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 Lors de la dernière mise à jour du rapport du Central Brain Tumor Registry of the 

United States (CBTRUS) publié en 2015 sur les données 2008-2012 (Ostrom et al., 

2015), les tumeurs cérébrales primitives, bénignes et malignes confondues, avaient 

une incidence de 28.6 par 100 000 habitants par an. Les gliomes, ou tumeurs gliales, 

représentent les tumeurs cérébrales primitives les plus fréquentes. Les gliomes sont 

des pathologies incurables. La survie varie selon le sous-type tumoral, avec des taux 

de survie à 5 ans d’environ 48% pour les astrocytomes diffus, 28% pour les 

astrocytomes anaplasiques, 80% pour les oligodendrogliomes, 52% pour les 

oligodendrogliomes anaplasiques et 5% pour les glioblastomes. Une meilleure 

compréhension des mécanismes de ces tumeurs et de nouvelles pistes 

thérapeutiques sont essentielles afin d’améliorer le pronostic des patients. 

 

 Au démarrage de ce projet, la classification alors utilisée pour les gliomes était la 

classification de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) 2007. Cette classification 

était basée sur les aspects histologiques des gliomes. Cependant, des discordances 

majeures intra et interobservateurs ont été mises en évidence pour le diagnostic 

histologique d’un même sous-type tumoral et notamment pour les gliomes diffus 

infiltrants (van den Bent, 2010). Par ailleurs, pour un même type et un même grade 

tumoral, des variations sont observées en terme de pronostic (van den Bent, 2010). 

En raison de ces limites, de nouvelles approches étaient nécessaires afin de réduire 

ce manque de reproductibilité et d’améliorer l’identification de facteurs pronostiques et 

de facteurs prédictifs de réponse aux traitements. Dans différentes études, il a été 

montré que la classification moléculaire était davantage corrélée au pronostic que la 

classification histologique (Cancer Genome Atlas Research Network 2015 ; Suzuki et 

al., 2015 ; Wiestler et al., 2014 ; Weller et al., 2015). Une nouvelle classification OMS 

intégrant ces marqueurs moléculaires aux données histologiques a finalement été 

établie en 2016 (Louis et al., 2016). Cette classification en sous-groupes plus 

homogènes permet de mieux guider les différentes options thérapeutiques.  

 

 La nouvelle classification OMS 2016 regroupe différentes entités tumorales 

définies à la fois par l’aspect histologique mais également par les anomalies observées 

en biologie moléculaire. Les biomarqueurs requis par la classification OMS 2016 sont 

les suivants : les mutations isocitratedehydrogenase (IDH) 1/2, les codélétions 1p/19q, 

les mutations des histones H3F3A ou HIST1H3B/CK27M (H3-K27M) et les fusions 
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REL-associated protein (RELA) C11 ou f95. D’autres marqueurs peuvent cependant 

avoir un intérêt pour mieux caractériser les tumeurs. Les nouvelles recommandations 

EANO proposent une prise en charge des gliomes pour chacune des nouvelles entités 

définies (Weller et al., 2017, in press). 

 

 Il est donc important de continuer à améliorer les connaissances sur la 

physiophathologie des gliomes et de continuer à améliorer les systèmes de 

classification des gliomes afin de définir au mieux le pronostic et surtout la prise en 

charge thérapeutique. L’approche en protéomique pourrait permettre d’identifier de 

nouvelles cibles thérapeutiques. Des études de protéomique ont déjà été réalisées 

avec des méthodologies différentes sur des lignées cellulaires, des modèles animaux, 

du sang, du liquide céphalo-rachidien ou des échantillons tumoraux. Jusqu’à présent 

principalement deux méthodologies ont été utilisées pour les études de protéomiques 

dans les gliomes : technique de profiling de protéines basée sur des gels et 

protéomique quantitative. Cependant, aucune de ces études n’a utilisé la 

méthodologie d’imagerie par spectrométrie de masse (MSI) couplée à l’analyse en 

microprotéomique. Cette méthode permet d’obtenir des imageries moléculaires des 

différentes classes de biomolécules obtenues à partir d’échantillons tissulaires sans 

utiliser d’anticorps ou de sonde marquée au niveau de différentes régions d’intérêt d’un 

échantillon tumoral (Franck et al., 2009). 

 

Nous nous sommes intéressés dans cette thèse à la comparaison de la 

classification résultant des analyses non-supervisées obtenues d’après les données 

de MSI combinées aux données de clustering non supervisées pour mettre en 

évidence d’éventuels réseaux spécifiques, aux données cliniques et aux annotations 

de l’analyse histopathologique standard. 

 

Le but de la thèse est d’identifier des marqueurs protéiques afin de réaliser une 

classification des gliomes dans le cadre de l’étude GLIOMIC (NCT02473484) et ainsi 

d’évaluer l’intérêt de la spectrométrie de masse couplée à la microprotéomique dans 

les gliomes anaplasiques et glioblastomes par rapport aux données de la classification 

OMS des gliomes.  

 

L’objectif principal initial de l’étude GLIOMIC était d’évaluer la concordance 
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entre la classification OMS 2007 et la classification par spectrométrie de masse des 

gliomes (lipides, peptides, protéines). Suite à la présentation du projet au Comité de 

Suivi de Thèse du 29 septembre 2015, les objectifs de l’étude ont été modifiés. Il a été 

décidé de réaliser les analyses préliminaires sur 10 échantillons de gliomes 

anaplasiques afin de valider la faisabilité de la technique, puis de centrer l’étude sur 

l’analyse des échantillons de glioblastomes. Il paraît en effet plus logique d’isoler cette 

entité. Les glioblastomes sont les tumeurs cérébrales malignes primitives les plus 

fréquentes. Ils représentent un spectre de tumeurs biologiquement distinctes avec des 

différences dans l’âge de début, dans la localisation tumorale et le pronostic (Sturm et 

al., 2012 ; Brennan et al., 2013 ; Ceccarelli et al., 2016 ; Korshunov et al., 2015). Les 

analyses de l’expression de mRNA ont mis en évidence 4 sous-types distincts de 

glioblastomes: proneural, neural, classique et mésenchymateux (Verhaak et al., 2010). 

Cette classification génomique confirme une hétérogénéité au sein de ce groupe 

tumoral mais reste jusqu’à présent peu utilisée en routine clinique. Une nouvelle 

approche en protéomique semble intéressante dans ce groupe de tumeurs. Il est 

décidé lors de ce Comité de Suivi de Thèse de continuer à inclure en prospectif des 

patients présentant un nouveau diagnostic de glioblastome et correspondant aux 

autres critères d’inclusion, puis de compléter cette cohorte par une cohorte de 50 cas 

qui seront ensuite collectés de façon rétrospective après validation du projet par les 

autorités compétentes. La cohorte prospective permet de recueillir des échantillons de 

tumeurs selon des critères de qualité optimale et de sang, la cohorte rétrospective 

permettra d’atteindre plus rapidement les 100 échantillons tumoraux attendus dans 

cette étude. Par ailleurs, la publication d’une nouvelle classification OMS étant prévue 

en 2016, il a également été décidé d’utiliser cette nouvelle classification dans ce travail 

de thèse. 
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I. Les gliomes  

 

1. Epidémiologie des gliomes 

 

 Il existe plus de 100 types distincts de tumeurs cérébrales primitives du système 

nerveux central (Ostrom et al., 2015). Dans le cadre de la base de données du 

CBTRUS, la classification des tumeurs est la classification OMS 2007 bien que 

certains sous-types tumoraux soient toujours décrits selon la classification OMS 2000. 

Lors de la dernière mise à jour du rapport CBTRUS publié en 2015 sur les données 

2008-2012 (Ostrom et al., 2015), les tumeurs cérébrales primitives, bénignes et 

malignes confondues, avaient une incidence de 28.6 par 100 000 habitants par an. 

Les gliomes ou tumeurs gliales, issues du tissu de soutien ou glie, représentent les 

tumeurs cérébrales primitives les plus fréquentes. On dénombre 2500 à 3000 

nouveaux cas recensés par an en France (Viegas et al., 2011 ; Bauchet al., 2007). 

L’incidence annuelle est estimée à 6.6 pour 100 000 aux Etats Unis (Ostrom et al., 

2015). 

 Les gliomes incluent les astrocytomes, les glioblastomes, les 

oligodendrogliomes, les épendymomes, les gliomes mixtes, les gliomes malins, les 

gliomes non spécifiques et quelques rares autres histologies dans la base de données 

du CBTRUS (Ostrom et al., 2015). Les gliomes représentaient 27% de toutes les 

tumeurs confondues et 80% des tumeurs malignes. Les glioblastomes représentaient 

55% des gliomes, et sont ainsi la tumeur cérébrale maligne primitive la plus fréquente 

(Figures 1 et 2). 
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Figure 1 : Distribution des tumeurs malignes primitives du système nerveux central 

par histologie (adapté de Ostrom et al., 2015) 

 

Figure 2 : Distribution des gliomes du système nerveux central par sous-types 

histologiques (adapté de Ostrom et al., 2015) 
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   L’âge médian au moment du diagnostic de tumeur cérébrale varie selon le 

sous-type histologique (Figure 3). L’âge médian au moment du diagnostic de 

glioblastome est de 64 ans. On note une légère prédominance masculine pour la 

plupart des tumeurs cérébrales, en dehors des méningiomes et des tumeurs de la tige 

pituitaire. 

 

 
 Figure 3 : Age médian au moment du diagnostic de tumeur cérébrale (adapté de 

Ostrom et al., 2015, CBTRUS) 

 

 Les facteurs étiologiques sont encore mal connus. Le principal facteur de risque 

de tumeurs cérébrales primitives est représenté par les radiations ionisantes à haute 

énergie (rayons X à fortes doses). Quelques facteurs génétiques ont été identifiés, 

notamment des syndromes génétiques tels que neurofibromatoses de type I (maladie 

de Recklinghausen) et de type II ou le syndrome de Li-Fraumeni ou le syndrome de 

Turcot. Cinq pour-cent des gliomes ont également une histoire familiale en dehors de 

tout syndrome identifié (Hemminki et al., 2009). 
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2. Diagnostic des gliomes 

 

  Les gliomes peuvent parfois évoluer rapidement en quelques semaines ou mois 

rendant ainsi leur dépistage difficile dans la population à grande échelle. Le dépistage 

systématique est donc limité à quelques populations particulières très à risque, telles 

que patients avec neurofibromatose de type I, syndrome de Turcot ou syndrome de Li 

Fraumeni. Il n’existe pas actuellement de recommandation spécifique pour la prise en 

charge des cas familiaux de gliomes.  

 Les gliomes sont généralement révélés par un symptôme clinique. La rapidité 

d’évolution des symptômes reflète la vitesse de croissance tumorale. Les symptômes 

et signes cliniques apparaissent généralement en quelques semaines à mois pour les 

tumeurs d’évolution rapide, alors qu’ils sont d’évolution lente et diagnostiqués 

seulement plusieurs années après l'apparition de la tumeur cérébrale en cas 

d’évolution lente de la tumeur. Les signes cliniques incluent des crises d’épilepsie, des 

déficits focaux dont des troubles cognitifs. 

 L’imagerie par résonance magnétique (IRM) cérébrale, avec des séquences T1 

avant et après injection et des séquences fluid-attenuated inversion recovery (FLAIR), 

est très sensible pour le diagnostic de gliome (Ellingson et al., 2015). Elle permet de 

détecter même de petites tumeurs. L’IRM représente l’examen de référence pour le 

diagnostic des gliomes. Le suivi des gliomes et l’effet des traitements sur la tumeur 

doit être, en l’absence de contre-indication, réalisé par IRM, de préférence sur le même 

appareil ou sur un appareil de même champ magnétique. Le scanner cérébral est 

rarement réalisé à la recherche de calcifications et l’angiographie uniquement à la 

demande du chirurgien en vue de préparer le geste opératoire. De même, la 

tomographie par émission de positons (TEP) peut être réalisée avant la chirurgie afin 

de définir les zones à biopsier de préférence par exemple (Albert et al., 2016).  

 Aucun marqueur sanguin n’a été identifié jusqu’à présent pour permettre une 

détection précoce de la maladie. Les analyses du liquide céphalo-rachidien (LCR) 

n’ont pas de rôle dans le diagnostic de gliomes et peuvent au contraire être contre-

indiquées chez ces patients si un effet de masse est présent. Enfin, les 

électroencéphalogrammes n’ont pas de rôle diagnostic mais peuvent aider au 

diagnostic d’épilepsie, qui peut être un symptôme de la tumeur cérébrale.  
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3. Pronostic des gliomes 

 

 Les gliomes sont des pathologies incurables. Les survies varient selon le sous-

type tumoral (Tableau 1).  

 

Tableau 1 : Taux de survie à 1 an, 2 ans, 5 ans et 10 ans des principaux types 

tumoraux étudiés au laboratoire (d’après les données du CBTRUS) 
 survie à 1 an  

% (95% CI) 

survie à 2 ans  

% (95% CI) 

survie à 5 ans  

% (95% CI) 

survie à 10 ans  

% (95% CI) 

astrocytomes diffus 72% (97.4-98.4) 

 

61.5 (60.3-62.7) 47.9% (46.4-49.3) 37.6% (36.1-39.0) 

astrocytomes 

anaplasiques 

62.1% (60.5-63.6) 44.0% (42.4-45.6) 27.9% (26.4-29.5) 19.8% (18.2-21.4) 

oligodendrogliomes 98.9% (93.0-94.7) 

 

89.5% (88.4-90.6) 79.8% (78.2-81.2) 64.0% (61.9-66.1) 

oligodendrogliomes 

anaplasiques 

81.5% (79.3-83.4) 68.9% (66.3-71.3) 52.5% (49.6-55.4) 38.9% (35.6-42 .2) 

glioblastomes 37.2% (37.6-37.7) 

 

15.2% (14.8-15.7) 5.1% (4 .8-5.4) 2.6% (2.4-2.9) 

 

  

 Le pronostic des glioblastomes reste à l’heure actuelle sévère (Tableaux 1 et 2). 

La médiane de survie était de 15.8 mois après le diagnostic pour les patients traités 

par radiothérapie et témozolomide concomitant et de maintenance dans l’étude 

princeps de Stupp (Stupp et al., 2009). Dans les groupes contrôles des principales 

études suivantes, les médianes de survie variaient de 18 à 20.4 mois depuis le 

diagnostic (Gilbert et al., 2013; Chinot et al., 2014; Gilbert et al., 2014; Stupp et al., 

2015). Une survie plus longue (21.7 mois) était observée en cas d’exérèse complète 

et absence de récidive après radiothérapie temozolomide concomitant (Weller et al., 

2014). A noter également que la survie est plus courte chez les patients âgés de plus 

de 65 ans (Perry et al., 2016). Dans les études de population, les médianes de survie 

sont un peu plus faibles, d’environ 12 mois (Ostrom et al., 2015; Gramatzki et al., 

2016). 
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Tableau 2 : Médianes de survie des glioblastomes dans différents essais cliniques 
 Médiane de survie 

depuis randomisation 
Médiane de survie 
depuis le diagnostic 

% exérèse 
chirurgicale complète 

Stupp et al., 2009 
Groupe chir, RT/TMZ-TMZ 
(n=287) 

14.6 mois 15.8 mois 39% 

Gilbert et al., 2013 (RTOG 0525) 16.6 mois ~ 19.6 mois 56% 

Chinot et al., 2014 (Avaglio) 
groupe contrôle chir, RT/TMZ-
TMZ  
(n=463) 

16.7 mois ~ 18 mois 42% 

Gilbert et al., 2014,  
groupe contrôle chir, RT/TMZ-
TMZ RTOG 0825 
(n=317) 

16.1 mois ~ 19.1 mois 59% 

Weller et al., 2014 (GGN) 
patients avec exérèse complète 
de glioblastome sans récidive 
après RT/TMZ-TMZ) (n=85) 

NA 21.7 mois 100% 

Stupp et al., 2015,  
(n=229) 

16.5 mois ~ 20.4 mois 64% 

Perry et al., 2015 
Patients de plus de 65 ans 
Groupe chir, RT/TMZ-TMZ 

9.3 mois NA NA (<68.3%) 

RT radiothérapie, TMZ temzolomide, GGN German glioma network, RTOG: Radiation 

Therapy Oncology Group 

 

 Dans l’étude princeps de Stupp, on note que 9.8% de patients inclus dans l’étude 

et traités par la combinaison radiothérapie chimiothérapie étaient encore en vie à 5 

ans (Stupp et al., 2009). Selon les données du CBTRUS, qui reflètent davantage la 

population générale, la survie à 5 ans est de 2.6% (Ostrom et al., 2015). D’une façon 

générale, les longues survies, définies par une survie de plus de 5 ans, concernent 

moins de 5% des patients (Dolecek et al., 2012). 

 

 Les facteurs de mauvais pronostiques habituellement reconnus des gliomes sont 

un âge supérieur à 40 ans, une épilepsie difficilement contrôlable, des signes 

déficitaires ou une hypertension intracrânienne, un mauvais état général reflété par un 
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indice de Karnofsky bas, un volume important, un effet de masse, une évolutivité 

volumétrique rapide, une prise de contraste, et une modification de la perfusion. 

L’étendue de la résection chirurgicale est également un élément déterminant majeur 

du pronostic. Au niveau moléculaire, les facteurs de bon pronostic sont la présence 

d’une mutation IDH et d’une codélétion 1p/19q, qui sont maintenant au centre de la 

classification OMS 2016 (Steinbach et al., 2006; Krex et al., 2007; Yan et al., 2009 ; 

Weller et al., 2017). Les facteurs associés à une longue survie des glioblastomes 

restent cependant encore mal connus à l’heure actuelle et font actuellement l’objet 

d’une étude clinique (EORTC 1419). 

 

 

4. Classifications OMS 2007 et OMS 2016 des gliomes 

 

 Ce projet de thèse a débuté sur la base de la classification des gliomes OMS 

2007 alors utilisée. Cette classification était basée sur les aspects histologiques des 

gliomes, le type de gliome étant défini par le phénotype cellulaire le plus représenté 

(astrocytome, oligodendrogliome, oligo-astroctyome, glioblastome), et le grade 

d’anaplasie étant défini par les aspects de différenciation cellulaire, de densité 

cellulaire, de nécrose, de prolifération vasculaire, d’atypies nucléaires, d’activité 

mitotique et d’images apoptotiques. 

 On distinguait alors notamment en autre groupe au sein du groupe des gliomes, 

les astrocytomes pilocytiques (grade I), les astrocytomes diffus (grade II), les 

astrocytomes anaplasiques (grade III), les oligodendrogliomes (grade II), les 

oligodendrogliomes anaplasiques (grade III), les oligo-astrocytomes (grade II), les 

oligo-astrocytomes anaplasiques (grade III) et les glioblastomes (grade IV). Des 

discordances majeures intra et interobservateurs sur la reproductibilité d’un diagnostic 

pour un même sous-type tumoral ont cependant été mises en évidence, notamment 

pour les gliomes diffus infiltrants (van den Bent, 2010). Par ailleurs, pour un même 

type et un même grade tumoral, des variations étaient également observées en termes 

de pronostic (van den Bent, 2010). De nouvelles approches étaient donc nécessaires 

afin de réduire ce manque de reproductibilité et d’améliorer l’identification de facteurs 

pronostiques et de facteurs prédictifs de réponse aux traitements.  

 Des changements majeurs ont été proposés afin d’améliorer la classification des 

tumeurs en sous types distincts de gliomes. Une nouvelle classification intégrant des 
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marqueurs moléculaires aux données histologiques a finalement été établie en 2016 

(Louis et al., 2016).  Les biomarqueurs requis par la classification OMS 2016 sont les 

suivants : mutations IDH1/2, codélétion 1p/19q, les mutations des histones H3F3A ou 

HIST1H3B/CK27M (H3-K27M) et les fusions RELA C11 ou f95. D’autres biomarqueurs 

peuvent également avoir un intérêt, notamment la perte d’expression de l’alpha-

thalassemia/mental retardation X-linked (ATRX), les mutations du promoteur de 

TERT, les fusions KIAA1549-BRAF, les mutations BRAF-V600E, les mutations 

H3FA3-G34 et d’autres altérations associées aux gliomes (Reifenberg et al., 2016). 

Dans cette classification, les gliomes correspondent aux tumeurs astrocytaires et 

oligodendrogliales diffuses, ainsi qu’aux autres tumeurs astrocytaires (astrocytome 

pilocytique, astrocytome subépendymal à cellules géantes, xanthoastrocytome 

pléomorphe, épendymome, épendymome RELA fusion positive, épendymome 

anaplasique) et autres gliomes (gliome angiocentrique, gliome chordoïde du 3è 

ventricule). Les tumeurs diffuses astrocytaires et oligodendrogliales  sont maintenant 

classées en : astrocytome diffus IDH-mutant, IDH-wildtype, not otherwise specifified 

(NOS) ; astrocytome anaplasique IDH-mutant, IDH-wildtype, NOS ; glioblastome IDH-

mutant, IDH-wildtype, NOS ; gliome diffus de la ligne médiane ; oligodendrogliome 

IDH-mutant et codélétés 1p/19q, oligodendrogliome NOS ; oligodendrogliome 

anaplasique IDH-mutant et codélétés 1p/19q et oligodendrogliome anaplasique NOS ; 

oligoastrocytome NOS et oligoastrocytome anaplasique NOS.  

