution de DAB

(1 ml pour une goutte de chromogene) pendant 5a 10 min a surveiller jusqu’a | obtention
d’une couleur marron, la réaction est stoppée par un rincage par I’eau distillée.

Contre coloration topographique a I’'hématoxyline de Mayer dont le but de visualiser les
noyaux qui du fait a la présence des acides nucléiques et le colorant de nature basique vont

prendre une couleur bleu foncée.

e Montage des lames

Le montage entre lame et lamelle, permet la conservation des coupes traitées par les

réactifs pour pouvoir réaliser 'observation analytique et photographier les zones d’intérét.
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Résultats

lll.1-analyse des données épidémiologiques

Cette étude porte sur une série de 26 cas de glioblastomes adultes.

lll.1.1-répartitions selon I’age :

L’Age des patients porteurs du glioblastomes varie de 33 a 74 ans.
L’age moyen de nos patients au moment de diagnostic est 54 ans (similaire au séries de la

littérature), et I’age médian de 53 ans.

Cette répartition est présentée dans I’histogramme suivant :

Répartitions des patients selon les tranches d'age

14
12
10

O N & O

30-45 45-60 60-75

H nombre de cas

Figure.12 : répartitions des patients selon I’age.

D’apreés la figure 13, on note un pic chez les patients agés entre 45 et 60 ans.

111.1.2-Répartition selon le sexe :
La répartition de nos patients selon le sexe présente une prédominance masculine

avec un sex-ratio homme/femme est de 1, 36. Le glioblastome est plus fréquent chez les

hommes (n=15 correspond a 58%) que chez les femmes que chez les femmes (n=11

correspond a 42%) (Figure et tableau annexe II).
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Répartitions des cas de glioblastome selon le sexe

femmes
42%

hommes
58%

Figure.13 : répartition des cas de glioblastome selon le sexe

111.2.1-les signes cliniques

m Syndrome d'HIC
B Troubles motrices
m troubles visueles

B troubles convulsifs

Figure.14 : les principaux signes cliniques des GBM.

Les signes cliniques sont dominés par le syndrome d’IHC (42%) et les troubles moteurs (31%)
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111.2.2-localisations cérébrales :

Y
o

Nomhbre de cas
el = ] [0 s]

hemesphere  hemesphere  corps calleux

o

gauche droit

Figure.15 : répartitions des glioblastomes selon la localisation cérébrale.
On note une nette prédominance des GBM au niveau I'hémisphére cérébrale gauche, la

localisation profonde (corps calleux) est rare.

* La prise en charge des patients attient de glioblastome au niveau de L’hémisphére gauche
(hémisphére dominant) présent un risque de déficit remarquable de ce fait le score de
Karnofsky diminue ce qui influence le pronostic.
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I11-2. Etude histologique

L'aspect cytologique traduit

le grand polymorphisme cellulaire qui

caractérise

le

Glioblastome. La préparation cytologique est riche en cellules tumorales avec des noyaux

Volumineux, des mitoses abondantes et anormales. Des cellules a noyaux nu et hyper

chromatique sont présentes.
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Figure.16 : HE coupes histologiques d’un glioblastome avec une prolifération de cellules

gémistocytiques ; Gr:x100(a), x400(b)
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Figure.17 : HE coupe histologique d’un glioblastome
Prolifération néoplasique gliale de densité élevé avec atypie cytonucleaires et mitose
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Figure.18: HE coupe histologique d’un glioblastome avec Nécrose central entouré par des
cellules tumorales réalisant un aspect d’une nécrose palissadique, . ﬂxmo.

Des foyers de nécrose sont visibles. il peut s’agir de larges foyers de nécrose
représentant dans certains cas plus de 80% de la tumeur ou de la nécrose palissadique,
représentée par des foyers de petites tailles limités par une assise multicellulaire de cellules

ovoides d’allure indifférenciées dont certaines sont réduites a des noyaux apoptiques.
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Ces foyers de nécrose palissadique peuvent confluer conduisant a un aspect en

« Carte de Géographie ».

Figure.19 : HE coupe histologique d’un glioblastome Prolifération endothélio-capillaire.
Gr : x10 ;et x400

111.3-étude immunohistochimique :
L’étude immunohistochimique de I'IDH1 et de la p53 a été réalisée sur 10 cas apres lecteur

histopatologique

111.3.1- 'IDH1
Immunomarquage cytoplasmique des cellules tumorales est dominé par une expression

positive a I'IDH1 (70% des cas). (annexe Il tableau lll)
les résultats du |'IDH1 sont considéré comme :

v’ 7 cas positifs

v’ 3 cas négatif
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Expression de I'lDH1

M IDH1+ M IDH1-

Figure.20 : expression de I'IDH1

R
gt

Figure.21 : Négativité des cellules tumorales a IDH1 .Gr: x100 (a), x400(b)
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Figure.22 : positivité cytoplasmique diffuse a I'IDH1 ; Grx1000.

111.3.2- la P53

L'immunomarquage nucléaire des cellules tumorales est présenté par :
v' Expression intense a la p53 pour 7 cas

v Expression faible a la p53 pour 3 cas

P53 intense

I ps3faible

Figure.23 : expression de la p53
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Figure.25 : Positivité nucléaire intense et diffuse de la p53 estimé a 80%. Grx400.
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Figure.26 : p53 positive avec 15% ; Grx100(a), x400(b)

La moyenne de la survie

La moyenne de la survie dans notre série est de 19 mois
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Discussions

Le glioblastome est challenge thérapeutique ou une prise en charge multidisciplinaire

est primordial pour améliorer le pronostic et la survie de cette tumeur.

le pic d’incidence se situe entre 55- 60 ans (Ohgaki et Kleihues, 2005).et concernant (
Baldi et al 2010 francaise ) le pic d’incidence se situe entre 45 et 70 ans et I'dge médian au
moment du diagnostic est d’environ 62 ans , contrairement a notre étude ou le pic
d’incidence est entre 45 et 60 ans (50% des cas) avec un dge médian de 53ans (vue la prise

en charge est concerné que pour les personne qui ne dépasse pas les 75ans ).