 Les anomalies génétiques, épigénétiques et chromosomiques les plus 

fréquentes dans les astrocytomes et les oligodendrogliomes diffus de l’adulte sont 

présentées dans le tableau ci-dessous (Tableau 3). Dans la nouvelle classification 

OMS 2016, les gliomes oligo-astrocytaires n’ont pas de profil distinct et ce diagnostic 

doit être limité aux rares cas pour lesquels le profil moléculaire ne permet pas de 

conclure ou n’a pas pu être effectué correctement. De même, les gliomatoses 

cérébrales n’ont pas de profil génétique ou épigénétique précis et ne sont plus 

considérées comme des entités de gliomes spécifiques (Sahm et al., 2014 ; Herllinger 

et al., 2014 ; Louis et al., 2016). 
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Tableau 3 : Anomalies génétiques, épigénétiques et chromosomiques fréquentes dans les 

astrocytomes et les oligodendrogliomes diffus de l’adulte (adapté de Reifenberger et al., 2016) 

Entité tumorale Anomalies 
génétiques 

Anomalies 
épigénétiques 

Anomalies 
chromosomiques 

astrocytome diffus, 
IDH-muté 

mutations IDH1 ou 
IDH2, TP53, ATRX  

G-CIMP  
 

trisomie 7 ou gain 7q; 
LOH 17p  
 

astrocytome 
anaplasique IDH-
muté 

mutations IDH1 ou 
IDH2, TP53, ATRX 

G-CIMP  
 

trisomie 7 ou gain 
7q ; LOH 17p  

oligodendrogliome, 
IDH-muté et avec 
codélétion 1p/19q 

mutations IDH1 ou 
IDH2, TERT, CIC, 
FUBP1  

G-CIMP  
 

codélétion 1p/19q 

oligodendrogliome 
anaplasique, IDH-
muté et avec 
codélétion 1p/19q 

mutations IDH1 ou 
IDH2, TERT, CIC, 
FUBP1, TCF12; 
délétion CDKN2A   
 

G-CIMP  
 

codélétion 1p/19q 

glioblastome IDH-
muté 

mutations IDH1 ou 
IDH2, TP53, ATRX; 
délétion homozygote 
CDKN2A  

G-CIMP  
 

trisomie 7 ou 7q gain; 
LOH 17p, délétion 
10q 

glioblastome IDH-non 
muté 

mutationsTERT, 
PTEN, TP53, 
PIK3CA, PIK3R1, 
NF1, H3F3A-G34 
mutation; délétions 
homozygotes 
CDKN2A, PTEN; 
amplifications 
EGFR, PDGFRA, 
MET, CDK4, CDK6, 
MDM2, MDM4; 
réarrangement 
EGFRvIII  

G-CIMP  
 

trisomie 7 ou 7q gain; 
monosomie du 10 ; 
chromosomes 
double minute 

gliome diffus de la 
ligne médiane H3-
K27M-muté 

mutations H3F3A-
K27M ou 
HIST1H3B/C-K27M, 
TP53, PPMD1, 
ACVR1, FGFR1 ; 
amplifications 
PDGFRA, MYC, 
MYCN, CDK4, 
CDK6, CCND1-3, 
ID2, MET  

perte de la 
triméthyalation de 
l’histone-H3-lysine  
 

- 
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 Quatre marqueurs moléculaires sont essentiels au diagnostic et au traitement 

des gliomes: mutation IDH, codélétion 1p/19q, mutation H3-K27M et méthylation du 

promoteur de O6-methylguanine DNA methyltransferase (MGMT). Les trois premiers 

marqueurs pré-cités ont un rôle diagnostic dans la classification OMS 2016, alors que 

le dernier peut aider à guider les décisions thérapeutiques concernant le traitement 

par chimiothérapie notamment (Weller et al., 2013). La détection par 

immunohistochimie de la perte de l’expression nucléaire d’ATRX est également un 

élément important pour le diagnostic d’astrocytome IDH-muté. Les mutations du 

promoteur de TERT sont présentes dans les oligodendrogliomes avec co-délétions 

1p/19q et les glioblastomes, et leur rôle diagnostic est limité. De plus, leur rôle 

pronostic n’est pas clairement déterminé.  

 Une des modifications majeures de la classification OMS 2016 est la distinction 

entre les sous-types de gliomes basée sur le statut de la mutation IDH1/2. La présence 

d’une mutation IDH1/2 définit en effet des tumeurs distinctes sur le plan biologique et 

sur le plan du comportement clinique (Weller et al., 2015). La mutation IDH est une 

des anomalies génétiques les plus précoces lors du développement d’un gliome 

(Suzuki et al., 2015), elle n’est cependant pas suffisante à elle seule pour induire une 

tumeur chez la souris (Sasaki et al., 2012). Les protéines IDH mutées acquièrent une 

activité enzymatique qui permet la conversion de α-ketoglutarate (α-KG) en d-2-

hydroxyglutarate (d-2-HG), et inhibe les dioxygenases α-KG dépendantes (Xu et al., 

2011). La conséquence d’une mutation IDH est donc une méthylation aberrante de 

l’acide désoyribonucléique (ADN) et des histones, pouvant résulter en une méthylation 

large des îlots CpG, correspondant à la terminologie G-CIMP glioma CpG-island 

methylator phenotype (Nousmehr et al., 2010). La présence de mutation IDH est 

généralement dépistée par immunohistochimie avec un anticorps dirigé contre IDH1-

R132H, mutation représentant 90% des mutations IDH. Quand les tumeurs sont 

négatives en immunohistochimie, il est recommandé de réaliser un testing moléculaire, 

par exemple séquençage ADN, à la recherche d’autres mutations (Reifenberger et al., 

2016).  

 En pratique, 3 grands groupes de gliomes sont observés : les tumeurs IDH 

mutées avec codélétion 1p19q, correspondant aux oligodendrogliomes moléculaires, 

les tumeurs IDH mutées sans codélétion 1p19q, correspondant aux astrocytomes 
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moléculaires, les tumeurs IDH wild type (non mutées) et sans codélétion 1p19q, 

correspondant aux glioblastomes moléculaires. Les tumeurs IDH wild type (non 

mutées) avec codélétion 1p19q ne sont pas observées en pratique. 

 De nouvelles approches classant les gliomes selon le profil de méthylation et le 

profil obtenu par analyse next generation sequencing (NGS) sont également discutées 

(Reifenberger et al., 2016). Dans différentes études, il a été montré que la classification 

moléculaire était davantage corrélée au pronostic que la classification histologique 

(Cancer Genome Atlas Reseach Network 2015 ; Suzuki et al., 2015 ; Wiestler et al., 

2014 ; Weller et al., 2015). 

 

 

5. Principaux types de gliomes de la classification OMS 2016 étudiés au 

laboratoire 

 

5.1 Gliomes astrocytaires avec mutation IDH 

 Les astrocytomes avec mutations IDH ont généralement d’autres anomalies, 

telles que des mutations de TP53 et ATRX (Cancer Genome Atlas Research network 

2015 ; Suzuki et al., 2015). La mutation ATRX induit une perte d’expression nucléaire 

du régulateur transcriptionnel ATRX, qui est impliqué dans le modelage de la 

chromatine et de la longueur des télomères (Watson et al., 2015). 

 

5.2 Gliomes oligodendriaux avec mutation IDH et co-délétion 1p/19q 

 Des mutations du promoteur de telomerase reverse transcriptase (TERT), 

conduisant à une expression aberrante de la telomerase reverse transcriptase, sont 

retrouvées dans 95% des tumeurs oligodendrogliales. Des mutations CIC, conduisant 

à une inactivation de la protéine Drosophila capicua, répresseur de transcription est 

notée chez plus de deux tiers des patients (Bettegowda et al., 2011). Les mutations 

de far-upstream binding protein (FUBP)-A, codant pour upstream element-binding 

protein 1 impliqué dans la régulation de MYC, sont retrouvées dans un tiers des 

tumeurs. Des anomalies affectant la voie NOTCH, les régulateurs épigénétiques tels 

que SETD2, et la voie phosphoinositide 3-kinase (PI3K) sont également retrouvées 

mais de façon moins fréquente (Reifenberger et al., 2016). Les anomalies génétiques 

associées à un phénotype plus agressif incluent les délétions 9q21, les mutations du 

gène transcription factor 12 (TCF12) et les abérrations de signal de MYC (Alentorn et 
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al., 2015 ; Kamoun et al., 2016 ; Huse et al., 2015). 

 

5.3 Glioblastomes IDH non mutés 

 Les glioblastomes peuvent être divisés en glioblastomes primaires ou 

secondaires selon qu’ils surviennent de novo ou selon qu’ils surviennent après 

l’évolution d’un gliome de grade II ou III. Les glioblastomes primaires ont une histoire 

clinique courte, généralement de moins de 3 mois avant le diagnostic et sans détection 

au préalable de gliome de plus bas grade (Louis et al., 2016). Les glioblastomes qui 

se développent dans d’autres localisations que la ligne médiane chez des patients d’au 

moins 55 ans peuvent être classés comme glioblastome IDH négatif quand la mutation 

IDH R132H n’est pas détectée en immunohistochimie (Louis et al., 2016). Chez les 

patients de moins de 55 ans et chez les patients avec un antécédent de gliome de bas 

grade, il est néanmoins nécessaire de s’assurer de l’absence d’autres mutations IDH 

(Louis et al., 2016). Les glioblastomes IDH non mutés de l’adulte sont fréquemment 

caractérisés par un gain du chromosome 7, une monosomie du chromosome 10, une 

mutation ou une délétion homozygote de CDKN2A et CDKN2B ainsi que des 

mutations du promoteur de TERT (Verhaak et al., 2010). Les autres altérations moins 

fréquentes incluent des mutations de TP53, PIK3CA, PIK3R1 et NF1 (Brennan et al., 

2013). Enfin des amplifications d’EGFR, PDGFRA, MET, CDK4 et CDK6, MDM2 et 

MDM4 sont également retrouvées. En particulier, 40% des glioblastomes IDH non 

mutés sont associés à une amplification d’EGFR et à une expression d’EGRvIII dans 

20% des cas (Weller et al., 2015 ; Adalpe et al., 2015). Enfin, BRAF-V600E encode 

pour une protéine pouvant être une cible thérapeutique dans 50% des glioblastomes 

épithélioïdes (Kleinschmidt DeMasters et al., 2013). Les glioblastomes à cellules 

géantes et les gliosarcomes sont également des variants des glioblastomes IDH non 

mutés (Louis et al., 2016). 

 

5.4 Glioblastomes IDH mutés 

 Les glioblastomes IDH mutés représentent moins de 10% des glioblastomes et 

sont plus fréquents chez les jeunes (Louis et al., 2016). Il s’agit principalement de 

glioblastomes secondaires, et le profil moléculaire est donc similaire à celui 

d’astrocytomes IDH-mutés. Le pronostic est également meilleur que celui des patients 

avec un glioblastome non muté. A noter également une plus grande fréquence de 

méthylation du promoteur MGMT dans cette population (Weller et al., 2015 ; Adalpe 
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et al., 2015).  

 

6. Classifications des glioblastomes 

 Les glioblastomes primaires et secondaires, provenant de précurseurs 

génétiques différents, expriment des altérations génétiques différentes et ont donc des 

signatures génétiques différentes. Les glioblastomes primaires expriment plus 

fréquemment une surexpression de EGFR, des mutations de PTEN et une perte du 

chromosome 10, alors que les glioblastomes secondaires expriment plus 

fréquemment des mutations IDH1, des mutations TP53 et des pertes du 19q (Ohgaki 

et al., 2013 ; Nicolaidis et al., 2015).  

 Les analyses de l’expression de mRNA ont mis en évidence 4 sous-types 

distincts de glioblastomes: proneural, neural, classique et mésenchymateux (Verhaak 

et al., 2010). Les critères principaux du type proneural sont une amplification de 

PDGFRA, une mutation d’IDH1 et une mutation et/ou perte d’hétérozygotie de P53. 

De plus, des gènes généralement associés aux oligodendrogliomes, tels que 

PDGFRA, NKX2-2 et OLIG2 sont généralement largement exprimés dans ce sous-

groupe. Le type neural est définit par une expression de marqueurs neuronaux comme 

NEFL, GABRA1, SYT1 et SLC12A5. Le type classique est caractérisé par une 

expression élevée d’EGFR associée à des amplifications du chromosome 7 et une 

faible expression de p16INK4A et de p14ARF, en rapport avec une délétion 

homozygote focale 9p21.3. Le type classique est associé à la présence de marqueurs 

de cellules souches neurales, comme la nestine, ainsi qu’à la présence de composants 

des réseaux de Notch et Sonic hedgehog. Enfin, le type mésenchymateux est 

caractérisé par des délétions focales homozygotes en 17q11.2, contenant le gène 

NF1, et une expression élevée d’YKL-40 (CHI3L1), MET, CD44 et MERTK. Le type 

mésenchymateux a été rapporté comme étant associé à une radiorésistance et à un 

plus mauvais pronostic (Bhat et al., 2013) alors que le type proneural serait associé à 

une meilleure réponse aux traitements anti-angiogéniques dans le cas des 

glioblastomes IDH-non mutés (Sandmann et al., 2015). Cette classification est 

cependant peu utilisée en clinique. En effet, différentes régions hétérogènes peuvent 

exister au sein d’une même tumeur. Par ailleurs, ces signatures peuvent changer en 

réponse aux stimuli extérieurs, dont les traitements (Bhat et al., 2013 ; Patel et al., 

2014). 

 Les profils de méthylation de l’ADN permettent également de différencier 4 sous-
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groupes de glioblastomes selon les anomalies épigénétiques, avec un groupe IDH-

muté, G-CIMP positif et typiquement méthylation du promoteur MGMT avec un profil 

d’expression proneural, et 3 sous-groupes IDH non mutés. Parmi ces derniers, un 

sous-groupe « receptor tyrosine kinase I » (RTK I) principalement retrouvé chez les 

jeunes patients et avec amplification PDGFRA et un profil d’expression proneural, un 

sous-groupe « receptor tyrosine kinase II » (RTK II) classique et un sous-groupe 

« mésenchymal », qui se différencie du profil classique par des profils de méthylation 

différents, moins d’abbérations du nombre de copie et une signature mésenchymale 

(Brennan et al., 2013). 

 

 

7. Prise en charge des gliomes 

 

 Suite à la nouvelle classification OMS 2016, de nouvelles recommandations de 

prise en charge ont été proposées par la société Européenne de Neuro-Oncologie, 

l’EANO (European Association de Neuro-Oncologie) en collaboration avec le groupe 

brain tumor group of European Organization for Research and Treatment of Cancer 

(EORTC BTG) (Weller et al., 2017, in press). 

 

7.1 Chirurgie 

 Les objectifs de la chirurgie sont doubles : diagnostiques et thérapeutiques. Selon 

les recommandations EANO, la chirurgie des gliomes doit être réalisée dans un centre 

expert habitué à la prise en charge de ces patients (Williams et al., 2016 ; Weller et 

al., 2017, in press). 

 L’obtention d’un diagnostic précis est important pour la décision thérapeutique 

mais est également un élément important pour le patient et les proches lorsqu’une 

décision de soins palliatifs est à prendre. Une décision de soins palliatifs sans aucun 

diagnostic histologique devrait être évitée en dehors des situations à haut risque pour 

le patient lors de la réalisation de la biopsie. En effet, les biopsies stéréotaxiques ou 

chirurgicales sont généralement associées à une faible morbidité (Kreth et al., 2001). 

 L’échantillon tumoral doit être adressé à une équipe de pathologistes et 

biologistes moléculaires également habituée à la prise en charge des tumeurs 

cérébrales. Les échantillons tumoraux sont fixés en paraffine pour les études 

histologiques, immunohistochimiques et moléculaires. Si possible, un échantillon de la 
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tumeur doit être également congelé pour de potentielles analyses sur des marqueurs 

moléculaires. La classification OMS 2016 doit maintenant être utilisée pour le 

diagnostic de gliome afin de connaître le pronostic, et guider de façon précise les 

options thérapeutiques en fonction des caractéristiques moléculaires de la tumeur et 

notamment du statut de la mutation IDH et de la codélétion 1p/19q. Il est important 

d’obtenir le diagnostic précis dans les meilleurs délais sans retarder le début de la 

radiothérapie ou des traitements systémiques. Une analyse immunohistochimique est 

d’abord réalisée afin de déterminer le statut de la mutation IDH1-R132H et de la perte 

d’expression d’ATRX. En cas de gliomes diffus localisés sur la ligne médiane, il est 

également nécessaire de déterminer le statut de la mutation des histones 3 K27M. 

Après analyse en immunohistochimie, les analyses moléculaires sont effectuées afin 

de rechercher si nécessaire d’autres mutations IDH que la mutation R132H et de 

déterminer le statut 1p/19q.  

 La chirurgie a également pour objectif de réaliser la résection chirurgicale la plus 

complète possible sans mettre en danger les fonctions neurologiques du patient. Les 

techniques de micro-chirurgie sont habituellement utilisées. Différents outils peuvent 

aider lors de l’acte chirurgical, notamment les techniques de neuronavigation, l’IRM 

per-opératoire, les ultra-sons en per-opératoire, le monitoring fonctionnel, la 

fluorescence par 5-aminolevulinic acid (ALA). Il faut garder en mémoire que les 

gliomes restent des pathologies incurables et qu’il est donc important d’éviter 

d’aggraver la situation clinique des patients. La prévention de déficits permanents et 

le maintien de la meilleure qualité de vie possible restent la priorité par rapport à la 

qualité de la résection lors de la prise en charge chirurgicale. Il est cependant important 

de contrôler la qualité de la résection par une imagerie cérébrale dans les 24 à 72 

heures après la chirurgie (Weller et al., 2017, in press). 

 

7.2 Radiothérapie  

 L’objectif de la radiothérapie est d’améliorer le contrôle local. Le schéma de 

radiothérapie (dose et fractionnement) est déterminé par le diagnostic précis de la 

tumeur, et les facteurs pronostiques tels qu’âge, indice de Karnosfky et étendue de la 

résection (Laperriere et al., 2002). La dose de radiothérapie varie de 50 à 60 Gy 

administrées en fractions de 1.8 à 2 Gy selon les différentes caractéristiques pré-

citées. Chez les patients âgés ou en cas de mauvais pronostic, un hypofractionnement 

avec des doses plus élevées délivrées par fraction peut être réalisé. D’une façon 
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générale, le volume tumoral total à irradier est défini par les images résiduelles prenant 

le contraste en séquence T1 avec également une marge de sécurité variant de 1 à 2.5 

centimètres et incluant les images observées sur les séquences T2 FLAIR. Une 

seconde marge de sécurité est également observée afin de réduire les erreurs induites 

par la technique lors du déroulement du traitement (Weller et al., 2017, in press).  

 Les organes à risque doivent être respectés. Ces organes sont notamment les 

nerfs optiques, le chiasma optique, la rétine, le cristallin, le tronc cérébral, la tige 

pituitaire, la cochlée et l’hippocampe. Les nouvelles techniques de radiothérapie, 

comme la modulation d’intensité, permettent d’améliorer les doses délivrées aux 

organes cibles tout en préservant les organes à risque. 

 

7.3 Pharmacothérapie 

 Les chimiothérapies cytotoxiques font partie du traitement standard pour la 

plupart des gliomes. Ces traitements ne peuvent être administrés qu’après vérification 

des fonctions biologiques (hématologie, fonctions rénales et hépatique) et vérification 

de l’absence de pathologie majeure cardiaque ou pulmonaire, ou de pathologie 

infectieuse. 

 Le temozolomide est un agent anti-alkylant qui possède une bonne pénétration 

de la barrière hémato-méningée et qui est fréquemment utilisé dans le traitement des 

gliomes. La tolérance est généralement correcte, avec principalement un risque de 

toxicité hématologique et plus rarement hépatique. Les nitrosourées, comme la 

lomustine (CCNU), la carmustine (BCNU), la nimustine (ACNU) ou la fotemustine sont 

également employées dans le traitement des gliomes, généralement après échec du 

temozolomide. Des études randomisées comparant les protocoles comparant 

procarbazine - lomustine (CCNU) - vincristine (PCV) au temozolomide manquent à 

l’heure actuelle. Cependant quelques données suggèrent une meilleure efficacité du 

PCV par rapport au temozolomide chez les patients avec un gliome anaplasique de 

bon pronostic (Lassman et al., 2011 ; Wick et al., 2016). La principale toxicité des 

nitroso-urées est également hématologique, avec des cas parfois sévères et prolongés 

de thrombopénie ou neutropénie. Une fibrose pulmonaire peut également être 

observée avec la carmustine. Des pastilles de carmustine peuvent être implantées 

dans la cavité chirurgicale après exérèse complète en cas de gliomes de grade III ou 

IV nouvellement diagnostiqués ou en cas de récidive de glioblastome (Westphal et al., 

2003), mais cela reste en pratique peu utilisé, principalement en l’absence d’étude 
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randomisée contre le traitement standard et mais aussi en raison des effets 

secondaires rapportés (Bregi et al., 2013). Parmi les différents agents anti-

angiogéniques évalués dans des essais cliniques, seul le bevacizumab, anti-vascular 

endothelial growth factor (VEGF), est approuvé aux Etats Unis, au Canada et en 

Suisse ainsi que dans plusieurs pays en dehors de l’Union Européenne. Jusqu’à 

présent il n’a pas été mis en évidence de marqueur d’efficacité ou de résistance au 

bevacizumab dans des bases de données indépendantes. Les autres approches plus 

récentes incluent de nouvelles thérapies ciblées, l’immunothérapie et les vaccins, qui 

sont actuellement explorés dans le cadre d’essais cliniques. 

 

7.4 Traitements symptomatiques 

 D’une façon générale, des corticostéroïdes sont administrés avant la chirurgie ou 

en cas de progression tumorale symptomatique afin de réduire l’oedème associé à la 

tumeur. Leur usage est cependant à éviter en cas de suspicion de lymphome cérébral 

ou de lésions inflammatoires avant la réalisation de biopsies cérébrales. La dose 

minimale nécessaire est toujours recherchée. L’usage d’agents anti-osmotique est 

rarement nécessaire. Les agents anti-épileptiques ne sont pas recommandés en 

préventif (Weller et al., 2012) et ne sont utilisés qu’après la survenue d’une première 

crise. Ces agents doivent être de préférence non-inducteurs enzymatiques. 

 

 

8. Suivi des gliomes 

 

 Les patients sont généralement suivis tous les 3 mois par une évaluation clinique 

et une IRM cérébrale. Dans le cas de pathologies moins agressives, des intervalles 

plus longs peuvent être observés. Inversement, en cas de doute sur une progression, 

des contrôles plus rapprochés semblent raisonnables (Weller et al., 2017, in press). 

Généralement les pseudo-progressions et pseudo-réponses sont observées dans les 

3 mois après la mise en route du traitement. Les séquences de perfusion en IRM ou 

les TEP aux aminoacides peuvent aider à différencier une pseudo-progression d’une 

réelle progression tumorale. Les biopsies cérébrales ont généralement moins d’intérêt 

car même en cas de pseudo-progression, des cellules tumorales résiduelles peuvent 

être observées (Weller et al., 2017, in press). Le groupe Response Assessment in 

Neuro-Oncology (RANO) recommande d’étudier également la composante sans prise 
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de contraste lors du suivi des gliomes (Wen et al., 2010). 

 

9. Recommandations spécifiques pour les principales entités tumorales 

étudiées au sein du laboratoire  

 

Les recommandations ci-dessous sont celles proposées dans les guidelines EANO-

ESMO (Weller et al., 2017, in press). 

 

9.1 Astrocytome diffus, OMS grade II 

Traitement initial 

- Astrocytome diffus, avec mutation IDH, OMS grade II 

 Il est recommandé une chirurgie avec résection aussi maximale que possible. 

Les stratégies de surveillance, sans obtention de preuve histologique, sont de moins 

en moins répandues même pour les patients pour lesquels la tumeur est découverte 

de façon fortuite. Après résection complète de la tumeur, les patients de moins de 40 

ans asymptomatiques ou avec seulement des crises d’épilepsie bien contrôlées 

peuvent être surveillés. Dans les autres situations, c’est à dire pour les patients de 

plus de 40 ans ou avec une résection incomplète, une radiothérapie focalisée sur la 

tumeur à 50 Gy est recommandée (van den Bent et al., 2005) afin d’améliorer la survie 

sans progression sans toutefois augmenter la survie globale. 

 La chimiothérapie seule peut être considérée comme traitement initial en 

particulier en cas de tumeur extensive bien que l’efficacité du temozolomide dans cette 

indication soit probablement moindre que celle de la radiothérapie (Baumert et al., 

2016). L’essai RTOG 9802 a montré une amélioration majeure de la survie en ajoutant 

une chimiothérapie par PCV à la radiothérapie (54 Gy) par rapport à la radiothérapie 

seule, avec des médianes de survie de 7.8 ans pour le groupe radiothérapie seule 

versus 13.3 ans pour le groupe avec traitement combiné chez les patients avec un 

gliome de grade II classé à haut risque, c’est à dire avec un âge compris entre 18 et 

39 ans et avec une résection chirurgicale subtotale ou une biopsie ou chez les patients 

de 40 ans et plus quelque soit le résultat de la résection chirurgicale (Buckner et al., 

2016). Le bénéfice était rapporté quelque soit le sous-groupe histologique. Ainsi la 

radiothérapie suivie de PCV constitue le nouveau standard de soins pour ces 

populations de patients.  
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- Astrocytome diffus, sans mutation IDH, OMS grade II  

 Ces tumeurs ont le plus souvent un profil bien plus agressif, similaire à celui des 

glioblastomes, en particulier chez les sujets âgés (Reuss et al., 2015). 

 

Traitement à la récidive  

 Le traitement à progression dépend de l’état neurologique, des traitements 

initiaux reçus et du pattern de progression. Une nouvelle chirurgie doit être de principe 

discutée, complétée par une radiothérapie pour les patients non initialement irradiés 

ou par un traitement par chimiothérapie. Le temozolomide est souvent préféré au PCV 

en raison d’une administration plus aisée et d’un profil de sécurité plus favorable. 

 

9.2 Astrocytome anaplasique, OMS grade III 

Traitement initial  

- Astrocytome anaplasique, avec mutation IDH, OMS grade III 

 Le standard de soin inclut une chirurgie d’exérèse maximale, ou de biopsies si la 

chirurgie n’est pas faisable, suivie d’une radiothérapie à 60 Gy en fraction de 1.8 à 2 

Gy. L’essai NOA-04 a montré que le PCV ou le temozolomide étaient aussi actifs que 

la radiothérapie seule en terme de survie sans progression et en terme de survie 

globale (Wick et al., 2016 ; Wick et al., 2009). L’essai EORTC 26053 (CATNON), a 

montré que l’addition à la radiothérapie de temozolomide concomitant ou en 

maintenance améliore le pronostic par rapport à la radiothérapie seule chez les 

patients avec un nouveau diagnostic de gliome anaplasie sans codélétion 1p/19q. Une 

première analyse intermédiaire a montré que 12 cycles de temozolomide de 

maintenance prolongent la survie globale. Ce schéma doit être considéré comme le 

standard actuel, car la valeur du temozolomide concomitant reste mal connue (van 

den Bent et al., 2016). Les analyses des tumeurs en fonction des marqueurs 

moléculaires n’ont pas encore été réalisées. 

 

 

- Astrocytome anaplasique, sans mutation IDH, OMS grade III 

 Une étude rétrospective poolant plusieurs bases de données a montré que les 

patients avec une tumeur IDH non mutée et méthylation MGMT tirent bénéfice d’une 

chimiothérapie avec agent alkylant (Wick et al., 2013). 
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Traitement à la récidive 

 En cas de récidive, le traitement est à nouveau décidé en fonction de l’état 

neurologique, des traitements de première ligne et du pattern de progression. Une 

chirurgie doit être de principe discutée. Pour les patients récidivant après radiothérapie 

dans un intervalle d’au moins 12 mois après la fin de la radiothérapie, une ré-irradiation 

peut être envisagée. Des études randomisées manquent cependant pour confirmer 

cette attitude. Les agents alkylants peuvent être envisagés chez les patients naïfs de 

chimiothérapie progressant après radiothérapie. Le temozolomide et les nitroso-urées 

ont probablement à peu près la même efficacité (Brada et al., 2010 ; Yung et al., 1999). 

Le bevacizumab est généralement utilisé après échec de la radiothérapie et de la 

chimiothérapie, avec des taux de survie sans progression à 6 mois de 20 à 60% 

(Desjardins et al., 2008 ; Chamberlain et Johnston, 2009). Ces données sur l’intérêt 

du bevacizumab seul ou combiné à de la chimiothérapie n’ont cependant pas été 

contrôlées dans des essais randomisés. 

 

9.3 Oligodendrogliomes, IDH-mutés avec codélétion 1p/19q, OMS grade II 

 Une chirurgie d’exérèse la plus large possible est recommandée. Aucun essai 

n’est actuellement disponible pour cette population de patients. Cependant une 

stratégie de surveillance semble justifiée en cas de résection complète ainsi que chez 

les patients de moins de 40 ans avec une résection incomplète si la tumeur n’entraîne 

pas d’autres déficits qu’une épilepsie contrôlée. Si un traitement est nécessaire, il est 

alors préférable de réaliser une radiothérapie puis un traitement par PCV (Buckner et 

al., 2016). 

 

9.4 Oligodendrogliomes anaplasiques, IDH-mutés avec codélétion 1p/19q, OMS 

grade III 

 A nouveau, une chirurgie d’exérèse la plus large possible est recommandée. Bien 

qu’il s’agisse de tumeurs de grade III, une surveillance peut être réalisée chez les 

patients les plus jeunes notamment en cas de résection complète et en l’absence de 

déficits neurologiques (Weller et al., 2017, in press). Deux larges essais randomisés 

(EORTC 26951 et RTOG 9402) ont montré que l’addition de chimiothérapie par PCV 

à la radiothérapie, quelque soit la séquence utilisée, prolonge la survie globale de 

plusieurs années (van den Bent et al., 2013 ; Cairncross et al., 2013), définissant ainsi 
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le standard de soin dans cette population. Se posent les questions de la toxicité 

notamment cognitive à long terme dans cette population et l’intérêt d’un traitement par 

temozolomide concomitant et/ou de maintenance associé à la radiothérapie. L’étude 

NOA-04 a cependant démontré que la chimiothérapie n’est pas supérieure à la 

radiothérapie, incitant à ne pas utiliser de chimiothérapie seule en traitement de 

première ligne de ces tumeurs. Cette approche fait cependant actuellement l’objet d’un 

essai clinique en France (POLCA, NCT 02444000). Le rôle du temozolomide est en 

cours d’exploration dans un essai clinique international (CODEL, NCT00887146). Le 

traitement à progression dépend comme pour les autres tumeurs de l’état 

neurologique du patient, des traitements déjà administrés et du pattern de progression. 

Un traitement par bevacizumab, seul ou combiné à une chimiothérapie, semble 

également pouvoir apporter quelques résultats (Chamberlain et Johnston, 2009 ; 

Taillibert et al., 2009). 

 

9.5 Glioblastomes, OMS grade IV 

 La majorité des glioblastomes sont IDH non mutés, et cette catégorie inclut 

également les glioblastomes avec cellules géantes, les gliosarcomes et les 

glioblastomes épithéloïdes.   

 Les glioblastomes épithélioïdes portent une mutation BRAF V600E, cependant 

l’efficacité des traitements par inhibiteurs BRAF, bien que prometteuse, n’a pas été 

validée dans des essais cliniques pour cette population de patients.  

 Pour les autres glioblastomes IDH non mutés, le standard inclut une résection 

chirurgicale aussi maximale que possible. En effet, un essai randomisé chez des 

patients de plus de 65 ans avec un diagnostic de gliome de grade III ou IV montrait un 

bénéfice en survie de la chirurgie par rapport aux biopsies (Vuorinen et al., 2003), bien 

que discuté en raison de l’effectif limité et de l’état général des patients non 

parfaitement identique entre les 2 groupes. Il semble que seule une exérèse complète 

soit associée à une amélioration du pronostic (Kreth et al., 2013, Asklund et al., 2015). 

Suite à la chirurgie, le traitement est complété par une radiothérapie avec 

temozolomide concomitant puis de maintenance pendant 6 mois chez les patients 

jusqu’à 70 ans et en bon état général présentant un nouveau diagnostic de 

glioblastome (Stupp et al., 2005 ; Stupp et al., 2009, Hart et al., 2013). Il n’y a 

probablement pas d’intérêt à prolonger le traitement par temozolomide au delà des 6 

cures réalisées dans le protocole princeps (Blumenthal et al., 2015 ; Gramatzki  et al., 
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2016). L’intérêt d’un traitement combinant radiothérapie et chimiothérapie a également 

été confirmé chez les patients de 65 ans ou plus dans un essai randomisé (Perry et 

al., 2016). Le bénéfice du temozolomide est plus marqué chez les patients avec 

méthylation du promoteur de la MGMT (Perry et al., 2016, Hegi et al., 2005).  

 Les essais NOA-08 et Nordic ont permis de définir la conduite à tenir chez les 

sujets âgés qui ne sont pas éligibles à un traitement concomitant : les patients avec 

méthylation du promoteur de la MGMT devraient être traités par temzolomide seul 

selon le schéma standard pendant 12 mois ou jusqu’à progression, alors que les 

patients sans méthylation du promoteur de la MGMT devraient être traités par 

radiothérapie hypofractionnée (Wick et al., 2012 ; Roa et al., 2015). La radiothérapie 

hypofractionnée est également le traitement recommandé en cas de statut non 

déterminé du promoteur de la MGMT. 

 Il a été démontré dans un essai que les pastilles de BCNU utilisées avec la 

radiothérapie permettent d’augmenter la survie de 11.6 mois à 13.9 mois par rapport 

à une radiothérapie seule chez les patients présentant un gliome de haut grade. 

Cependant, ce bénéfice disparaissait dans l’étude en ne prenant en compte que les 

glioblastomes (Westphal et al., 2003 ; Hart et al., 2013, Westphal et al., 2006). 

 Deux essais cliniques randomisés ont démontré un gain en survie sans 

progression de 3 à 4 mois, mais pas en survie globale quand le bevacizumab est ajouté 

au traitement conventionnel par radiothérapie et temozolomide concomitant puis de 

maintenance (Gilbert et al., 2014 ; Chinot et al., 2014). Le bevacizumab bien que non 

approuvé dans cette indication, peut être parfois utilisé dès le diagnostic chez des 

patients très symptomatiques et résistants aux corticoïdes qui ne pourraient pas 

autrement tolérer le traitement par radiothérapie (Weller et al., 2017, in press). 

 Les Tumor-treating fields (TTFields) représentent une nouvelle modalité de 

traitement qui utilise les courants électriques alternatifs. Un essai randomisé de phase 

III réalisé chez des patients avec un nouveau diagnostic de glioblastome a mis en 

évidence un gain en survie sans progression et un gain en survie globale (Stupp et al., 

2015). Cependant, des questions concernant le mécanisme d’action, l’interprétation 

des données et le coût du dispositif font que la place de cette approche dans le 

traitement standard des glioblastomes nouvellement diagnostiqués reste à définir 

(Wick, 2016 ; Bernard-Arnoux et al., 2016). 

 Une prise en charge palliative peut être proposée d’emblée chez les patients 

avec des lésions larges et multifocales, et/ou avec un état neurologique très dégradé. 
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 En cas de récidive, le traitement n’est pas clairement défini. Une seconde 

chirurgie semble possible pour 20% à 30% des patients lors de la pratique clinique. 

Des essais randomisés sur l’intérêt de cette seconde chirurgie manquent. De même 

les données sur l’intérêt de ré-irradier les patients manquent encore. Le plus souvent, 

le traitement systémique lors de la récidive consiste en l’administration de nitrosé-urée, 

de ré-adminsitration de temozolomide en cas de méthylation du promoteur de la 

MGMT, ou de bevacizumab (Weller et al., 2010 ; Batchelor et al., 2013 ; Perry et al., 

2010 ; Taal et al., 2014 ; Friedman et al., 2009 ; Stupp et al., 2012 ; Wick et al., 2015). 

 

Les recommandations sont résumées dans la figure ci dessous (Figure 4). 

 
Figure 4 : Recommandations EANO de prise en charge des gliomes (adapté de Weller 

et al., 2017, in press) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IDH muté (CIMP+) 

codélétion 1p/19q  
(TERTp mutant) 

RT → PCV 
(ou RT/

TMZ→TMZ) 

OMS 
grade II 

RT/(TMZ)→TMZ 
(ou RT→PCV, 

or RT)  

pas de codélétion1p/19q 
(ATRX mutant, TP53 mutant) 

 

OMS 
grade III 

OMS 
grade II 

OMS 
grade III 

Surveillance Surveillance 

OMS 
grade IV 

TMZ/RT 
→TMZ 

 

Gliome astrocytaire diffus ou gliome oligodendroglial 

IDH wild-type ou non muté (CIMP-) 

OMS 
grade II* 

OMS grade III* 
 

OMS grade IV 
 

MGMT - MGMT + Surveillance 

TMZ/RT 
→TMZ 

 

 
RT 
 

TMZ/RT 
→TMZ 

 

≤ 70 ans > 70 ans 

MGMT - MGMT + 

TMZ/RT 
→TMZ 
ou TMZ 

 
RT 
 

mutation H3-
K27M 

 

OMS grade IV 
 

RT   
(ou TMZ/RT 
→TMZ) 

* Correspond aux entités provisoires d‘astrocytomes diffus, IDH non muté et astrocytome anaplasique, IDH non muté.  



	

	 78	

II. Intérêt de la spectrométrie de masse dans l’analyse des tumeurs 

 

1. Généralités 

 

 L’identification des composants moléculaires impliqués dans les mécanismes 

cellulaires est nécessaire à une meilleure compréhension des différents mécanismes 

physiopathologiques. Les dysfonctionnements cellulaires ont un impact sur ces 

composants moléculaires, que ce soit au niveau de la régulation (activation ou 

répression de la synthèse de protéines), de la structure (clivage de protéines par des 

enzymes, modifications post-transcriptionnelles), de l’arrangement spatial et de 

l’interaction avec l’environnement (Quanico et al., 2013). 

 Les analyses protéomiques permettent d’évaluer directement les modifications 

observées lors des pathologies en apportant des informations par l’analyse de leur 

fonction, par leur structure primaire et par leur structure tridimensionnelle mais 

permettent également de connaître les modifications post-transcriptionnelles comme 

la glycosylation, la phosphorylation, l’acétylation (Bleau et al., 2009 ; Huse et al., 2009 ; 

Niclou et al., 2010 ; Underhill et al. 2011). 

 La spectrométrie à haut débit génère une quantité importante de liste de 

protéines exprimées dans un tissu analysé. Cette approche est de plus en plus utilisée 

dans l’étude des mécanismes tumoraux. Les protéines identifiées comme liées au 

processus tumoral peuvent être en rapport avec soit une cause soit une conséquence 

du processus tumoral, et permettent d’améliorer la connaissance des mécanismes 

impliqués dans les différentes étapes. 

 La protéomique peut utiliser différentes stratégies, différentes méthodologies ou 

instruments (Niclou et al., 2010 ; Quanico et al., 2013) (Figure 5). 
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Figure 5 : Diagramme des différentes approches en protéique (adapté de Niclou et 

al., 2010) 

 

 

2. Courte description des principales approches de séparation des protéines 

Les deux principales approches sont les techniques de gel deux dimensions (2D) et 

l’analyse shotgun. 

 

2.1 Techniques de gels 2D (2D-PAGE) 

 Les techniques de gels 2D séparent les protéines d’un échantillon selon la masse 

moléculaire et le point isoélectrique sur un gel de polyacylamide. Les protéines sont 

quantifiées par un dosage protéique avant d’être soumises à la séparation en 2 

dimensions. Les protéines sont ensuite colorées puis soumises à une digestion 

enzymatique par la trypsine dans le gel. Les peptides de digestion sont séparés en 

chromatographie sur colonne de phase inverse couplé à un spectrométre de masse 

pour être identifiés. Entre 500 et 800 protéines peuvent être visualisées, dont les deux 

tiers identifiées. L’avantage de cette technique est de permettre une analyse précise 

des modifications post-traductionnelles. Les principales limites sont liées à la co-

détection de protéines co-migrantes, ainsi qu’aux difficultés de détection des protéines 

avec une grande masse moléculaire, un grand point isoélectrique ou ayant des 

propriétés hydrophobes. La reproductibilité reste donc limitée. 
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2.2 Analyse shotgun ou analyse LC-MS/MS (Liquid Chromatography-Mass 

Spectrometry/Mass Spectrometry) 

 

 La technique shotgun identifie et quantifie des peptides de digestion issus de 

mélanges de protéines en couplant les techniques de chromatographie liquide et de 

spectrométrie de masse. Le mélange complexe est passé au travers d’une membrane 

permettant de laisser passer les protéines inférieures à 10 kDa. Les autres sont 

conservées pour être digérées par la tryspine ou par une endopeptidase de type LysC. 

Une séparation en une ou plusieurs dimensions par chromatographie liquide est 

ensuite réalisée sur les peptides de digestion, puis une analyse en mode MS/MS est 

réalisée. Les protéines sont identifiées et quantifiées par label free sur la base des 

séquences de peptides identifiées avec une grande sensibilité. La protéomique 

shotgun permet d’avoir accès à un grand nombre de protéines mais le plus souvent il 

s’agit de protéines abondantes et la localisation spatiale de celles-ci n’est pas précise 

au sein d’un tissu. Pour remédier à ces manques l’imagerie par spectrométrie de 

masse associée à la microprotéomique tend à répondre à ces problèmes. L’imagerie 

par spectrométrie de masse permet la localisation d’un grand nombre d’espèces de 

biomolécules (Gagnon et al., 2012). La microprotéomique consiste en la 

microdigestion localisée sur une coupe histologique et en l’extraction des peptides de 

la zone microdigérée suivie d’une analyse par Shotgun protéomique (Quanico et al., 

2013). 

 

2.3 Imagerie par spectrométrie de masse MALDI (Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionisation) MSI (Mass Spectrometry Imaging) et microprotéomique 

 Depuis plus de dix ans, la technique d’imagerie par spectrométrie de masse 

MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation) est devenue la méthode de 

protéomique en haut débit suscitant le plus d’intérêt pour la découverte de 

biomarqueurs de différentes pathologies au sein de prélèvements tissulaires (Fournier 

et al., 2003 ; Fournier et al., 2008 ; Franck et al., 2009 ; Gagnon et al., 2012). Cette 

technologie associe la technique d’analyse moléculaire par spectrométrie de masse 

MALDI aux techniques d’histologie classique. Elle permet, à partir d’une coupe de 

tissu, la cartographie et l’identification de biomarqueurs peptidiques (Lemaire et al., 

2007 ; Stauber et al., 2008 ; Hanrieder et al., 2011 ; Minerva et al., 2011 ; Meriaux et 

al., 2011), protéiques (Seeley et al., 2008, El-ayed et al., 2010 ; Franck et al., 2010), 
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lipidiques (Veloso et al., 2011 ; Rompp et al., 2010 ; Chen et al., 2010 ; Djida et al., 

2009 ; Chen et al., 2009 ; Colsch et al., 2011 ; Delvolve et al., 2011, Meriaux et 

al.,2010), d’agents médicamenteux (Castellino et al. 2011 ; Prideaux et al., 2011 ; 

Goodwin et al., 2011 ; Goodwin et al. 2010 ; Goodwin et al., 2010 ; Khatib-Shahidi et 

al., 2006 ; Bouslimani et al., 2010 ; Solon et al. 2010) et de leurs métabolites (Lee et 

al., 2012 ; Sarsby et al., 2012 ; Yoshimura et al., 2012 ; Porta et al., 2011 ; Van Dyck 

et al., 2010 ; Miura et al., 2010 ; Esquenazi et al., 2008). Elle permet de détecter les 

composants retrouvés au sein des différentes régions d’une même tumeur.  

 

Principe  

 L’objectif de l'imagerie MALDI-MSI est de représenter la distribution moléculaire 

d’un échantillon (Fournier et al., 2008 ; Franck et al., 2009; Angel et Caprioli 2013) 

(Figure 6). 

 

 

  
 
Figure 6 : Les deux modes d’analyse par spectrométrie de masse MALDI sur 
échantillons tissulaires :  
 A)  image optique d’une coupe de tissu du cancer du sein colorée à l’hématoxyline 

et éosine (HES) et localisation d’aires selon les différents types cellulaires.  
 B)  spectres de masses obtenus pour chacune des aires localisées.   
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 C)  image optique d’une coupe de tissu du cancer du sein HES et annotations 
histopathologiques.  

 D)  imagerie MALDI de protéines spécifiques à chaque zone histologique. Chaque 
couleur correspond à une valeur de m/z.  

 

 La spectrométrie de masse analyse les molécules selon leur rapport masse sur 

charge (m/z). Un spectromètre de masse est composé d’une source d’ionisation, d’un 

analyseur de masse et d’un détecteur. L’analyse MALDI permet l’obtention de profils 

d’expression tout en maintenant l’intégrité cellulaire et moléculaire. Cette technique a 

une grande sensibilité car les molécules sont ablatées, ionisées et détectées 

directement à partir de l’échantillon étudié. 