L'incidence du GBM est plus élevé chez les hommes par rapport aux femmes (Thakkar

et al., 2014) ce qui s’accorde avec nos résultats.

Notre étude montre des différences considérables dans la distribution du glioblastome,
avec une fréquence plus élevée dans I’hémisphére gauche (La prise en charge des patients
attient de glioblastome au niveau de L’'hémisphéere gauche que dans I'hémisphere droit.
Contrairement aux (Larjavaara, S., et al. 2007.) qui ont trouvés une fréquence plus élevée

dans I’'hémisphere droit que dans I’'hémispheére gauche.

A I'histologie, 'ensemble de nos cas présentent I'aspect assez caractéristique décrit dans la

littérature :

Les glioblastomes sont composés d’éléments astrocytaires peu différenciés, souvent
pléomorphes, présentant d’importantes atypies cytonucléaires, ainsi qu’une activité
mitotique marquée. La présence de plages de nécroses entourées de cellules proliférantes
réalisant un aspect en pseudo-palissades, et d’'une prolifération endothélio-capillaire qui

sont les éléments essentiels au diagnostic de cette tumeur (Kleihues, 2000).

Dans notre étude on n’a pas pu faire la différence entre le glioblastome primaire et

secondaire.

Dans notre série I'expression de la P53 a été retrouvée dans 8 cas 70% (expression plus

de 20 %)). 3 cas 30% (expression inférieur a 5%).

d’apres les résultats de (Montgomery R,.et al.2015) 36 cas ont été analysés ( 31 ont

été positifs pour une p53 muté) ( expression marqué entre 50 %et 100%).
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Dans notre série I'expression de I'IDH1 a été retrouvée dans 7 cas 70contrairement a I'étude
(Mukasa A., et al.2011) ou I'expression d’IDH1 est de 10% (13 cas) sur 125 GBM, et I'étude
de (Pyo J., et al.2016) qui ont fait une analyse de concordance et un examen de précision du
test de diagnostic de l'immunohistochimie d’IDH1 dans le glioblastome, ils ont trouvé un

taux global d’IDH1 par IHC de 10,0% (136 de 1360) a partir d'études admissibles .

Notre étude nous a affermit qu’il existe réellement une corrélation entre la mutation de
I'IDH1 dans le pronostic et la survie des patients porteurs des glioblastomes. (la moyenne de
survie est de 9 mois) ce qui s’accorde avec I'étude glioblastomes. (la moyenne de survie est
de 9 mois) ce qui s’accorde avec I’étude (Polivka, J., et al.2014)(la moyenne de survie est de
9 mois). (Yan, H., et al.2009) qui ont trouvé que la mutation IDH1 est un facteur pronostic
favorable (la moyenne de survie 16 mois) et meme I'étude (Mukasa A., et al.2011) affirment
gue la mutation de I'IDH-1 était significativement associées a une augmentation de la survie

globale.

Les études de mutations TP53 comme marqueur pronostique n'ont pas été définies (Hill

C.,et al.2009) (Simmons ML . ,et al2001).
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Conclusion et perspectives

Au terme du travail effectué, notre principal objectif a été vérifié :

L'impact de la p53 et de [IIDHldans I’évaluation du pronostic et de la survie des

glioblastomes.

Notre étude anatomoclinique et histopatologique sur une série de 26 patients porteurs de

glioblastomes nous a permis d’obtenir les résultats suivantes :

» Une dominance masculine (58%) contre (42%) pour les femmes avec un sex-ratio

M/F est de 1,36.

» Une prédominance chez des patients jeunes avec une moyenne d’age de 54 ans,

et un pic de fréquence entre 45 et 60 ans (50% des cas).

» La clinique est dominée par le syndrome d’HIC (42%) et les troubles moteurs

(31%).

L’étude immunohistochimique basée sur I'utilisation du marquer de I'IDH1 et de
la P53 conclut aux résultats suivants :
e Une dominance de |'expression positive a I'IDH1 avec 70%.
e L’expression intense de la p53 dans 70% des cas.
e On a noté une expression faible de la p53 et une positivité a I'IDH1, cette
association est a prendre en considération dans I'avenir (sous groupe de bon

pronostic), et donc utilité de revoir la stratégie thérapeutique.
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Microtome plaque chauffante

Etuve de type LEICA les différents colorants
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Préparation d’une coupe histologique



Annexes |l Résultats
Annexes |l
Sexe Nombre Pourcentage
Femmes 11 42.30%
Hommes 15 57.7%
Total 26 100%

Tableau ll: répartitions selon le sexe

Lescas | Sexe |Age Expression de la P53 expression de I'lDH1
1 Positivité nucléaire diffuse | Positif
H 53 de plus de 50% des

cellules

2 H 53 positivité nucléaire
marque

3 F 33 Positivité nucléaire
intense et diffuse

4 H 42 Positivité nucléaire dans | Négatif
15% des cellules

5 F 60 Positivité nucléaire faible
inferieur a 5%

6 H 69 Positivité nucléaire de Négatif
plus de 15% des cellules

7 H 67 Positivité nucléaire faible | positif
inferieur a 5%

8 H 52 Marquage dans 2% des Positif
cellules

9 F 52 Positivité nucléaire dans | Négatif

40%

10 F 53 Positivité nucléaire Positif

Tableau 3 : résultats d’immunohistochimie