 

Stratégie expérimentale 

 Différentes étapes sont réalisées au cours de l’analyse : section et transfert sur 

lames de verre Oyxyde Indium Etain (ITO), préparation de l’échantillon et dépôt de la 

matrice, analyse MALDI, traitement des données et reconstruction des images puis 

analyse informatique avec segmentation spatiale (Figure 7).  
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Figure 7 : Stratégie expérimentale de l’imagerie MALDI 
Après avoir réalisé des coupes de tissu et les avoir transférées sur des lames 
conductrices, la matrice est déposée. Les spectres de masse sont enregistrés pour 
chaque point du tissu. Les spectres de masse enregistrés avec leurs coordonnées sur 
le tissu sont traités et les images moléculaires peuvent être générées et représentent 
la localisation des molécules sur le tissu. (Adaptée de Franck et al, Molecular and 
Cellular Proteomics). 
 

 

 Ainsi, la qualité de l’imagerie MSI dépend de différents paramètres : collection 

des échantillons, préparation des échantillons, instrumentation et analyse des 

données. L’ensemble de ces étapes doit être standardisé afin de garantir la 

reproductibilité des analyses entre les différents laboratoires (Addona et al., 2009). 

 

• Collection des échantillons 

 Les échantillons doivent être de bonne qualité afin de ne pas modifier leur 

morphologie. La technique MALDI MSI permet la détection de protéines après 

digestion enzymatique in situ de tissus fixés et conservés en paraffine : Formalin 
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Fixed, Paraffin-Embedded (FFPE) ou à partir de tissus congelés. 

 Les tissus fixés et conservés en paraffine (FFPE) ne permettent que l’analyse 

des peptides obtenus après digestion trypsique, alors que les tissus frais et congelés 

rapidement permettent l’analyse de toutes les molécules. 

 

• Préparation des échantillons 

 Les tissus FFPE sont coupés au cryostat puis sont étalés sur lame. Les tissus 

frais et congelés sont coupés à l’aide d’un cryostat avec une épaisseur pouvant varier 

de 7 à 12 μm. 

 Pour certains instruments comme le MALDI-TOF/TOF (Bruker, Daltonics, 

Bremen, Germany), les tissus sont déposés sur des lames conductrices ITO. Afin 

d’éviter l’accumulation de charges lors de l’analyse, une tension de 20 kV doit alors 

être appliquée sur le porte-échantillon. 

 

• Analyse MALDI et analyse des données 

 La source de production d’ions de type MALDI nécessite l’utilisation d’un 

composé organique acide de faible poids moléculaire : la matrice (Angel et Caprioli, 

2013). Son rôle est d’absorber l’énergie du laser et de permettre la 

désorption/ionisation des analytes. Le choix de la matrice dépend de la nature des 

molécules que l’on souhaite analyser. Pour les lipides, on utilise généralement une 

matrice 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB), alors que pour les peptides, on privilégie 

une matrice α-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid (HCCA). 

 La matrice est co-cristallisée avec les composés à analyser en mélangeant la 

solution matrice et l’échantillon à analyser, le plus souvent par des techniques de 

micro-nébulisation afin d’éviter de délocaliser les composés à étudier et de conserver 

une bonne résolution spatiale. Ces micro-nébulisations sont réalisées par des robots 

afin de contrôler le début, la taille des gouttes et l’épaisseur du dépôt. 

 Les images sont ensuite acquises en mode point par point selon le déplacement 

du porte-échantillon sous le laser. Le spectre de masse des peptides, protéines ou 

lipides est déterminé pour chaque point étudié. La résolution spatiale dépend du 

nombre de points évalués (pixels) et de leur taille, ainsi que de la zone d’irradiation du 

laser incident. La résolution spatiale est généralement située entre 50 et 100 μm pour 

une coupe entière. 

 L’acquisition des images s’adosse à des outils de biostatistique tels que l’analyse 
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en composante principale et la classification hiérarchique permettant à partir des 

images moléculaires issues de l’analyse d’une coupe de tissu, la discrimination des 

spectres générés au sein des zones stromales ou néoplasiques (Fournier et al., 2008 ; 

Bonnel et al., 2011) (Figure 8).  

  
Figure 8: Analyses statistiques d’images de coupes d’adénocarcinomes 

pancréatiques contenant des zones de tissu insulinémique et sain 

La classification hiérarchique des données spectrales du tissu d’adénocarcinome 
révèle les sous- structures du tissu (A). La classification hiérarchique des données 
combinées permet de distinguer les tissus d’adénocarcinome, insulinémique et sains 
(B) ainsi que les différents sous structures au niveau de chaque sous branche (C). 
L’analyse par composante principale révèle que les spectres des trois tissus peuvent 
être clairement distingués (D), en utilisant la composante principale ayant le maximum 
de variance (E), et indique le rôle des différentes protéines dans cette séparation (F).  
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  Les spectres sont lissés et le bruit de fond est soustrait, puis une étape de 

réalignement des spectres est effectuée pour corriger les variations de m/z des pics 

liées à la position du porte-échantillon et les variations de rugosité de la surface 

étudiée. Une normalisation est ensuite effectuée pour corriger les variations d'intensité 

du courant ionique total afin de réduire les variations inter-spectres observées au cours 

de la même acquisition. Les données permettent ensuite de reconstruire des cartes 

2D de densité ionique de la distribution des composants étudiés. Pour chaque signal, 

la variation d'intensité est reportée sur une échelle de couleur. Les résultats peuvent 

alors être présentés pour chaque composé individuellement ou pour 2 à 3 composés 

sur une même image. Des outils informatiques permettent de faciliter l’interprétation 

(Jones et al. 2012). Notamment, des régions d’intérêt peuvent être définies et 

comparées par analyse de segmentation ou Hierarchical Clustering. 

 

Applications de l'imagerie MALDI en oncologie 

 L’imagerie MALDI peut être appliquée aux tissus sains et aux tissus tumoraux. 

Elle permet d’étudier des métabolites issus de médicaments, des lipides, des peptides 

ou des protéines. Ces applications pourraient donc être larges en oncologie : 

amélioration du diagnostic en intégrant les données de la protéomique aux données 

histopathologiques et de biologie moléculaire, identification des combinaisons 

thérapeutiques à privilégier en identifiant les marqueurs tumoraux et les marqueurs 

pronostiques, évaluation de l’efficacité et de la toxicité des traitements (Franck et al., 

2009). 

 

• Identification de marqueurs tumoraux 

 Dans une étude sur le cancer de l’ovaire, l’imagerie MALDI a permis d’identifier 

un biomarqueur ayant un ratio m/z de 9744 et correspondant à un fragment de la sous-

unité régulatrice du protéasome 11S (REG-α) permettant de mettre en évidence la 

transformation des cellules de l’état bénin à un état malin, autorisant ainsi un 

diagnostic précoce (Figure 9) (Lemaire et al., 2007). Ce marqueur a ensuite est validé 

sur une cohorte de 175 patients de stade 3 et 4. Il a été retouvé au niveau de stade 

plus précoce, stade 1 et il est marqueur de la rechute (Longuespée et al., 2012). 

D’autres équipes ont confirmé sa présence dans des études multi-centriques dans 

d’autres cancers e.g. le cancer du sein (Dekker et al., 2014), et dans les sarcomes 

(Lou et al., 2017).  
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Figure 9 : Identification de REG-α comme biomarqueur du cancer de l’ovaire 

Profils MALDI de trois échantillons de cancer de l’ovaire versus trois échantillons 

sains et image moléculaire du fragment de REG-α (m/z 9744) a une résolution de 50 

μm d’une section de tissu de cancer de l’ovaire. (Adaptée de Franck et al., Molecular 

and Cellular Proteomics).  

 

 

• Détermination des marges tumorales 

 L’analyse MALDI-MSI couplée aux analyses statistiques a permis la 

discrimination de régions tissulaires hyperplasiques, néoplasiques et stromatiques de 

cancer de la prostate stade IV (Bonnel et al., 2011) (Figure 10).  
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Figure 10 : Imagerie MALDI de tissu du cancer de la prostate : Classification 

hiérarchique des spectres obtenus pour chaque zone histologique de la coupe de tissu  

Chaque couleur correspond à un groupe de spectre (« cluster ») (A). Image 
moléculaire de chacun des ions issus de chacun des groupes hiérarchiques de 
spectres (B).  
 

 Dans une autre étude, 4 régions d’intérêt étaient mises en évidence : tumeur, 

marge tumorale, marge saine et tissu sain. L’imagerie MALDI permettait ainsi de 

différencier les signatures moléculaires des tissus adjacents histologiquement sains et 

des tissus tumoraux (Oppenheimer et al., 2010).  

 

• Détermination de marqueurs pronostiques   

 Des profils protéiques corrélés à la survie de patients présentant des cancers 

gastro-intestinaux ont été identifiés. Une signature de 7 protéines était associée à un 

pronostic défavorable. Le rôle pronostique défavorable de 3 protéines identifiées 
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(HNP-1, CRIP1 et S100-A6) était validé sur une cohorte indépendante (Balluff et al., 

2011).  

 

• Détermination des effets thérapeutiques des traitements 

 Dans une étude évaluant l’intérêt de la combinaison d’un traitement par 

radiothérapie et par un inhibiteur d’EFGR (epidermal growth factor receptor)/VEGFR 

(vascular endothelial growth factor receptor inhibitor), AEE788, dans un modèle animal 

de cancers de prostate, les analyses MSI ont démontré que l’agent AEE78 était 

distribué de façon hétérogène mais suffisante dans les cohortes de répondeurs 

(Huamani et al., 2008). 

 

Imagerie MALDI couplée à l'analyse microprotéomique 

 L’imagerie MALDI met en évidence des signatures moléculaires mais ne permet 

pas d’identifier les marqueurs sélectionnés. Cette identification peut être réalisée par 

fragmentation des peptides obtenus après digestion enzymatique in situ directement 

sur le tissu (Franck et al., 2010 ; Bonnel et al., 2011). Cependant dans ce cas, le 

nombre de protéines identifiées est limité à quelques dizaines parmi les plus 

abondantes en raison d’une intensité de signal faible de la majorité des peptides. Ainsi, 

le spectre obtenu contient un nombre trop faible de fragments et ne permet pas une 

identification précise des protéines dont ces fragments sont issus lors de l’interrogation 

des banques de données. De nouvelles stratégies ont donc été développées, utilisant 

la microprotéomique, afin d'identifier un grand nombre de protéines à partir d’un micro-

environnement à une échelle de 500 μm en réalisant une micro-digestion sur les 

régions d’intérêt sélectionnées d’un échantillon. Après l’étape de micro-digestion, les 

régions d’intérêt sont soumises à une extraction des peptides par micro-injection 

liquide (Quanico et al. 2013, Wisztorski et al., 2013 ; Wisztorski et al. 2016). Les 

peptides de digestion ou les protéines entières sont ensuite extraits pour être analysés 

par LC-MS/MS en vue de leur identification (Figure 11). 
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 Figure 11: Stratégie de micro-extraction pour l’identification des molécules par micro-

injection liquide de la surface de l’échantillon 

Les étapes 1 à 4 peuvent être répétées plusieurs fois pour optimiser l’extraction. 
(D’après Wisztorski et al., 2013). 
 

 La faisabilité et l’intérêt de cette technique ont été démontrés dans le cadre des 

tumeurs de l’ovaire (Wisztorski et al., 2013). Des profils différents étaient mis en 

évidence avec d’une part des protéines correspondant à des régions tumorales avec 

des protéines de la voie P53 et des protéines habituellement impliquées dans les 

cancers de l’ovaire, et d’autre part des protéines correspondant à des régions 

bénignes. La reproductibilité de la qualité et la quantité de protéines identifiées par 

cette technique ont également été rapportées lors d’analyse de cerveaux de rats 

(Wisztorski et al. 2016). 

 

 En résumé, l’imagerie MALDI détermine la localisation de molécules et de 

signatures moléculaires. La spectrométrie de masse permet d’identifier ces molécules 

en réalisant des micro-extractions. Ainsi, à partir des spectres obtenus dans les zones 

de tissu pathologique, sont extraites les informations de masse des composés 

responsables de la discrimination de ces spectres. Ces composés biomarqueurs 

potentiels peuvent ensuite être identifiés directement sur la coupe pour les petites 

molécules (lipides, métabolites et peptides) ou en association avec des techniques de 

microprotéomique localisées pour les protéines. C’est dans ce sens qu’on parle d’« 

histologie moléculaire » pour définir l’imagerie par spectrométrie de masse MALDI 

(Fournier et al., 2008). 
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3. Protéomique des gliomes 

Quelques équipes se sont intéressées jusqu’à présent au profil protéomique 

des gliomes. Certains marqueurs ont déjà été identifiés sur différents supports : 

cultures cellulaires, fragments tumoraux, liquides céphalo-rachidiens, plasmas de 

patients atteints de gliome.  

 

3.1 Lignées cellulaires et modèles animaux 

De nombreuses études ont évalué les analyses de protéomique sur les lignées 

cellulaires. Les analyses protéomiques ont été utilisées pour explorer les mécanismes 

physiopathologiques et l’effet des traitements notamment.  

Dans le cadre de l’étude des mécanismes physiopathologiques, on note 

notamment le screening et l’identification des cibles de micro RNA-128 qui pourraient 

inhiber la prolifération des gliomes par l’intermédiaire des gènes E2F3a et BMI1 (Yang 

et al., 2015), l’analyse des glycoprotéines de surface (Bock et al., 2012 ; Autelitano et 

al., 2015), la comparaison entre protéome et sécrétome des cellules glioblastoma 

multiforme-derived neural stem (GNS) et des cellules neural stem (NS) (Thirant et al., 

2012 ; Okawa et al., 2016), les différences entre glioblastomes primaires et 

secondaires à travers les lignées HRAS et mutant IDH1-driven (Doll et al., 2016), le 

rôle de unfolded proteins response (UPR) (Redzic et al., 2016), l’étude du micro-

environnement tumoral (hypoxie) (Yoon et al., 2014), l’étude des phénomènes de 

migration cellulaire et de dégradation de la matrice extra cellulaire (Mallawaaratchy et 

al., 2015), l’étude du rôle de mTORC2 (rapamycin complex 2) (Chantaravisoot et al., 

2015). 

Dans le cadre de l’étude des effets des traitements et des phénomènes de 

résistance, on peut souligner la résistance à la cytotoxicité des cellules NK (He et al., 

2014), l’analyse des effets de l’EGFR sur les protéines impliquées dans l’invasion par 

les cellules de glioblastomes (Sangar et al., 2014), la résistance à l’oxyde nitrique 

(NO), utilisé pour inhiber la croissance des cellules tumorales dans des modèles 

animaux (Leon et al., 2015), la résistance au BCNU, agent de chimiothérapie utilisé 

pour le traitement des gliomes (Poschmann et al., 2015), au S3I201, un inhibiteur de 

STAT3 (Jain et al., 2017). Cette approche permet d’étudier les modifications 

protéomiques associées aux traitements et à la résistance aux traitements. 
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Concernant ces modèles, il faut rappeler que des signatures différentes ont été 

mises en évidence lors de cultures cellulaires primaires issues de glioblastomes entre 

lignées cellulaires neurosphères et lignées cellulaires adhérentes (Collet et al., 2014). 

Dans une autre étude comparant le statut génomique et protéomique de 26 

échantillons tumoraux et les cultures primaires correspondantes, les gains et 

amplifications génomiques étaient généralement perdus en culture, alors que les 

pertes génomiques étaient conservées (Howley et al., 2012). Des différences étaient 

également observées entre les études en protéomique des lignées cellulaires de 

gliomes et les lignées obtenues directement à partir de tissu tumoral de glioblastome 

(Vogel et al., 2015). Ainsi, 160 protéines étaient gagnées et 60 étaient perdues en 

culture par rapport aux échantillons obtenus à partir de glioblastomes. Parmi ces 

protéines, 7 étaient significativement augmentées et 10 significativement diminuées 

dans les cultures déjà établies. Dans ces protéines on retrouvait des facteurs de 

transcription, des gènes suppresseurs de tumeurs, des protéines du cytosquelette et 

des protéines du métabolisme cellulaire. 

Enfin, quelques modèles animaux ont été utilisés pour l’étude du profil 

protéomique des xénogreffes de glioblastomes (Goplen et al., 2006 ; Rajcevic et al., 

2009 ; Ait Belkacem et al., 2014), de l’invasion par les cellules de gliomes malins 

(Maruo et al., 2013), l’effet de la radiothérapie (Wibom et al., 2006) ou la réponse au 

traitement anti-angiogénique (Demeure et al., 2016). 

 

3.2 Fluides 

 La mise en évidence de marqueurs spécifiques dans le sang pour le dépistage 

ou le suivi de tumeurs cérébrales représente un enjeu majeur car le geste reste peu 

invasif par rapport à une chirurgie intracrânienne et pourrait être répété au cours du 

suivi des patients. Différentes techniques de protéomique ont été étudiées sur des 

patients ou des témoins sains. 

 Dans une étude comparant le protéome du sang de patients et de contrôles sains 

par technique 2DE et 2D-DIGE, 55 spots de protéines étaient statistiquement différents 

entre les 2 groupes de patients (Gollapalli et al., 2012). Parmi les protéines identifiées, 

on notait l’haptoglobine, le précurseur du plasminogène, les apolipoprotéines A-1 et 

M, et la transthyrétine, déjà connues pour leur rôle dans la croissance et la migration 

tumorales L’analyse des lipides retrouvait des taux élevés de cholestérol, 

triacylglycérol et lipoprotéines de faible densité chez les patients présentant un 
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glioblastome. 

 Un panel de 3 protéines, FTL, S100A9 et CNDP1, était identifié comme 

biomarqueur potentiel de glioblastome par la technique iTRAQ couplée à LC-MS/MS 

(Gautam et al., 2013). Un second panel de 3 protéines S100AB, S100A9 et CXCL4 

était identifié dans le sang comme biomarqueur potentiel de glioblastome par SELDI-

ToF MS technology (Popescu et al., 2014). Enfin, un troisième panel de 3 protéines 

LYAM1, BHEA40 et CRP était identifié dans le sang par antibody microarray, comme 

biomarqueurs de glioblastomes (Nijaguna et al., 2015). 

 Dans une autre étude utilisant l’approche human proteome chips, des signatures 

permettant de classer avec une bonne sensibilité et une bonne spécificité le sang des 

patients porteurs d’une tumeur cérébrale selon son grade ont été mises en évidence 

(Syed et al., 2016). Les protéines SNX1, EYA1, PQBP1 et IGHG1 étaient retrouvées 

dans les différents grades de tumeurs, alors que NEDD9, impliquée dans la migration 

cellulaire, était dysrégulée dans les glioblastomes et que STUB1 et YWHAH étaient 

dysrégulées dans les grades II. 

 

 L’analyse du liquide céphalo-rachidien (LCR) est également un enjeu chez les 

patients avec gliomes. L’analyse du LCR permet de court-circuiter la barrière hémato-

méningée qui peut impacter les résultats observés dans le sang. Par ailleurs, la 

présence de protéines majoritaires est moindre dans le LCR par rapport au sang.  

L’étude du LCR peut être réalisée après recueil de LCR lors d’une ponction lombaire 

ou lors d’une chirurgie cérébrale. Il faut toutefois rappeler que la réalisation d’une 

ponction lombaire est un geste plus invasif qu’une prise de sang et surtout parfois 

contre-indiqué chez les patients avec une tumeur cérébrale. Dans une méta-analyse, 

19 protéines étaient identifiées comme pouvant servir de marqueur différentiel dans le 

LCR de gliome (Shen et al., 2014). Ces protéines interviennent dans la réponse 

inflammatoire, la réponse au stress et à l’hypoxie et l’apoptose. Une seule protéine, 

l’attractine, était identifiée par 2 fois parmi les 8 études réalisées. 

 Les différences observées entre ces études peuvent être expliquées par des 

variations dans la taille des échantillons analysés (nombre de LCR analysés), dans les 

procédures de préparation et d’analyse et enfin dans les critères définissant le niveau 

requis pour être qualifié de différentiel. Il faut souligner que les seules informations 

provenant des protéines sécrétées par les cellules tumorales ou les exosomes peuvent 

être identifiées par analyse du sang ou du LCR. Par ailleurs, dans les fluides, comme 
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le sérum ou le LCR, la concentration en protéines peut varier très largement, et la 

présence de protéines très abondantes peut masquer la présence de protéines moins 

abondantes (Anderson et al., 2002). 

 

Ainsi, les résultats de ces études sur les fluides, bien que prometteurs restent 

à valider sur des populations plus grandes de patients et en utilisant des techniques 

plus précises, telles que l’analyse MALDI couplée à la microprotéomique. 

 

3.3 Echantillons tumoraux 

 Plusieurs études de protéomique ont été réalisées sur des échantillons tumoraux 

collectés directement après chirurgie cérébrale. Les principales études sont 

présentées dans le Tableau 4.  

 

 La qualité des études dépend de différents facteurs: le nombre d’échantillons 

analysés doit être suffisant pour permettre la réalisation d’analyses statistiques fiables, 

les variations individuelles au sein de chaque échantillon doivent être vérifiées, le 

volume des échantillons doit être suffisant pour la réalisation des analyses de 

protéomiques (1 mm2 pour les tissus en général), la qualité des échantillons doit être 

vérifiée en terme de dégradation et de contamination et enfin des procédures doivent 

être établies pour chaque étape (Kalinina et al., 2013 ; Heroux et al., 2014). 

 Initialement les études de protéomique étaient principalement réalisées par des 

techniques de gel-based protéine profiling. Cependant les approches par 

spectrométrie de masse ont ensuite été développées car elles autorisent une meilleure 

résolution, et améliorent la mise en évidence des protéines exprimées de façon 

différentielles. 

 Seul un nombre limité de publications ont inclus au moins 50 échantillons : 

Iwadate et al., 2004; Iwadate et al., 2005; Schwartz et al., 2005; Jiang et al., 2006; 

Khalil et al;, 2007; Polisetty et al., 2013 et Stetson et al., 2016. 

 L’analyse protéomique était réalisée par analyse de gel 2D pour 4 d’entre-elles 

(Iwadate et al., 2004; Iwadate et al., 2005; Schwartz et al., 2005; Khalil et al., 2007), 

par reverse phase protein array pour 2 d’entre-elles (Jiang et al., 2006; Stetson et al., 

2016), par iTRAQ et spectrométrie de masse à haute résolution pour une (Polisetty et 

al., 2013). 

 En 2004, une étude réalisée en gel 2D sur 85 échantillons tumoraux mettait en 
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évidence un set de 37 protéines exprimées de façon différentielle entre tumeur et 

cerveau sain (Iwadate et al., 2004).  La plupart des protéines du set identifiées dans 

les glioblastomes ont un rôle dans la transduction, comme par exemple les protéines 

G. 

 La même équipe a ensuite étudié la chimiosensibilité des gliomes à divers agents 

thérapeutiques (cyclophosphamide, nimustine, cisplatin, cytosine arabinoside, 

mitomycin C, peplomycin, adriamycin, etoposide, vincristine, paclitaxel) sur 93 

échantillons tumoraux analysés selon des techniques de gel 2D (Iwadate et al., 2005). 

Un set de 41 protéines était significativement affecté par chaque catégorie de 

traitements anti-cancéreux. 

 En 2005, une expression différentielle de protéines était également mise en 

évidence par analyse de gel 2D et MALDI sur 108 échantillons de gliomes, avec à la 

fois des patients avec une longue survie et des patients ayant une survie plus courte 

(Schwartz et al., 2005). Six biomarqueurs significativement différents entre les 2 

groupes étaient identifiés : calcyclin, dynenin light chain, calpactin I light chain, 

tubuline- specific chaperone A, astrocytic phosphoprotein PEA 15*, fatty acid binding 

protein 5, et deux biomarqueurs étaient retrouvés comme ayant une valeur 

pronostique : dynein light chain 2 and calcyclin. 

 En 2006, une autre équipe mettait en évidence un set de 12 protéines capable 

de différencier les glioblastomes des gliomes de bas grade à partir de 82 échantillons 

tumoraux (37 glioblastomes et 45 gliomes de bas grade) évalués reverse phase 

protein array (Jiang et al., 2006). L’association de la phosphorylation d’AKT en Thr 308 

et non Ser473 avec les glioblastomes suggère un rôle spécifique de cette voie lors de 

la transformation en glioblastome. 

 Une équipe a étudié en 2007, par technique 2D gel 50 échantillons de gliomes 

de grade divers, et a mis en évidence 91 protéines uniques, dont 20 n’avaient 

jusqu’alors jamais été décrites dans un contexte de tumeur cérébrale, apportant ainsi 

de nouvelles informations sur cette pathologie (Khalil et al., 2007). 

 L’équipe de Polisetty a évalué 100 échantillons tumoraux de gliomes, dont 45 

étaient des astrocytomes et 6 contrôles correspondant à des échantillons de cortex 

temporal prélevés dans le cadre d’une chirurgie pour épilepsie (Polisetty et al., 2012 ; 

Polisetty et al., 2013). Les auteurs ont mis en évidence un set de protéines exprimés 

différemment entre les 2 groupes par la technique liquid chromatography-mass 

spectrometry/mass spectrometry Isobaric tags for relative and absolute quantitation 
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(LC-MS/MS iTRAQ), appartenant principalement à des phénomènes cellulaires tels 

que modification post-transcriptionnelle, translation protéique, réponse précoce au 

signal. Les protéines heterogeneous nuclear ribonucleoproteins (hnRNPs), impliquées 

dans les modifications, la stabilité et la distribution d’ARNm semblaient jouer un rôle 

particulièrement important. 

 Une équipe a étudié les caractéristiques protéomiques de 203 glioblatomes 

nouvellement diagnostiqués (102 dans une cohorte de training et 101 dans une 

cohorte de validation, bien équilibrées en terme de facteurs pronostiques) par la 

technique reverse phase protein array (RPPA) et a analysé le rôle pronostic de ces 

données (Stetson et al., 2016). Un set de 13 protéines avec un rôle pronostic était 

identifié (dénommé PROTGLIO): Cox-2 and Annexin 1, AMP-activated protine kinase 

(AMPK)-1, p Jun, p Met, p CHEK1, Cox-2, GAB2, IGFBP2, p NFKB1, SMAD1, p Src, 

Src, TGM2. Cette signature protéique permettait de prédire la survie (log-rank test: 

p=0.0009):  dans la cohorte de training, la médiane de survie était de 12 mois dans le 

groupe à haut risque et de 26 mois dans le groupe à faible risque et dans la cohorte 

de validation, la médiane de survie était de 13 mois dans le groupe à haut risque et 20 

mois dans le groupe à faible risque. Cette signature protéique était distincte des autres 

facteurs pronostiques déjà connus tels que âge au diagnostic, qualité de la résection 

chirurgicale, indice de Karnosky en post-opératoire, traitement par temozolomide et 

radiothérapie, et méthylation du gène MGMT. Le modèle était ensuite également 

validé sur un set de tumeurs de grade II IDH non mutées. 

 Une autre équipe a examiné l’évolution des données de protéomique entre le 

moment du diagnostic de glioblastome et la récidive tumorale chez un patient (de 

Aquino et al., 2015). Dans cette étude, une expression des protéines différentes était 

mise en évidence au niveau de mêmes régions anatomiques entre le moment du 

diagnostic et le moment de la récidive, à un an d’intervalle. Plusieurs protéines clés, 

comme S100A9 et plusieurs réseaux, comme Ras, RHO GTPases activate PKNs ou 

ceux liés au phénomène d’apoptose étaient identifiés. 

  

L’ensemble des études ont été regroupées dans le Tableau 4, ci-dessous.  
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Tableau 4 : Principales études de protéomiques réalisées sur des échantillons 

tumoraux humains 
References Type et nombre d’échantillons Extraction 

des 

protéines 

Analyse protéique Protéines identifiées Commentaires sur les 

protéines identifiées 

Hanash et al., 

2002 

glioblastome (n=12) 

Grade I et II (n=11) 

ND gel 2D, LC 22 protéines d’intérêt surexprimées 

 

patterns différents selon le 

grade tumoral 

Hiratsuka et al., 

2003 

glioblastome (n =2) 

grade I (n=1) 

grade III (n=2) 

 

et zones péritumorales 

 

ND gel 2D, MALDI-

TOF-MS 

15 protéines d’intérêt : 11 

surexprimées et 4 sous-exprimées  

 

protéines du cytoquelette dont  

SIRT2 (sirtuin homologue 2) tubulin 

deacetylase  

patterns différents entre tissu 

tumoral et péritumoral 

Hobbs et al., 

2003 

glioblastome  (n=4) lysis buffer gel 2D, SELDI-

TOF-MS 

Identification de protéine, sans profil 

caractéristique  

 

mise en évidence d’une 

hétérogénéité de l’expression 

protéique au sein d‘une même 

tumeur 

Iwadate et al., 

2004 

glioblastome (n=52) 

astrocytomes anaplasiques (n=13) 

astrocytomes grade II (n=10) 

cerveau normal (n=10) 

lysis buffer gel 2D, MALDI 

TOF-MS 

350 protéines identifiées / 37 

protéines différentielles 

 

protéines de trnasduction du signal 

dont small G-proteins 

patterns différents entre tissu 

tumoral et cerveau normal  

patterns différents selon le 

grade tumoral 

 

Furuta et al., 

2004 

glioblastome primaire (n= 6),  

glioblastome  secondaire (n=7) 

astrocytome grade II (n=5) 

astrocytomes grade III (n=2) 

microdissec

tion 

manuelle et  

lysis buffer 

gel 2D, Nano LC-

MS/MS (QSTAR) 

11 protéines différentielles 

 

patterns différents entre les 

glioblastomes primaires et les 

glioblastomes secondaires 

Schwartz et al., 

2005 

gliome (n=14) 

tumeur crête neurale (n=1) 

contrôle (n=5) 

frozen 

tumor 

section 

MALDI-MS  >200–400 pics patterns différents selon le 

grade 

 

patterns différents entre tissu 

tumoral et cerveau normal 

Chumbalkar et 

al., 2005 

astrocytomes (n=27) 

Contrôle avec épilepsie (n=ND) 

 

lysis buffer gel 2D, MALDI-

TOF  

72 protéines différentielles  

protéines du cytosquelette, protéines 

des filaments intermédiaires, heat 

shock proteins 

patterns différents selon le 

grade tumoral 

 

Iwadate et al., 

2005 

gliomes (n=93) 

après drogues cytologiques 

lysis buffer 

 

2DE, silver stain, 

MALDI-TOF MS: 

PMF 

41 protéines différentielles 

 

protéines de transcription du signal 

associées à une meilleure sensibilité 

de la chimiothérapie 

Identification de protéines 

permettant de définir 

l’efficacité des chimiothérapies 

Wang et al., 

2005 

glioblastome  (n=1) microdissec

tion 

manuelle et  

lysis buffer 

Capillary IEF-nRP-

LC (cIEF), IEF; RP 

ESI MS/MS 

(QTOF) 

1820 protéines différentielles 

 

Nestin, Anx A1 (16 and 18 unique 

peptides, respectively)  

hétérogénéité intratumorale  

Odreman et al., 

2005 

glioblastome (n=10) 

astrocytomes fibrillaires grade II 

(n=10)  

lysis buffer 2DE, IEF ; LC-ESI-

MS/MS  

(ion trap) 

85 protéines identifiées, dont 15 

différentielles  

 

patterns d’expression 

différents selon le grade 

 

Schwartz et al., 

2005 

glioblastome (n=57) 

grade III (n=22) 

grade II (n=29) 

cerveau normal (n=19) 

frozen 

tumor 

section 

gel 2D et MALDI 

MS/ MS ou ESI-IT 

300–500 pics de protéines 

6 protéines discriminantes pour la 

survie 

pattern pronostic  

Jiang et al., gliomes grade II (n=82) lysis buffer RPPA 46 protéines identifiées, dont 18 patterns d’expression différent 
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2006 astrocytomas (n=8) 

oligodendrogliomas (n=7) 

oligoastrocytomas (n=3) 

anaplastic astrocytomas (n=10) 

oligodendrogliomas (n=11) 

oligoastrocytomas (n=6)  

glioblastome (n=37) 

 différentielles 

 

protéines impliquées dans 

prolifération cellulaire, survie 

cellulizre, apoptose, angiogenèse et 

invasion cellulaire 

selon le grade 

 

 

Li et al., 2006 astrocytomes de grade II-IV (n=10) 

vs cerveau normal (n=4) 

microdissec

tion 

manuelle  

gel 2D, Nano-LC-

MS/MS peptide 

identification 

500 protéines identifiées, dont 17 

différentielles  

protéines facteurs de transcription, 

facteurs de croissance, prolifération 

pathway 

pattern d’expression différent 

selon le grade 

Khalil et al., 

2007 

gliomes (n=50) vs. contrôles lysis buffer gel 2D,  MALDI 

TOF MS: PMF LC-

MS/MS 

211  protéines identifiées, dont 91 

différentielles  

identification de nouvelles 

protéines impliquées dans les 

gliomes 

Okamoto et al., 

2007 

oligodendrogliomes de grade III 

(n=3), oligodendrogliomes de 

grade II (n=6) 

lysis buffer 

 

gel 2D, LC-MS panel de 19 protéines pattern permettant de 

différencier les 

oligodendrogliomes avec et 

sans délétion 1p 

Mustafa et al., 

2007 

vaisseaux sanguins de GB (n=10) 

vs. cerveau normal (n=10) 

microdissec

tion laser  

direct MALDI-

FTMS nano-LC-

MALDI-TOF/ TOF  

 

189 protéines idendifiées, 16 

différentielles  

4 protéines identifiées uniquement 

dans les vaisseaux de gliome 

protéines impliquées dans 

angiogénèse 

identification de protéines 

présentes uniquement dans 

vaisseuax tumoraux et non 

dans vaisseaux cérébraux 

normaux 

Li et al. 2008  

 

grade II (n=4) 

grade III (n=4) 

glioblastome  (n=4)  

microdissec

tion 

manuelle  

capillary IEF-nRP-

LC- MS/MS 12 

unique cIEF 

peptide fractions 

analysed by RP 

and quadrupole-

TOF-MS. 

104 protéines différentielles  

mise en évidence de  Wolf-

Hirschhorn syndrome candidate 1 

(WHSC1)  

rôle de  WHSC1 dans 

prolifération tumorale 

An et al., 2009 glioblastome  (n=10) vs. lignées 

cellulaires (U87, HEK293T, neural 

stem cells) 

lysis buffer 

 

2DE : IEF; MALDI- 

TOF: PMF 

99  protéines différentielles 

 

dont annexin 2 

rôle de annexine 2 dans 

migration cellulaire 

Melchior et al., 

2009 

glioblastome  (n=1) lysis buffer 

 

bottom–up: peptide 

2D-LC, MALDI- 

TOF/ TOF; semi-

top down: IP-RP 

HPLC on protein 

and peptide level, 

MALDI- TOF/TOF  

2660  protéines totales / 1401  

protéines différentielles  

technique bottom-up : 1245 protéines 

technique bottom-down : 1005 

protéines 

overlap de 580 protéines (34.6%) 

exploration overlap entre 

techniques bottom-up et 

bottom-down 

Park et al., 2009 glioblastome  (n=3) lysis buffer 

 

2DE: IEF ; MALDI-

TOF: PMF 

NR  protéines totales  / 12  protéines 

différentielles 

 

rôle dans pathway impliqués dans la 

progression des tumeurs cérébrales 

 

 

hétérogénéité intra-tumorale 

 

Rostomily et al., 

2010 

Oligodendrogliomes grade II with 

(n=5) and without 1p/ 19q deletions 

(n=5) 

lysis buffer 

 

microcapillary LC- 

MS, ICAT 

442 protéines idenitifées  / 163 

protéines différentielles 

 

protéines impliquées dans invasion 

extracellulaire, invasion, migration 

patterns différents entre 

tumeurs avec et sans 

codélétion 1p/19q 
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Collet et al., 

2011 

glioblastome  (n=5) 

Cerveau normal, patients 

épileptiques (n=5) 

 

 

lysis buffer 

 

gel 2D avec 

standard mixte 

intégré et DeCyder 

software  

51 protéines identifiées / 22 protéines 

différentielles 

 

patterns d’expression 

différents entre glioblastome 

et tissu sain 

 

Fang et al., 

2012 

glioblastome  (n=5) 

astrocytome grade III (n=3) 

astrocytome grade II (n=4) 

 

 

microdissec

tion  

CITP/ nano-RPLC 

  

177, 120, et 594 proteines 

différentielles nucléaires détectées 

grades II, III, and IV, respectivement 

 

protéines impliquées dans  STAT 

expression in the Jak-Stat signaling 

pathway (activation de la 

différentiation des astrocytes) 

 

protéines de membrane dont EGFR 

et Erbb2 

patterns différents entre 

grades de gliome 

 

Polisetty et al., 

2012 

astrocytomes (n=45, dont 13 

anaplasiques) 

 

lysis buffer 

 

iTRAQ and high-

resolution mass 

spectrometry (LTQ 

Orbitrap Velos)  

 

1834 protéines identifiée, dont 356 

différentielles   

 

protéines de membrane, signal du 

calcium et homéstasie 

patterns de sous-type tumoral 

Yang et al., 

2012 

oligodendrogliomes avec perte 1p 

(n=4) 

oligodendrogliomes sans perte 1p 

(n=4) 

 

 

lysis buffer 

 

iTRAQ, 2D-LC-

MS/MS 

449  protéines différentielles, dont 13 

significativement différentes entre les 

groupes 

 

 

patterns différents selon statut 

1p 

 

 

 

 

Patel et al., 

2013 

glioblastome (n=16) lysis buffer 

 

LC-MS/MS  

 

1491 protéines identifiées 

identificatin d’une signature 

protéomique à partir de 50 gènes 

pattern marqueur de pronostic 

Lemée et al., 

2013 

Zone péritumorale 

de glioblastome  (n=6) et contrôles 

avec épilepsie (n=3) 

 

 

lysis buffer ICPL method 

followed by  

GLC–MS/MS 

analysis  

197 protéines non-redundantes dont 

35 differentielles  

patterns différents entre 

tumeur et zone péri-tumorale 

Mueller et al., 

2013 

glioblastome  nouvellement 

diagnostiqués (n=39) 

microdissec

tion laser 

RPPMA 

 

133 protéines et phosphoprotéines 

identifiées, dont 44% différentielles  

 

dont cilbles de  mTOR, AKT, STAT1, 

VEGFR2, or BCL2 

importance de la 

standardisation de la 

technique (rôle du tumor cell 

enrichment)  

Polisetty et al., 

2013 

gliomes (n=6) 

contrôle (n= 3) 

digestion 

trypsique 

 

 

iTRAQ and high 

resolution LC-

MS/MS mass 

spectrometry 	(LTQ 

Orbitrap Velos) 

2642 protéines identifiées, dont 266 

protéines différentielles   

signal post transcriptionnel, acute 

phase response signaling 

patterns différents entre 

tumeurs et échantillons 

contrôles 

 

Simeone et al., 

2014 

tumeurs de haut grade (n=25) 

tumeurs de bas grade (n=10) 

contrôle (n=5) 

sonication 2D-PAGE 48 protéines différentielles   

réseaux p53 et EGFR  

patterns différents entre 

tumeurs et échantillons 

contrôles 

 

Turtoi et al., 

2014  

glioblastome (n=6) 

et lignée cellulaire U87  

 

lysis buffer 
 

nanoHPLC− 

MS/MS  

 

898 protéines identifiées, dont 633 

différentielles   

 

mise en évidence COL6A1 

dans les régions péri-

vasculaires tumorales et dans 

les structures 

pseupalissadiques des 

cellules gliales 
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Heroux et al., 

2014 

glioblastome  (n=10) 

contrôles de patients épileptiques 

(n=10) 

 

 

sonication 

 

 

 

SDS-PAGE  puis 

LC/MS  

gliomes : 6402 protéines identifiées 

épilepsie : 1201 protéines identifées 

 

protéines impliquées dans la 

progression tumorale, l’agressivité et 

l’invasion tumorale 

patterns différents entre 

tumeurs et échantillons 

contrôles 

 

Deighton et al., 

2014 

glioblastome  de patients jeune 

(âge médian 36 ans) vs. Contrôle 

péritumoral de 10 jeunes patiens 

(âge médian= 32) puis 5  

glioblastome  > 60 ans 

ND  

 

Gel 2D, puis 

LC/MS 

90 protéines significativement 

altérées chez les jeunes patients 

 

protéines impliquées dans les 

interactions protéines-protéines de 

l’immunoprotéosome, le sibnal NFkB, 

les fonctions mitochondriales 

patterns différents entre les 

glioblastomes de sujets jeunes 

et de sujets âgés 

 

 

Gimenez et al., 

2015 

glioblastome (n=8, dont 4 avec une 

courte survie et 4 avec une longue 

survie),  

 

astrocytome grade II (n=4),  

oligodendrogliome grade II (n=4), 	

oligodendroglioma grade III (n=4) 

 

contrôles non tumoraux (n=4) 

lysis buffer 

 

iTRAQ-based 

quantitative 

proteomic analysis 

1095 protéines identifées, dont 268 

différentielles  

 

protéines impliquées dans les 

processus métaboliques, les 

processus de régulation, liaison aux 

protéines, ARN et nucléotide 

 

patterns pronostiques et 

patterns de sous-type tumoral 

 

 

 

Guo et al., 2015 gliome (n=1) lysis buffer 

 

Gel 2D, LC-ESI-

MS/MS 

24 phosphotyrosine-containing 

protéines identifiées 

 

proteines impliquées dans différents 

réseaux comme stress oxydatif, 

réponse au stress, migration 

cellulaire   

présence de protein tyrosine 

phosphorylation  
  

 

 

Khaghani-Razi-

Abad et al., 

2015 

glioblastome  ou 

oligodendrogliome de haut grade 

(n=10) 

 

tissu contrôle (ND) 

lysis buffer 

 

gel 2D, MALDI 

TOF/TOF mass  

1328 spots identifiés, dont 157 sous-

exprimés et 276 sur-exprimés  

 

protéines impliquées dans les 

modifications post-translationnelles 

 

patterns différents entre 

tumeurs et échantillons 

contrôles 

 

Robertson et 

al., 2015 

glioblastome (n=4) 

oligodendrogliome grade III (n=4), 

astrocytome grade II (n=4), 

oligodendrogliome grade II (n=4) 

lysis buffer 

 

iTRAQ-based 

quantitative 

proteomic analysis 

1095 protéines identifiée, dont 268 

différentielles   

 

protéines impliquées dans les 

processus métaboliques, régulation 

de processus biologiques et la liaison 

aux protéines, ARN et nucléotides 

patterns diagnotisques et 

pronostiques 

 

Gupta et al., 

2016 

glioblastome  (n=22) digestion 

trypsique 

 

 

iTRAQ and high-

resolution mass 

spectrometry (LTQ 

Orbitrap Velos) 

1834 protéines identifiées, dont 710 

différentielles  

overlap de 327 protéines (60%) entre  

transcriptomique et protéomique 

 

protéines impliquées dans la 

prolifération, l’invasion 

overlap transcriptomique et 

protéomique 

Ren et al., 2016 glioblastome  (n=5),  

astrocytome grade III (n=5) 

astrocytome (n=2) 

gliome grade I (n=5)  

  

lysis buffer iTRAQ, 2D LC/MS-

MS 

 

2190 protéines identifiées  

rapport aux grades I : 173 (12.4%), 

304 (14%), et 462 (21.2%) de 

protéines différentielles avec les 

grades II, III, and IV, respectivement 

 

patterns différents entre les 

différents grades de tumeur 
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cIEF : capillary isoelectric focusing ; ESI : Electro Spray Ionization ;  FTMS : Fourier transformation mass 

spectrometry ; ICPL : isotope-coded protein labeling; IEF : Isoelectric focusing ;  iQTAQ; Isobaric tags for relative 

and absolute quantification; IT : ion trap ; iTRAQ: Isobaric tags for relative and absolute quantitation; LC : liquid 

chromatography ; LC/MS-MS: liquid chromatography/mass spectrometry – mass spectrometry; MALDI: Matrix 

Assisted Laser Desorption Ionisation ; MS : mass spectrometry ; nano-RPLC: nano-reversed phase liquid 

chromatography; RPPA: reverse phase protein array; RPPMA : Reverse Phase Protein Microarray Analysis, 

nano-RPLC : nano-reversed phase liquid chromatography; SELDI : Surface enhanced laser desorption 

ionization ; TOF : time of flight spectrometry  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

protéines impliquées dans la 

prolifération cellulaires, l’invasion et 

l’angiogénèse avec une epxression 

croissante entre bas et haut grade 

Stetson et al., 

2016 

glioblastome  (n=203) X RPPA 13 protéines, dont certaines avec un 

rôle pronostic 

 

protéines impliquées dans la réponse 

inflammatoire (Cox-2, Annexin 1) 

élaboration d’un modèle 

pronostic indépendant 

PROTGLIO 

 

 

De Aquino et 

al., 2016 

glioblastome : 1 cas, au diagnostic 

initial et à récidive 

sonication 4-plex iTRAQ  768 protéines  

 

notamment protéines S100A9 et  Ras 

pathway, RHO GTPases activate 

PKNs pathway 

protéines différentes sur les 

échantillons obtenus sur les 

mêmes régions tumorales lors 

de la récidive à un an  
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CLASSIFICATION PROTEOMIQUE DES GLIOMES PAR ANALYSE EN 

SPECTROMETRIE DE MASSE MALDI COUPLEE A LA MICROPROTEOMIQUE : 

ETUDE GLIOMIC - RECHERCHE DE BIOMARQUEURS PROTÉIQUES DANS LE 

BUT DE RÉALISER UNE CLASSIFICATION MOLÉCULAIRE DES GLIOMES 
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I. Présentation de l’étude GLIOMIC 

 

L’étude GLIOMIC (NCT02473484) constitue le sujet de cette thèse. Afin de 

pouvoir réaliser cette étude de cohorte prospective monocentrique promue par le 

CHRU de Lille, un dossier a été déposé (N° ID-RCB 2014-A00185-42). L’accord du 

Comité de Protection des Personnes a été obtenu le 08/04/2014.  

Le soutien financier est apporté par le Laboratoire PRISM et le SIRIC Onco-Lille. 

 

1. Logistique de l’étude 

Equipes participantes  

- Le Service de Neurochirurgie, Hôpital Roger Salengro, CHRU De Lille 

- Le Centre de Biologie Pathologie, CHRU LILLE, 59037 Lille Cedex 

- Le Centre de Ressources Biologiques / Centre d’Investigations Cliniques 9301, 

CHRU LILLE, 59037 Lille Cedex 

- Laboratoire de Spectrométrie de Masse Biologique Fondamentale et Appliquée, 

59650 Villeneuve d’Ascq 

 

Lieux de réalisation de la recherche 

- Recrutement des patients : Département de Neurochirurgie, CHRU de Lille, sous la 

coordination du Dr Emilie Le Rhun 

 

Lieu des analyses  

- Analyses anatomopathologiques et de biologie moléculaire : au Centre de Biologie 

Pathologie, CHRU Lille, 59037 Lille Cedex 

- Analyse de spectrométrie de masse : au laboratoire de Spectrométrie de Masse 

Biologique Fondamentale et Appliquée, 59650 Villeneuve d’Ascq 

 

 

2. Objectifs de l’étude 

Le but de l’étude est d’évaluer l’intérêt de la spectrométrie de masse couplée à 

la microprotéomique dans les gliomes anaplasiques et glioblastomes par rapport aux 

données de la classification OMS des gliomes. 

L’objectif principal initial était d’évaluer la concordance entre la classification 
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OMS 2007 et la classification par spectrométrie de masse des gliomes (lipides, 

peptides, protéines). 

Suite à la présentation du projet au Comité de Suivi de Thèse du 29 septembre 

2015, les objectifs de l’étude ont été modifiés. 

Il a été décidé : 

(1) de réaliser les analyses préliminaires sur 10 échantillons de gliomes 

anaplasiques afin de valider la faisabilité de la technique,  

(2) puis de centrer l’étude sur l’analyse des échantillons de glioblastomes, en 

continuant à inclure en prospectif des patients présentant un nouveau 

diagnostic de glioblastome et correspondant aux autres critères d’inclusion, 

puis de compléter cette cohorte par une cohorte de 50 cas qui seront ensuite 

collectés de façon rétrospective après validation du projet par les autorités 

compétentes. La cohorte prospective permet de recueillir des échantillons de 

tumeurs selon des critères de qualité optimale et de sang, la cohorte 

rétrospective permettra d’atteindre plus rapidement les 100 échantillons 

tumoraux attendus dans cette étude. 

(3) d’intégrer la nouvelle classification OMS, dont la publication était alors prévue. 

 

Seuls les nouveaux objectifs de l’étude GLIOMIC sont présentés par la suite dans cette 

thèse. 

 

Objectif principal 

L’objectif de cette étude est d’évaluer la concordance entre la classification 

OMS 2016 et la classification par spectrométrie de masse (métabolites, lipides, 

peptides ou protéines) couplée à la microprotéomique des gliomes de haut grade.  

 

Objectifs secondaires  

Les objectifs secondaires sont : 

- d’évaluer la discordance a posteriori entre la classification standard OMS 2016 

et la classification par spectrométrie de masse (métabolites, lipides, peptides 

ou protéines) des gliomes de haut grade. 

 

- d’évaluer la concordance entre la classification OMS 2016 couplée à l’analyse 

génétique (par immunohistochimie et biologie moléculaire) et à l’interprétation 
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de l’IRM et la classification par spectrométrie de masse (métabolites, lipides, 

peptides ou protéines) couplée à la microprotéomique des gliomes de haut 

grade.  

 

- d’évaluer la discordance a posteriori entre la classification standard OMS 2016 

couplée à l’analyse génétique (par immunohistochimie et biologie moléculaire) 

et à l’interprétation de l’IRM et la classification par spectrométrie de masse 

(métabolites, lipides, peptides ou protéines) des gliomes de haut grade.  

 

- d’identifier par spectrométrie de masse (métabolites, lipides, peptides ou 

protéines) des marqueurs au sein des prélèvements sanguins moléculaires de 

pronostic des gliomes de haut grade.  

 

- d’évaluer différents marqueurs de biologie moléculaire non utilisés en routine 

sur les prélèvements tumoraux des patients inclus dans l’étude.  

 

 

3. Critères d’évaluation de l’étude 

 

Critère Principal : 

- L’analyse kappa permettra d’évaluer la concordance entre la classification standard 

OMS 2016 et la classification par spectrométrie de masse des gliomes. 

 

Critères Secondaires : 

- La survie globale et la survie sans progression a posteriori permettront d’évaluer 

la discordance entre la classification histopronostique OMS 2016 et la 

classification par spectrométrie de masse des gliomes. 

 

- L’analyse kappa permettra d’évaluer la concordance entre la classification OMS 

2016 (données anatomopathologiques) couplée à l’analyse moléculaire (1p, 

19q, IDH1, IDH2, MGMT) et à l’interprétation de l’IRM (prise de contraste, 

nécrose, perfusion…) et la classification par spectrométrie de masse des 

gliomes (données de la spectrométrie de masse). 
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- La survie globale et la survie sans progression a posteriori permettront d’évaluer 

la discordance entre la classification histologique couplée à l’analyse 

moléculaire et à l’interprétation de l’IRM et la classification par spectrométrie de 

masse des gliomes. 

 

- La comparaison des prélèvements tumoraux et sanguins par spectrométrie de 

masse permettra de rechercher des marqueurs moléculaires sanguins de 

pronostic des gliomes. 

 

- La survie sans progression et la survie globale permettront d’étudier la valeur 

diagnostique et pronostique de certains marqueurs non évalués en routine en 

anatomie pathologique et en biologie moléculaire au CHRU de Lille (mutation 

de l’histone H3, PDGFR alpha, erbB2, PTEN, p16/CDKN2A) et en biologie 

moléculaire (chromosome 10, amplifications ou délétions d’EGFR, pertes de 

PTEN, pertes de CDKN2A, amplifications d’HER2, amplifications de P53, 

mutations de KRAS, BRAF, P3Kinase). 

 

 

4. Critères d’inclusion 

 

Suite à la réunion de Comité de suivi de thèse de septembre 2015, il a été 

décidé de centrer l’analyse sur les glioblastomes et de ne plus inclure de gliomes 

anaplasiques. 

1. Patients atteints d’un gliome anaplasique (1ère partie du travail), gliome de grade IV 

(glioblastome) nouvellement diagnostiqué avec preuve histologique selon la 

classification OMS 2016 (2ème partie du travail), 

2. Indication chirurgicale retenue, 

3. Tissu tumoral disponible à la tumorothèque de Lille, 

4. Homme ou femme âgé ≥ 18 ans, 

5. Personne bénéficiant d’un régime de protection sociale, 

6. Consentement éclairé et signé par le patient ou son représentant légal. 

7. Absence d’antécédent d’autre cancer, sauf cancer baso-cellulaire cutané ou cancer 

in situ du col de l’utérus, 

8. Absence d’antécédent de radiothérapie encéphalique, 
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9. Absence de traitement systémique anti-tumoral (chimiothérapie ou thérapie ciblée) 

antérieur à la chirurgie du gliome, 

10. Absence de maladie génétique pouvant être à l’origine de tumeur cérébrale, 

tumeur potentiellement radio-induite, 

11. Absence d’antécédent de maladie neurologique dégénérative antérieure au 

diagnostic, 

12. Absence de contre-indication à l’IRM, 

13. Patient capable de se conformer aux exigences du protocole, 

14. Patient non en situation d’urgence, 

15. Patient non en détention. 

 

 

5. Nombre de participants et analyse statistique 

 

En 2012, le recrutement au CHRU était de plus de 150 glioblastomes et de plus 

de 40 gliomes anaplasiques. En pratique, dans la population des gliomes de grade III 

et IV, le recrutement annuel au CHRU est de 25% de grade III et de 75% de grade IV. 
 

Détermination du nombre de sujets 

Après avis du Comité de Suivi de Thèse de septembre 2015, et en tenant 

compte du recrutement du CHRU de Lille, il a été décidé d’inclure : 

- 10 patients avec un nouveau diagnostic retenu de gliome anaplasique en prospectif  

- 50 patients avec un nouveau diagnostic retenu de glioblastome en prospectif (la 

cohorte de glioblastomes sera ensuite étendue dans le cadre d’un amendement du 

protocole). 

 

Pour être considérés évaluables, les échantillons tumoraux doivent : 

- provenir de patients ayant signé le consentement de participation à l’étude 

- provenir de patients présentant les critères d’inclusion 

- être parvenus à la tumorothèque dans les 2 heures après exérèse chirurgicale 

 

Les échantillons ne présentant pas ces critères ne seront pas gardés dans l’analyse 

de l’étude et seront remplacés pour arriver au nombre d’échantillons prévus dans cette 

étude. 
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Méthode et stratégie d’analyse 

Les analyses statistiques bio-informatiques seront réalisées par le groupe du 

Professeur Maass, à l’Université de Bremen en Allemagne, en intégrant les données 

issues de l’analyse en spectrométrie de masse (métabolites, lipides, peptides ou 

protéines) et les données cliniques (âge, localisation de la tumeur, caractéristiques 

IRM), statuts IDH1, ATRX, P53, EGFR, MGMT, codélétion 1p19q, analyses NGS 

notamment des chromosomes 7 et 10, amplification EGFR et statut CDKN2A, survie 

sans progression et survie globale. La survie sans progression sera définie par le 

temps entre le diagnostic et la 1ère progression de la maladie selon les critères RANO. 

La survie globale sera définie par le temps entre le diagnostic et le décès du patient 

(décès lié à la pathologie ou sa prise en charge). 

 

 

6. Description du déroulement général de l’étude 

 

La participation au protocole GLIOMIC est proposée aux patients avec une 

suspicion de gliome de haut grade lors des consultations réalisées dans le cadre du 

soin avant la chirurgie.  

 

Les patients répondant a priori aux critères d’inclusion, c’est à dire pour lesquels 

le diagnostic de gliome de haut grade est fortement évoqué en préopératoire, reçoivent 

l’information nécessaire (l’objectif de l’étude, déroulement, bénéfices et risques…) par 

l’un des investigateurs. Un délai de réflexion nécessaire leur est accordé. Les patients 

doivent signer le consentement libre et éclairé avant toute participation à l’étude. Une 

fois le formulaire de consentement signé, le prélèvement tumoral obtenu lors de la 

chirurgie du patient est transféré dans les meilleurs délais (moins de 2 heures) de la 

salle d’opération au service d’anatomopathologie du CHRU de Lille dans un conteneur 

dédié permettant d’entourer de glace le prélèvement chirurgical afin de limiter la 

dégradation des protéines. Le conteneur est étiqueté GLIOMIC. L’heure à laquelle le 

prélèvement quitte le bloc opératoire et l’heure de sa réception dans le service  

d’anatomopathologie sont notées. La tumeur est séparée en deux fragments, un traité 

dans le cadre du circuit classique du soin et l’autre dédié exclusivement à l’étude.  
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Un échantillon de sang est également prélevé au bloc opératoire ou pendant 

l’hospitalisation du patient. Aucun examen supplémentaire n’est réalisé en dehors du 

prélèvement d’un tube de sang de 5 millilitres. 

 

Cette procédure ne modifie pas la prise en charge habituelle des patients. 

 

 

7. Données recueillies dans le cadre du protocole GLIOMIC  

Les analyses génétiques réalisées au cours de l’étude ne concernent que le 

génome tumoral. 

 

Données démographiques et cliniques 

Date de naissance, date du diagnostic, âge au diagnostic, sexe, Eastern 

Oncology Group (ECOG)-Performance Status, date de la chirurgie, type de 

prélèvement, qualité de l’exérèse chirurgicale, description des différentes lignes de 

traitement, date de récidive ou de progression, date de décès et cause de décès liée 

à la maladie ou autre. 

 

Date et données de l’imagerie morphologique standard (IRM) 

- Sur l’examen initial : localisation de la tumeur, volume initial, présence de nécrose, 

de remaniements hémorragiques, caractéristiques de la perfusion (présence d’une 

hyperperfusion et caractéristiques de la perméabilité lésionnel). 

Sur l’examen post-opératoire réalisé dans les 48 heures : qualité de l’exérèse 

chirurgicale, remaniements post-opératoires. 

- Sur les examens de suivi : évaluation selon les critères RANO. 

 

Analyse pathologique et moléculaire des échantillons tumoraux réalisée au 

CHRU de Lille 

- Analyses standards  

§ en anatomopathologie (immunohistochimie): IDH (R132H), p53, EGFR. 

§ en biologie moléculaire: 1p, 19q, IDH1, IDH2, MGMT / NGS (next-

generation sequencing) 

Les analyses IDH et 1p/19q sont réalisées en routine dans le cadre de la classification 

OMS 2016. 
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- Examens ou analyses supplémentaires réalisés dans le cadre du protocole de 

recherche 

§ en anatomopathologie: mutation de l’histone H3, PDGRF alpha, erbB2, 

PTEN, p16/CDKN2A. 

§ en biologie moléculaire : analyse du chromosome 10, recherche sur  

tissus congelés des amplifications ou délétions d’EGFR, des pertes de 

PTEN, des pertes de CDKN2A, des amplifications d’HER2, des 

amplifications ou mutations de P53, des mutations de KRAS, BRAF, 

P3Kinase, mutations de TERT. 

Ces analyses seront rediscutées au moment de l’analyse finale des échantillons 

tumoraux. 

 

Echantillon tumoral identifié, issu de la tumorothèque pour analyse protéomique 

Les échantillons tumoraux (lames paraffinées et lames congelées) sont 

conservés par la tumorothèque. Les coupes congelées sont stockées à -80°C et les 

coupes FFPE à température ambiante jusqu’à enlèvement. Les échantillons sont alors 

acheminés lors d’envois groupés dans le laboratoire PRISM dans une chambre 

permettant le transport des lames dans de la glace pour les tissus frais ou dans des 

boîtes remplies d’un piégeur d’humidité pour les tissus FFPE. Les échantillons sont 

alors stockés dans les congélateurs sécurisés à -80° C au laboratoire PRISM, U1192 

INSERM. 

 

• Réalisation des coupes 

- les tissus frais congelés : les morceaux suffisamment grands sont coupés sans 

enrobage au cryostat, les morceaux plus petits sont enrobés lors de la congélation 

dans du carboxyméthylcellulose (CMC) à 2% puis coupés au cryostat avec ce milieu 

d'enrobage et déposés sur lames ITO. 

- les tissus fixés et enrobés dans la paraffine : ces tissus seront coupés au microtome 

et déposés sur des lames ITO traitées préalablement à la polylysine. 

 

• Séries de lames 

- Série de 7 lames en tissus frais congelés  

La série de 7 lames en tissu frais congelé se décomposera ainsi : 
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§ 2 lames (poly-Lysine ou superfrost) avec une coloration histologique (épaisseur 

standard 5 à 7 μm) permettant de réaliser une lame virtuelle annotée. 

§ 2 lames conductrices (ITO) avec des coupes de 7 μm d’épaisseur (2 coupes 

minimum, surface totale de tissu entre 25 mm² et 1 cm²) destinées à l’analyse en 

imagerie MALDI 

§ 3 lames (poly-Lysine ou superfrost) avec des coupes à 20 μm (deux lames) et à 

12 μm (une lame) d’épaisseur (2 coupes minimum, surface totale de tissu entre 

25 mm² et 1 cm²) destinées à l’analyse microprotéomique. 

- Série en FFPE 

En fin d’étude, les échantillons inutilisés seront intégralement restitués à la 

tumorothèque du CHRU de Lille 

 

• Disposition sur la lame 

De 1 à 3 coupes congelées ou FFPE sont déposées sur les lames pour avoir une 

surface de tissus de 1 à 2 cm2. 

 

• Utilisation des lames 

Les différentes lames sont utilisées comme suit : 

- La lame colorée et annotée permet de repérer facilement les régions d’intérêt dans 

les coupes destinées à l’imagerie moléculaire et la microprotéomique. 

- Une coupe déposée sur lame ITO est utilisée pour l’analyse et la localisation de 

protéines entières (10 à 30 kDa) après réalisation de différents traitements, puis 

recouvertes d’une solution de matrice, molécule organique nécessaire pour l’analyse 

en spectrométrie de masse. 

- Une coupe déposée sur lame ITO est utilisée pour l’analyse et la localisation de 

petites molécules (métabolites, lipides…), puis recouverte d’une solution de matrice, 

molécule organique nécessaire pour l’analyse en spectrométrie de masse. 

- Une coupe déposée sur lame ITO est utilisée pour l’analyse et la localisation de 

protéines après digestion enzymatique (permettant l’accès à des protéines de haut 

poids moléculaires jusqu’à 100kDa) en utilisant des instruments de micro-dépôt ou de 

nébulisation pour conserver la localisation des protéines, puis recouvertes d’une 

solution de matrice, molécule organique nécessaire pour l’analyse en spectrométrie 

de masse. 

- Une coupe déposée sur lame classique est utilisée pour réaliser des digestions 
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localisées sur des zones d’intérêts de 500μm de diamètre environ puis des extractions 

liquides des peptides de digestion sont effectuées par un dispositif de micro-jonction 

liquide. L’extrait liquide est ensuite purifié et une nano chromatographie liquide est 

réalisée pour séparer les peptides obtenus et faciliter leur identification en couplage 

par spectrométrie de masse (Orbitrap). 

- Une coupe déposée sur lame classique est utilisée pour réaliser des extractions 

liquides localisées sur des zones d’intérêts de 800 μm de diamètre environ des 

protéines entières par un dispositif de micro-jonction liquide. L’extrait liquide est 

ensuite soumis à une analyse GeLCMS/ MS consistant en un préfractionnement en 

SDS-PAGE, une digestion des bandes et une séparation nano-LC pour séparer les 

peptides obtenus et faciliter leur identification en couplage par spectrométrie de masse 

(Orbitrap). 

- Pour la série de lames FFPE, seules les expériences de digestion enzymatique 

(suivies de la réalisation d’une image de micro-extraction liquide) sont réalisées. Ces 

lames seront de plus soumises à un protocole de démasquage d’antigènes. 

 

Les résultats sont donnés soit sous forme de liste de m/z correspondant à des masses 

de molécules, soit sous forme de listes de protéines identifiées. 

 

Prélèvement sanguin pour analyse protéomique  

Le tube de 5 ml de sang sur tube hépariné est prélevé lors de l’hospitalisation 

initiale du patient au moment de la prise en charge chirurgicale dès que celui-ci a 

accepté de participer à l’étude.  

Ce tube est acheminé par un transporteur spécialisé dans la glace dans le laboratoire 

PRISM. Le plasma sera purifié des protéines sanguines majoritaires (6 protéines 

majoritaires: albumine, IgG, IgA, transferrine, haptoglobuline et l’antitrypsine) par 

passage sur colonne d’affinité de type MARS (Biorad). L’analyse des échantillons 

sanguins sera réalisée après obtention des résultats sur les échantillons tumoraux. 

 

 

 

 

 

 



	

	 113	

8. Lettre d’information et consentements pour les patients 

Note d’Information version 1 du 22/12/2013 GLIOMIC 

Note d’information pour les participants à la recherche biomédicale intitulée : 

« Recherche de biomarqueurs protéiques dans le but de réaliser une 

classification moléculaire des gliomes » – Etude GLIOMIC  

Promoteur : CHRU de Lille 

Investigateur Principal :� Dr Emilie Le RHUN�  

Clinique de Neurochirurgie, Hôpital Roger Salengro 59037 LILLE Cedex� Tél : 03 20 

44 65 22 - Fax : 03 20 44 68 08 

 

Madame, Monsieur, 

Le présent document décrit l’étude à laquelle il vous est proposé de participer. Il 

résume les informations actuellement disponibles en répondant aux différentes 

questions que vous pouvez vous poser dans le cadre de votre participation à cette 

recherche.  

 

1) Pourquoi me propose-t-on de participer à cette étude?  

Cette étude vous est proposée car vous allez être opéré(e) ou vous venez d’être 

opéré(e) d’une lésion évoquant un gliome de haut grade (un gliome est une tumeur 

cérébrale).  

A l’heure actuelle, la prise en charge des gliomes de haut grade est basée sur la 

classification histo-pronostique des tumeurs du système nerveux central de 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS 2007). On entend par histo-pronostique 

l’évaluation du pronostic d’une tumeur maligne fondée sur l’étude de son aspect 

histologique au microscope.  

Cette classification nécessite une grande expertise, car il existe un risque de manque 

de reproductibilité inter-observateurs (entre 2 observateurs différents) mais également 

intra- observateur (même observateur à des moments différents). De plus, après 

relecture collégiale experte des préparations microscopiques, éliminant les problèmes 

de reproductibilité, deux patients atteints d’une tumeur identique (type histologique et 

grade histo-pronostique) peuvent avoir un pronostic très différent après avoir bénéficié 

du même traitement. Une classification histo-moléculaire (basée sur de nouveaux 

marqueurs biologiques et génétiques) des gliomes tend à  
Note d’Information version 1 du 22/12/2013 GLIOMIC 
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compléter la classification purement microscopique de l’OMS.    

 

Une voie alternative à la classification purement microscopique par la détermination 

des biomarqueurs moléculaires serait la technique d’imagerie par spectrométrie de 

masse (la spectrométrie de masse est une technique physique d'analyse permettant 

de détecter et d'identifier des molécules d’intérêt par mesure de leur masse). Cette 

technique identifie directement sur une coupe de la tumeur des petites molécules 

(lipides, métabolites et peptides) et permet de classer les différentes zones tumorales 

en fonction de leur contenu en petites molécules.  

 

2) Quel est l’objectif de la recherche ?  

L’objectif principal de l’étude est d’évaluer la concordance entre la classification OMS 

2007, utilisée actuellement, qui permet de définir le type et le grade d’une tumeur, et 

la spectrométrie de masse qui mesure les lipides, les peptides et les protéines du 

gliome, et de vérifier si cette nouvelle technique permet une meilleure évaluation du 

pronostic de la tumeur dès son diagnostic afin d’améliorer la prise en charge 

thérapeutique.  

 

3) Comment va se dérouler la recherche ?  

Vous avez été récemment opéré(e) ou vous serez prochainement opéré(e) d’une 

lésion cérébrale dont les caractéristiques en IRM font évoquer un gliome de haut 

grade.� L’indication opératoire n’est pas retenue en fonction de votre participation ou 

non à cette étude.  

Dans le cadre de l’étude GLIOMIC et avant la mise en œuvre de toute procédure liée 

à cette étude, vous aurez donné votre accord de participation (en datant et signant le 

formulaire de consentement éclairé qui vous sera remis).� Comme dans le cas de 

chaque chirurgie, la tumeur enlevée sera analysée selon les techniques habituelles au 

CHRU de Lille dans les laboratoires d’anatomopathologie et de biologie moléculaire 

afin d’obtenir le diagnostic précis de votre tumeur selon la classification OMS 2007. 

Une partie de la tumeur sera traitée au laboratoire du Pr SALZET de l’Université de 

Lille 1 pour réaliser des analyses par la technique de spectrométrie de masse.  
 Note d’Information version 1 du 22/12/2013 GLIOMIC 

Aucun examen supplémentaire ne sera réalisé en dehors du prélèvement d’un tube 
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de sang de 5 ml.  

 

4) Que se passera-t-il à la fin de ma participation à cette recherche ?  

Votre participation à cet essai sera terminée après la chirurgie et la prise de sang.  

Votre participation est volontaire, ainsi vous pouvez décider de retirer votre 

consentement à tout moment si vous le souhaitez (sans avoir à fournir de justification 

et sans encourir aucune responsabilité ni aucun préjudice de ce fait).� Les autorités 

de santé peuvent décider d’arrêter votre participation à cet essai clinique à tout 

moment, et ce, dans votre intérêt. De même, Le Promoteur et/ou votre médecin 

peuvent décider dans les circonstances définies ci-après d’interrompre votre 

participation.  

 

5) Quels sont les bénéfices attendus ?  

Il n’y a pas de bénéfice direct pour votre participation à cette recherche.� L’étude 

GLIOMIC permettra d’accroître les connaissances sur cette pathologie pour améliorer 

à terme la prise en charge des personnes atteintes comme vous d’un gliome.  

 

6) La recherche comporte-t-elle des risques, des effets indésirables et/ou des 

contraintes particulières ?  

Par rapport à la prise en charge standard, seuls des examens biologiques 

supplémentaires seront réalisés sur la tumeur opérée. Aucun examen supplémentaire 

ne sera réalisé en dehors du prélèvement d’un tube de sang de 5ml.� Aucun risque ou 

effet secondaire lié à l’analyse de la tumeur n’est attendu dans le cadre de cette étude. 

L’indication de chirurgie n’est pas retenue en fonction de la participation à cet essai. 

Les prélèvements chirurgicaux serviront d’abord à l’analyse standard permettant le 

diagnostic. Les études de biologie complémentaires ne seront réalisées qu’en cas de 

prélèvement de volume suffisant.  

Les effets secondaires possibles de la prise de sang sont : hématome, infection au 

point de ponction, malaise vagal.  

Tous les frais liés à la recherche seront pris en charge par le promoteur de l’étude.  
Note d’Information version 1 du 22/12/2013 GLIOMIC 

 

7) Quelles sont les conditions de participation à la recherche ?  

Afin de pouvoir participer à cette étude, vous devez être affilié(e) à un régime 
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obligatoire d’Assurance Maladie ou ayant droit d’un assuré social.� Votre participation 

à cette étude nécessite que nous informions votre médecin traitant, sauf si vous le 

refusez.  

 

8) Quels sont mes droits en tant que participant à la recherche ?  

Vous êtes libre d’accepter ou de refuser de participer à cette recherche sans avoir à 

vous justifier et sans que cela ne modifie la relation de soin existant avec l’équipe 

médicale vous prenant en charge.  

Vous n’êtes pas obligé(e) de nous donner votre décision tout de suite ; vous disposez 

du temps que vous estimez nécessaire pour prendre votre décision.  

En cas d’acceptation, vous pourrez à tout moment revenir sur votre décision, sans 

nous en préciser la raison, et sans que cela n’altère la qualité des soins qui vous sont 

dispensés.� Par ailleurs, vous pourrez obtenir au cours ou à l’issue de la recherche, la 

communication de vos données de santé détenues par votre médecin.  

Dans le cadre de la recherche, un traitement de vos données personnelles sera mis 

en œuvre pour permettre d’analyser les résultats de l’étude au regard de l’objectif de 

cette dernière qui vous a été présentée. A cette fin, les données médicales vous 

concernant ou tout autre type de données existantes seront transmises au Promoteur 

de la recherche ou aux personnes ou société agissant pour son compte en France ou 

à l’étranger. Ces données seront identifiées par un numéro de code et vos initiales. 

Ces données pourront également, dans des conditions assurant leur confidentialité, 

être transmises aux autorités de santé françaises. Conformément aux dispositions de 

la loi relative à l’informatique, aux fichiers et aux libertés, vous disposez d’un droit 

d’accès et de rectification. Vous disposez également d’un droit d’opposition à la 

transmission des données couvertes par le secret professionnel susceptibles d’être 

utilisées et traitées dans le cadre de cette recherche. Ces droits s’exercent auprès du 

médecin qui vous a proposé de participer à cette étude.  

Si vous le souhaitez, vous obtiendrez la communication des résultats globaux de 

l’étude à la fin de celle-ci.� Vous n’aurez à supporter aucune charge financière 

supplémentaire du fait de votre participation à cette étude.  
Note d’Information version 1 du 22/12/2013 GLIOMIC 

 

9) Le CHRU de Lille est-il autorisé à réaliser ce type de recherche ?  

Oui, en application de la loi, cette étude a été autorisée par l’ANSM1, le 04/03/2014 ; 
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elle a également reçu, le 08/04/2014, un avis favorable du Comité de Protection des 

Personnes Nord Ouest IV, organisme officiel et indépendant qui a vocation à protéger 

la sécurité des personnes qui se prêtent à la recherche.  
1 Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé.  

 

En outre, le CHRU de Lille, en sa qualité de promoteur, a souscrit une assurance pour 

la réalisation de cette étude (SHAM, n° 144.893).  

 

10) A qui dois-je m’adresser en cas de questions ou de problèmes ?  

Vous pouvez poser toutes les questions que vous souhaitez, avant, pendant et après 

l’étude en vous adressant au docteur ..................................................au numéro 

suivant : .....................................  

En cas d’urgence et si votre médecin n’est pas joignable, vous pouvez vous adresser 

au Dr Emilie Le Rhun, médecin coordonnateur de cette recherche, au 03 20 44 65 22.  

*Nous vous remercions de parapher chaque page de ce document (réalisé en trois 

exemplaires), afin d’attester que vous l’avez lu et compris. Si vous êtes d’accord pour 

participer à cette étude, nous vous remercions également de bien vouloir donner votre 

consentement écrit en signant le formulaire ci-après.  
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Consentement éclairé version 1 du 22/12/2013 GLIOMIC  

Formulaire de consentement de participation à la recherche biomédicale intitulée : 

« Recherche de biomarqueurs protéiques dans le but de réaliser une 

classification moléculaire des gliomes » – Etude GLIOMIC 

Promoteur : CHRU de Lille 

Investigateur Principal:� Dr Emilie Le RHUN� Clinique de Neurochirurgie, Hôpital 

Roger Salengro 59037 LILLE Cedex� Tél : 03 20 44 65 22 - Fax : 03 20 44 68 08 

 

Je soussigné(e) Mme, Mlle, M. (rayer les mentions inutiles) 

....................................................................� accepte librement et volontairement de 

participer à la recherche biomédicale intitulée :  

«Validation d’une classification moléculaire des gliomes par analyse des 

biomarqueurs protéiques – Etude GLIOMIC»�  

dont le CHRU de Lille est promoteur et qui m’a été proposée par le  

Docteur/Professeur (nom, coordonnées)......................................................  

Etant entendu que :  

- Le médecin qui m’a informé(e) et a répondu à toutes mes questions, m’a précisé que 

ma participation à cette étude est libre et que je peux arrêter d’y participer à tout 

moment en informant préalablement mon médecin.� - J’ai été clairement informé(e) 

des éléments suivants : But de la Recherche- Méthodologie - Durée de ma 

participation - Bénéfices attendus – Contraintes - Risques prévisibles.  

- J’ai bien compris que pour pouvoir participer à cette recherche, je dois être affilié(e) 

à un régime de sécurité sociale ou être ayant-droit d’un assuré social. Je confirme que 

c’est bien le cas.�  

- Si je le souhaite, je serai informé(e) par le médecin des résultats globaux de cette 

recherche selon les modalités figurant dans la note d’information qui m’a été remise, - 

Mon consentement ne décharge en rien le médecin et le promoteur de l’ensemble de 

leurs responsabilités et je conserve tous mes droits garantis par la loi.  

Dans le cadre de cette étude, un examen de mon génome tumoral va être effectué :  

�J’accepte que cet examen soit effectué dans le cadre de cette étude, conformément 

à ce qui m’a été expliqué.  

� Je refuse que cet examen soit effectué.  

        Page 1/2  
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Consentement éclairé version 1 du 22/12/2013                GLIOMIC  

 

 

Fait à ....................., le.....................   

Signature du participant  

ou du représentant légal (barrer la 

mention inutile)  

 

Fait à ....................., le..................  

Signature du médecin investigateur 

 

  

 

 

Le présent formulaire est réalisé en trois exemplaires, dont un est remis à l’intéressé. 

Un exemplaire sera conservé par l’investigateur ; le dernier sera conservé par le 

promoteur en toute confidentialité, conformément à la loi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Page 2/2 



	

	 120	

FORMULAIRE D’INFORMATION ET DE CONSENTEMENT POUR LA 

CONSERVATION ET L’UTILISATION DES PRELEVEMENTS BIOPSIQUES ET 

CHIRURGICAUX 

 

 

 

 

 
 

 

Madame, Monsieur, 

 

Dans le cadre de votre prise en charge au sein du service de neurochirurgie du Centre Hospitalier Régional 

Universitaire de Lille, des prélèvements seront/ont été effectués afin d’établir le diagnostic et de vous proposer le 

traitement le mieux adapté à votre pathologie.  

 

Vos prélèvements et échantillons seront conservés pour votre bénéfice au sein du Centre de Biologie-Pathologie 

Pierre-Marie DEGAND du CHRU. 

 

Sauf opposition de votre part une partie de ces échantillons pourra être utilisée pour la recherche médicale 

ou scientifique, dans le respect de la confidentialité.  

 

Aucun prélèvement supplémentaire par rapport à votre prise en charge médicale habituelle ne sera effectué 

à cette fin. 

 

Aucun examen des caractéristiques génétiques constitutionnelles ne sera réalisé sans votre consentement 

écrit. 

 

N’hésitez pas à nous poser toutes les questions qui vous semblent nécessaires sur l’intérêt et les modalités de 

conservation de prélèvements au 03 20 44 49 84.  
 

 
 

Cochez la case correspondant à votre choix :  

 

  J’accepte de donner mon consentement  pour la conservation et l’utilisation de mes échantillons 

biologiques, ainsi que la diffusion des données clinico-biologiques associées anonymisées à des fins de 

recherche médicale et scientifique.   

 

  Je refuse de donner mon consentement  pour la conservation et l’utilisation de mes échantillons 

biologiques à des fins de recherche médicale et scientifique.  

	

A Lille, le :     

 

IDENTIFIANT	DU	PATIENT	(étiquette)	 	
	
Nom	
Prénom	
Date	de	naissance		
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Nom et signature du patient:                                        

 

A Lille, le :     

 

Qualité, Nom et signature de la personne ayant délivré l’information :       

 

 

Si vous changez d’avis, vous pouvez à tout moment nous en faire part par écrit à l’adresse suivante : Institut 

de Pathologie, Centre de Biologie-Pathologie, Tumorothèque, CHRU de Lille, 2 avenue Oscar Lambret, 59037 Lille 

cedex.  

Ou par Fax au 03 20 44 47 27 

Ou par e-mail : tumorotheque@chru-lille.fr 

 

  

	

	

	

	
	
Ce	document	est	à	réaliser	en	3	exemplaires	:	un	à	remettre	au	patient,	un	à	conserver	dans	le	dossier	médical	et	un	

à	transmettre	au	service	d’Anatomie	et	Cytologie-Pathologiques	(Tumorothèque).	
 

 

  

« Les données médicales recueillies sur le prélèvement seront réunies sur un fichier informatique permettant leur traitement 
automatisé dans le cadre de recherches. Conformément à la loi « informatique et libertés » du 6 janvier 1978, modifiée par la loi 
du 6 août 2004,vous disposez à leur égard d’un droit d’accès, de rectification et d’opposition. Si vous souhaitez exercer ce droit 
et obtenir communication des informations vous concernant, veuillez vous adresser au secrétariat de la Tumorothèque au  03 20 
44 49 85» 
 
« Conformément à la loi, les prélèvements ne pourront être cédés à titre commercial ni donner lieu à une rémunération à votre 
bénéfice. Ils pourront être utilisés pour des recherches effectuées par un ou plusieurs organismes publics ou privés » 
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II. Résultats de l’analyse préliminaire sur les gliomes anaplasiques 

 

1. Description des résultats 

 

Comme nous l’avons vu dans le chapitre Généralités, le développement de 

nouvelles classifications a pour objectif d’identifier des entités tumorales plus 

homogènes sur le plan clinique et mieux définir pour chaque entité la meilleure 

stratégie thérapeutique. Dans notre travail, nous proposons une nouvelle approche 

visant à améliorer la classification OMS 2016 actuellement proposée basée sur des 

données histologiques et de biologie moléculaire, en intégrant des données de 

microprotéomique qui prennent en compte l’hétérogénéité tumorale rencontrée au 

niveau de chaque échantillon, mais également des données cliniques. Cette nouvelle 

approche en microprotéomique pourrait également permettre d’identifier de nouvelles 

cibles thérapeutiques en fonction des protéines identifiées. Ainsi plusieurs questions 

sont posées : Peut-on corréler les données de classification obtenues par imagerie en 

microprotéomique aux données cliniques, histologiques et génomiques et ainsi 

améliorer le diganostic, le prognostic, voire les connaissances physiopathologiques ? 

peut-on identifier en microprotéomique de potentielles nouvelles cibles 

thérapeutiques ? 

 

Des études protéomiques ont déjà été réalisées sur les lignées cellulaires de 

gliomes (Bock et al., 2012 ; Howler et al., 2012 ; Yoo et al., 2014 ; Yoo et al., 2014 ; 

He et al., 2014 ; Sangar et al., 2014 ; Collet et al., 2014 ; Yang et al., 2015 ; Leone et 

al., 2015 ; Autelitano et al., 2015 ; Mallawaaratchy et al., 2015 ; Vogel et al., 2015 ;  

Chantaravisoot et al., 2015 ;  Poschmann et al., 2015 ; Thirant et al., 2012 ; Okawa et 

al., 2016 ; Doll et al., 2016 ; Redzic et al., 2016 ; Jain et al., 2017), des modèles 

animaux (Goplen et al., 2006 ; Wibom et al., 2006 ; Rajcevic et al., 2009 ; Maruo et al.,  

2013; Ait Belkacem et al., 2014 ; Demeure et al., 201), des fluides de patients 

(Gollapalli et al., 2012 ; Gautam 2013 ; Popescu et al., 2014 ; Nijaguna et al., 2015 ; 

Syed et al., 2016) ou des échantillons issus de patients humains, (Iwadate et al., 2004; 

Iwadate et al., 2005; Schwartz et al., 2005; Jiang et al., 2006; Khalil et al;, 2007; 

Polisetty et al., 2013 et Stetson et al., 2016). Par ailleurs, principalement deux 

méthodologies ont été utilisées pour les études de protéomiques dans les gliomes : 

les techniques de profiling de protéines basées sur des gels (Deighton et al., 2014 ; 
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Guo et al., 2015 ; Simeone et al. 2014) et la protéomique quantitative (Nijaguan et al., 

2015 ; Popescu et al., 2014 ; Patel et al., 2013 ; Polisetty et al., 2012). Aucune de ces 

techniques ne prend en compte la localisation spatiale des biomarqueurs et ne permet 

donc de tenir compte de l’hétérogénéité tumorale.  

 

Nous proposons dans notre travail d’utiliser la méthodologie MSI couplée à 

l’analyse en microprotéomique, qui permet une analyse très précise de chaque région 

d’un échantillon tumoral. Nous nous sommes focalisés dans un premier temps sur une 

étude prospective de 10 individus de grade 3 afin de valider la technologie en vue 

d’une étude à plus grande échelle à la fois prospective de 50 patients et rétrospective 

de 50 autres patients.  

 

 Notre étude est basée sur une étude non supervisée par imagerie MALDI qui 

sera confrontée à celle du pathologiste afin d’appréhender le bénéfice de cette 

approche en protéomique vis-à-vis du rationel déjà existant, puis de compléter cette 

classification par l’addition de la sous-classification par microprotéomique. L’idée 

sous-jacente est que l’apport de la microprotéomique réalisée sur plusieurs régions 

d’intérêt au sein de l’échantillon tumoral doit refléter l’hétérogénéïté tumorale et 

apporter des informations sur les modifications post-transciptionnelles et les fonctions 

des protéines tumorales, permettant d’améliorer la classification. Cette étude est 

pionnière car elle prend également en compte les données cliniques. La concordance 

avec classification OMS 2016 sera également étudiée. 

 

L’objectif de cette première étude a été de valider la technique et de déterminer 

les caractéristiques moléculaires des gliomes anaplasiques par imagerie MALDI MSI 

et microprotémique en résolution spatiale et de comparer les résultats obtenus aux 

données cliniques et histologiques. Cette première étape a fait l’objet d’un article publié 

dans Biochimica et Biophysica Acta (BBA) :  

 

Le Rhun E, Duhamel M, Wisztorski M, Gimeno JP, Zairi F, Escande F, Reyns N, 

Kobeissy F, Maurage CA, Salzet M, Fournier I. Evaluation of non-supervised MALDI 

mass spectrometry imaging combined with microproteomics for glioma grade III 

classification. Biochim Biophys Acta. 2016 Nov 24. 

Dans ce travail, nous avons vérifié la faisabilité de l’analyse MALDI Mass 
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Spectrometry Imaging (MALDI MSI) associée à la microprotéomique pour l’analyse 

d’échantillons tumoraux de gliomes anaplasiques congelés dans un délai inférieur à 2 

heures et élaborer une première classification microprotéomique. Pour cela, une 

première cohorte servant à l’élaboration a été étudiée, puis une deuxième cohorte a 

servi à valider les données. 

 

Elaboration de la classification 

Une première cohorte de 5 patients était initialement analysée afin de servir de 

cohorte de classification. Les échantillons tumoraux étaient d’abord annotés par le 

Professeur Claude Alain Maurage après coloration par Hematoxyline Eosine Safran 

(HES) afin de définir les zones de nécrose et les zones de parenchyme infiltré par des 

cellules tumorales avant les analyses MALDI MSI. Puis les images MALDI MSI ont été 

réalisées après digestion des tissus par la trypsine.  

Un clustering individualisé a ensuite été réalisé à partir des données obtenues 

pour chaque échantillon tumoral (Figure 12) avec un spectre de segmentation spatiale 

pour chaque échantillon définissant ainsi des régions avec des profils moléculaires 

spécifiques. Les analyses individuelles ont confirmé la présence d’ions spécifiques 

délimitant des régions tumorales spécifiques et des zones spécifiques de nécrose 

(Figure 12). Ces analyses de segmentation individuelle ont mis en évidence des 

différences entre les annotations pathologiques basées sur les critères 

morphologiques et les résultats obtenus par les images MALDI MSI pour certains 

échantillons.  

La segmentation globale de l’ensemble du set d’échantillons a également 

montré que certains échantillons partageaient des caractéristiques communes 

pouvant être regroupées sur le plan moléculaire. Trois régions moléculaires différentes 

ont été identifiées, regroupant les cas 1 et 4, le cas 5 et certaines régions des cas 2 et 

3, ainsi que certaines parties des cas 2 et 3 (Figure 12). 
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B 
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D 

	
Figure 12 : Données histologiques et MALDI MSI des 5 cas de gliomes anaplasiques 
de la cohorte de classification 
(A) images après coloration par hematoxyline-eosine-safran et annotations du 
pathologiste. (B) segmentation individuelle pour chaque cas. La carte de segmentation 
montre 3 clusters pour les cas 1, 2, 4 et 5 et 3 clusters pour le cas 3. Les couleurs 
représentent des régions moléculairement différentes. Pour 2 tissus différents, des 
couleurs similaires ne correspondent pas forcément à des groupes moléculaires 
identiques.  
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(C) images MALDI MSI des caractéristiques m/z�  
(D) segmentation globale de l’ensemble des tissus. Les couleurs représentent des 
régions moléculaires différentes. La segmentation met en évidence 4 clusters 
principaux. Les cas 1 et 4 sont moléculairement similaires et représentent le groupe 
bleu (groupe 1). Les cas 2, 3 et 5 sont groupés en orange, vert et brun. Ces derniers 
échantillons peuvent être subdivisés en 2 groupes : brun (groupe 2) et vert/orange 
(groupe 3). Les spots de micro-extraction (1.1, 1.2, 1.3 pour le cas 1 ; 5.1, 5.2, 5.3 pour 
les cas 2 ; 6.1, 6.2 pour le cas 4 ; 20.1, 20.2, 20.3 pour le cas 3, 22.1, 22.2 et 22.3 pour 
le cas 5) sont localisés dans les différentes régions d’intérêt et sont indiqués par une 
croix blanche.  
 

 

Des analyses de microprotéomique ont alors été réalisées sur ces régions 

d’intérêt afin de rechercher les protéines caractéristiques des groupes et les régions 

définies par les données d’imagerie MALDI MSI. Le clustering hiérarchique a mis en 

évidence 2 branches principales, séparant les cas 1 et 4, des cas 2, 3 et 5 (Figure 13).  

 
A 
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B 
 

 
 
C 
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Figure 13 : Analyse de microprotéomique shotgun des 5 cas de gliomes anaplasiques 
de la cohorte de classification 
Les analyses Shotgun proteomics ont été réalisées après digestion enzymatique par 
trypsine par micro-extraction de spots déterminés selon les données MALDI MSI.  
(A) Heat map de protéines avec profils de régulation déterminés après label free 
quantification dans les 3 groupes soulignant la présence de 3 clusters.  
(B) Diagrammes montrant les fonctions moléculaires et les processus biologiques 
associés à une hyper-régulation des protéines après analyse des clusters de protéines 
par le logiciel Panther.  
(C) Classes de protéines des protéines hyper-régulées après analyse des clusters de 
protéines par le logiciel Panther.  
 
 
 

Les cas 2, 3 et 5 sont moléculairement proches, et appartiennent à la même 

branche sur le heat map. Cette classification basée sur l’expression des protéines sous 

ou sur régulées, est en bonne concordance avec la classification obtenue par imagerie 

MALDI MSI (Figure 14). La composition en protéines des 3 principaux groupes 

correspondant à des régions d’intérêt différentes issus de l’analyse microprotéomique 

a ensuite été analysée.  

 

Les protéines sur ou sous régulées de façon spécifique dans ces groupes ont 

été identifiées par microprotéomique Shotgun. Les protéines identifiées dans le groupe 

1 sont en majorité impliquées dans les processus métaboliques, les activités de liaison 

et les activités catalytiques. Tous ces réseaux de protéines sont impliqués dans le 

cancer, la réponse immune innée, l’autophagie, la réponse au stress oxydatif, le 

métabolisme mRNA, le protein folding, le spliceosome, la régulation de la traduction. 

Le groupe 2 est principalement impliqué dans les fonctions de reproduction biologique 

mais également dans les processus cellulaires et métaboliques. L’analyse des réseaux 

confirme que les protéines de ce groupe sont principalement impliquées dans la 

pathologie gliale, la migration cellulaire, la mobilité, l’assemblage des microtubules du 

cytosquelette. Le groupe 3 semble plus lié à la différentiation de cellules nerveuses, la 

croissance des neurites, la guidance des axones, la formation des filopodes et aux 

phénomènes de sécrétion. Ainsi, le groupe 1 est principalement associé au cancer, 

avec de nombreuses protéines impliquées dans la croissance cellulaire. Le groupe 2 

regroupe des protéines impliquées dans l’inflammation et les métastases. Le groupe 
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3 a un profil proche des cellules souche avec des protéines impliquées dans la 

différentiation des cellules nerveuses et la croissance des neurites. 

 

Les analyses protéomiques du groupe 3 ont révélé un patron d’expression 

impliquant de la régénération nerveuse, de la guidance axonale, de la différenciation 

cellulaire et de la neurogénèse (Figure 14). Ce patron est proche de celui 

précédemment mis en évidence au sein de l’unité dans le cadre des études d’épilepsie 

temporale (Meriaux et al., 2014).  

 
Figure 14 : Représentation des réseaux de protéines impliqués dans le groupe 3 
après analyse par biologie systémique 
 

Il est intéressant de noter que nous avons mis en évidence lors de nos études 

sur les exosomes de gliomes de rat C6 (Figure 15), la présence de la protéine 

DENND5b qui est marqueur de l’épilepsie (Han et al., 2016). On peut donc faire 

l’hypothèse que les cellules composant certains gliomes sont capables de produire un 

type d’exosome qui pourrait être à l’origine d’un phénotype épileptique.  
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Figure 15 : Protéines identifiées par protéomique shotgun à partir d’exsosome de rat 

C6 traité 6h à la trypsine 

 

 

Cette classification effectuée sur 5 premiers échantillons tumoraux (cas 1 à 5) 

a été validée avec 5 autres échantillons (cas 6 à 10). Le modèle initialement obtenu a 

été appliqué aux échantillons tumoraux. Les échantillons tumoraux 6, 8 et 10 étaient 

classés dans le groupe 1. Le cas 9 est classé dans le groupe 2, et le cas 7 dans le 

groupe 3. Cependant, les groupes 2 et 3 sont difficiles à séparer complètement en 

raison des régions d’intérêt appartenant à l’un et l’autre des groupes et sont finalement 

regroupés en une combinaison des sous-groupes 2 et 3. Ces 2 groupes sont 

également moléculairement proches. Ainsi 2 principaux groupes étaient identifiés : 

groupes 1 avec les cas 1, 4, 8 et une partie des cas 6 et 10, et 2, à diviser en 2 sous-

groupes et regroupant les cas 2, 3, 5, 7 une partie des cas 6 et 9.  

 

Une nouvelle segmentation non supervisée a ensuite été réalisée sur les 10 

échantillons (Figure 16). De cette nouvelle analyse, seulement 2 groupes principaux 

pouvaient être identifiés. Le 1er groupe comporte les cas 2, 3, 5 et 7 et le second groupe 
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comporte les cas 1, 4, 8, 10. Les cas 6 et 9 étaient plus difficiles à classer, car 

comportaient des signatures moléculaires non spécifiques. 
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Figure 16 : Validation de la classification sur les 5 patients additionnels 
(A) un modèle de classification a été élaboré. Le groupe training est composé de 3 
classes. Dans la 1ère classe, 3 régions du groupe bleu ont été utilisées pour le training 
et 2 pour la validation. Dans la 2nde classe, 3 régions du groupe vert/orange ont été 
utilisées pour le training et 2 pour la validation. Dans le 3ème groupe, 3 régions du 
groupe brun ont été utilisées pour le training et 2 pour la validation. Ce modèle a été 
utilisé pour classer les 5 nouveaux échantillons. L’échantillon 7 est classé dans la 
région verte. L’échantillon 8 est classé dans la région bleue. Les échantillons 6, 9 et 
10 sont hétérogènes.�  
(B) images m/z extraites pour chaque groupe.�  
(C) images de segmentation MALDI sur les 10 tissus. La segmentation montre 2 
clusters principaux : bleu vs orange/brun. Les couleurs représentent des régions 
moléculaires différentes.  
 

 Les résultats confirment l’hétérogénéité des tumeurs déjà connue d’après les 

données pathologiques. Cependant on note une divergence entre les données 

histologiques et les données moléculaires pour la définition des sous-régions 

tumorales, donnant ainsi accès à de nouvelles informations. L’analyse combinée des 

données non supervisées d’imagerie MALDI et de microprotéomiques sont 

concordantes. Deux groupes sont individualisés correctement malgé le faible nombre 

d’échantillons. Un troisième groupe (groupe 3) plus hétérogène est également 

identifié, avec des caractéristiques communes aux deux autres groupes. Les 

corrélations avec les données cliniques, histologiques et de biologie moléculaire ne 

faisaient pas l’objet de ce travail en raison du faible effectif de patients dans ce premier 

travail. Il est bien sûr envisagé de s’y intéresser dans de futurs travaux. 
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 2. Article “Evaluation of non-supervised MALDI mass spectrometry 
imaging combined with microproteomics for glioma grade III classification” 

 

Le Rhun E, Duhamel M, Wisztorski M, Gimeno JP, Zairi F, Escande F, Reyns N, 

Kobeissy F, Maurage CA, Salzet M, Fournier I. Evaluation of non-supervised MALDI 

mass spectrometry imaging combined with microproteomics for glioma grade III 

classification. Biochim Biophys Acta. 2016 Nov 24. 

 

 

 

3. Conclusion 

 

L’analyse préliminaire des gliomes anaplasiques a démontré la faisabilité du 

projet et a confirmé l’intérêt du projet. Cette première étape a permis de confirmer 

l’hétérogénéité tumorale et de mettre en évidence à la fois des concordances et des 

discordances pour les échantillons tumoraux entre des analyses pathologiques et des 

analyses de spectrométrie de masse.  

 

D’une façon générale, plus de régions d’intérêt étaient identifiées lors l’imagerie 

moléculaire MALDI MSI que lors de l’analyse du pathologiste expérimenté. Par 

ailleurs, certains échantillons bien qu’identifiés comme homogènes par le pathologiste 

étaient moléculairement hétérogènes. Ce résultat suggère que la technique MALDI 

MSI couplée à la protéomique pourrait apporter des informations supplémentaires et 

améliorer la connaissance des gliomes anaplasiques.  

 

L’analyse MALDI-MDI couplée à la microprotéomique a par ailleurs permis de 

mettre en évidence 3 groupes moléculairement homogènes. Le groupe 1 est 

principalement associé au cancer, avec de nombreuses protéines impliquées dans la 

croissance cellulaire. Le groupe 2 regroupe des protéines impliquées dans 

l’inflammation et les métastases. Le groupe 3 a un profil proche des cellules souches 

avec des protéines impliquées dans la différentiation des cellules nerveuses et la 

croissance des neurites. 
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En conclusion, les analyses de protéomique apportent de nouvelles 

informations qui pourraient améliorer la connaissance sur la biologie des gliomes, la 

classification des gliomes et permettre l’identification de potentielles nouvelles cibles 

thérapeutiques. Ces analyses pourraient ainsi déterminer de nouveaux biomarqueurs 

protéomiques potentiellement intéressant à intégrer aux analyses histologiques 

combinées aux analyses génomiques. Ces résultats doivent être confirmés sur de plus 

grandes populations de patients avec un gliome. 

 

 

 

 

III. Résultats de l’analyse des glioblastomes 

 

1 Données cliniques, histologiques et de biologie moléculaire 

 

1.1 Flow chart 

Un total de 88 patients a été inclus dans l’étude entre le 24 juin 2014 et le 25 

novembre 2016. Comme présenté dans le flow chart ci-dessous, 48 patients sont 

analysables dans le cadre de l’étude. Trente six patients ont été exclus de cette 

analyse, car le diagnostic histologique n’était pas celui de glioblastome dans 27 cas et 

pour des raisons techniques (délai trop long entre résection chirurgicale et prise en 

charge à la tumorothèque) dans 7 ou pour un antécédent de cancer dans 2 cas (Figure 

17). 
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Figure 17 : Flow chart de l’étude GLIOMIC 

 

 

 

1.2 Analyses histologiques morphologiques et immunohistochimiques, et de 

biologie moléculaire 

Les analyses histologiques morphologiques et immunohistochimiques ont été 

réalisées par le Professeur Claude-Alain Maurage et les analyses de biologie 

moléculaire par le Docteur Fabienne Escande. 

 

Seules les analyses des statuts IDH1, ATRX, P53, EGFR, MGMT, codélétion 

1p19q, analyses CGH array notamment des chromosomes 7 et 10, recherche 

d’amplification d’EGFR et de délétion homozygote CDKN2A ont été réalisés pour le 

moment dans le cadre de l’analyse de routine effectuée au CHRU de Lille pour le 

diagnostic des gliomes.  

 

 

88	pa%ents	ayant	signé	le	consentement	

48	pa%ents	avec	
glioblastome	confirmé	et	
analysés	dans	le	cadre	de	
l’étude	
	
	
	
	
	
	

Autre	diagnos%c	(27):	
-  métastase:	6	
-  grade	III:	15	
-  grade	II:	5	
-  autre	anapath:	1	

Pa%ents	avec	glioblastome	
confirmé	mais	(10):	
-  ATCD	de	cancer:	3	
-  problème	technique:	7	

2	pa%ents	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

OK	
	

		

NON	EVALUABLE	
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- Analyses immunohistochimiques 

Les analyses immunohistochimiques suivantes ont été réalisées sur FFPE de 

4 micromètres d’épaisseur : IDH1-R132H, ATRX, P53, EGFR. Un contrôle positif était 

utilisé pour la détermination du statut IDH1-R132H. Comme cela est recommandé par 

la nouvelle classification OMS 2016, lorsque l’immunohistochimie IDH1-R132H était 

négative, aucune autre mutation n’était recherchée lorsque le glioblastome était 

développé dans d’autres localisations que la ligne médiane et que le patient était âgé 

de plus de 55 ans. Par contre, pour les patients de moins de 55 ans ou en cas 

d’antécédent de gliome de bas grade, si l’immunohistochimie était négative, les autres 

mutations étaient recherchées en biologie moléculaire (Louis et al., 2016). Le 

marquage ATRX était considéré comme conservé lorsque plus de 10% des cellules 

tumorales exprimaient ATRX. P53 était considéré comme positif quand au moins 10% 

des noyaux étaient positifs. L’expression EGFR était quantifiée selon le score de 

Hirsch. IDH1 R132H analysé à l’aide du clone Diavona H09, à la dilution 1/40 dilution, 

ATRX en utilisant Sigma, ref HPA001906, à la dilution 1/200, P53 en utilisant Dako, 

clone DO-7, à la dilution 1/100, et EGFR en utilisant Invitrogen, clone 31G7, à la 

dilution 1/20. 

 

- Extraction et quantification de l’ADN 

Les analyses étaient réalisées sur FFPE. Les tests suivants ont été réalisés : 

Comparative genomic hybridization (CGH)-array, O-6-methylguanine-DNA 

methyltransferase (MGMT) promoter methylation et mutations IDH1/IDH2. Tous les 

tissus utilisés pour les analyses ADN ont été évalués quant à la proportion de cellules 

tumorales. Seuls les échantillons tumoraux comportant au moins 70% de 

cellules tumorales ont été analysés. Les extractions d’ADN sur FFPE ont été réalisées 

en utilisant le kit QIAamp DNA FFPE Tissue (Qiagen). Les profils CGH ont été 

déterminés en utilisant le kit SurePrint G3 Human CGH Microarray, 8x60K (Aligent) et 

le logiciel CytoGenomics v2.7. La limite de résolution est de 1 Mb. La présence d’une 

codélétion 1p/19q, le gain du chromosome 7, la perte du chromosome 10, 

l’amplification du gène EGFR et du gène homozygous deletion of the Cyclin-

Dependent Kinase Inhibitor 2A (CDKN2A) ont été particulièrement examinés. La 

mutation affectant le codon 132 de IDH1 (ref seq NM_005896.2), le codon 172 de 

IDH2 (ref seq NM_ 002168.2) était validé par séquençage PCR Sanger quand 

l’immunohistochimie était négative. La méthylation du promoteur MGMT (CpGs 74-78) 
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était déterminée après traitement par bisulfite par pyrosequençage sur PyroMark Q96 

avec le kit MGMT PyroMark (Qiagen). La présence d’une méthylation était affirmée 

quand le score de méthylation était d’au moins 8%. 

 

 

1.3 Résultats  

Quarante huit patients (35 hommes) sur les 50 patients attendus sont 

actuellement enregistrés dans la cohorte glioblastome de l’étude GLIOMIC. L’âge 

médian est de 56,3 ans (minimum 20 ans, maximum 80 ans). Les tumeurs étaient 

localisées en frontal dans 14 cas (droite, n=7 ; gauche, n=7), en pariétal dans 8 cas 

(droit, n=5 ; gauche, n=3), en fronto-pariétal dans 2 cas (droit, n=1 ; gauche, n=1), 

temporal dans 19 cas (droit, n=12 ; gauche, n=7), occipital dans 2 cas (droit, n=1 ; 

gauche, n=1), pariéto-occipital gauche dans 2 cas et temporo-pariéto-occipital gauche 

dans 1 cas. Dans tous les cas sauf un seul, de la nécrose était identifiée sur l’IRM 

cérébrale pré-opératoire. Une prise de contraste était notée dans tous les cas. 

L’ensemble des patients inclus dans l’étude GLIOMIC a, comme cela est précisé dans 

les critères d’inclusion, bénéficié d’une exérèse chirurgicale. L’exésèse était totale, 

confirmée en IRM, pour 29 des 48 patients, subtotale pour 4 patients et partielle pour 

15 patients. 

 

 

 

Parmi les 48 glioblastomes analysés,  

• Une expression de IDH1 (R132H) était mise en évidence dans 2 tumeurs, les 

46 autres étant IDH1 (R132H) négatives. Aucune analyse NGS n’a mis en 

évidence une autre mutation IDH non analysable en immunohistochimie. Ainsi, 

46 tumeurs étaient classées IDH négatives. 

• Aucune codélétion 1p/19q n’était retrouvée (examen non encore réalisé pour 2 

tumeurs).  

• Une perte de l’expression d’ATRX était observée dans 3 cas (examen non 

encore réalisé pour 1 tumeur).  

• Le pourcentage de méthylation moyen de l’ensemble de la cohorte était de 12% 

(minimum 1% - maximum 95%). Une méthylation du promoteur de la MGMT 
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était observée dans 14 cas. Ainsi, 32 tumeurs n’avaient pas de méthylation du 

promoteur de la MGMT (examen non encore réalisé pour 2 tumeurs).  

• P53 était exprimé en immunohistochimie pour 18 tumeurs (examen non encore 

réalisé pour 4 tumeurs). 

• Le score de Hirsch médian EGFR était de 257 (minimum 100 – maximum 400) 

(examen non encore réalisé pour 4 tumeurs). 

• Une amplication du gène EGFR était mise en évidence dans 22 cas (examen 

non encore réalisé pour 1 tumeur). 

• Un gain du 7 associé à une perte du 10 était retrouvé dans 38 cas (examen non 

encore réalisé pour 1 tumeur). 

• Une délétion homozygote CDKN2A était retrouvée dans 26 cas et une 

amplification CDKN2A était retrouvée dans 1 cas (examen non encore réalisé 

pour 1 tumeur). 

 

A noter que les glioblastomes IDH non mutés, qui représentent 96% de 

nos cas, étaient caractérisés par un gain du chromosome 7 combiné à une perte 

du chromosome 10 dans 38 cas, et par une délétion homozygote CDKN2A dans 

26 cas (ou une amplification CDKN2A dans 1 cas). Ces patterns d’anomalies 

sont fréquemment associés dans notre série comme dans la littérature 

(Verhaak et al., 2010). Des amplifications EFGR, également rapportées comme 

associées à ces tumeurs (Ohgaki et al., 2013 : Nicolaidis et al., 2015), étaient 

notées dans 22 cas. 

 

Le Tableau 5 reprend la description des résultats histologiques et de biologie 

moléculaire obtenus chez chaque patient.  
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Tableau 5 : Description des données histologiques et des marqueurs moléculaires des 48 cas enregistrés dans l’étude GLIOMIC 

 
N° 

inclusion 

âge au 

dg 

sexe localisation 

tumorale 

IDH1 codel 

1p/19q 

ATRX MGMTp

meth 

% 

MGMT 

P53 EGFR 

score de 

Hirsch 

ampli 

EGFR 

del 

CDKN

2A 

chromosomes 7 et 10 

01-04 38 M frontal gauche positif non perdu négatif 6% 100% 170 non non gain10q, del partielle 10q 

01-05 68 M frontal gauche négatif non conservé négatif 2% 75% 180 non non gain 7, perte 10 

01-06 60 M temporal droit négatif non conservé négatif 4% 3% 300 oui oui gain 7, perte 10 

01-12 47 M temporal droit négatif non conservé négatif 3% 15% 200 non oui gain 7, perte 10 

01-17 46 M pariétal droit négatif non conservé négatif 2% <5% 300 non non gain 7, perte 10 

01-19 54 F pariétal gauche négatif non conservé négatif 5% 50% 120 non non pas d’anomalie 

01-20 56 F pariétal gauche négatif non conservé négatif 4% 4% 360 oui oui gain 7, perte 10 

01-21 48 F fronto-pariétal 

gauche 

négatif non conservé positif 95% 1% 390 oui non gain 7 

01-22 61 F temporal gauche négatif non conservé positif 12% 66% 300 non non gain 7 

01-25 20 M frontal droit négatif non conservé négatif 2% 70% 100 non non  del partielle 7 

01-26 66 M temporal droit négatif non conservé négatif 4% <5% 100 oui oui perte 10, ampli 7 

01-27 59 M temporal gauche négatif non conservé positif 11% 10% 120 non non pas d’anomalie 

01-28 80 F frontal gauche négatif non conservé négatif 2% 50% 280 oui oui gain 7, perte 10 

01-29 24 M frontal droit positif non perdu positif 16% <10% 200 non  non gain partiel 7q 

01-31 50 M temporal droit négatif non conservé négatif 6% 2% 250 oui oui gain 7, perte 10 

01-32 51 F temporal droit négatif non conservé négatif 2% <5% 110 non non gain 7, perte 10 

01-35 64 M frontal droit négatif non conservé positif 10% 75% 350 non oui gain 7, perte 10 

01-37 65 F pariétal droit négatif non conservé négatif 1% 2% 400 oui oui gain 7, perte 10 
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01-42 45 F frontal droit négatif non conservé négatif 4% 5% 400 oui non perte 10 

01-43 70 M occipital droit négatif non conservé négatif 1.6% 3% 300 oui oui gain 7, perte 10 

01-45 43 M temporal droit négatif non conservé négatif 4.8% 50% 140 non non gain 7, perte 10 

A 51 M frontal droit négatif non conservé négatif 2% 3% 250 non oui gain 7, perte 10 

B 66 M temporal gauche négatif non conservé négatif 3% 50% 200 non non gain 7, perte 10 

C 45 M pariétal droit négatif non conservé positif 30.8% 5% 250 oui oui gain 7, perte 10 

01-50 67 F frontal gauche négatif non conservé négatif 1% 5% 140 oui non gain 7, perte 10 

01-51 62 M temporal droit négatif non conservé négatif 2.2% <5% 400 oui oui gain 7, perte 10 

01-52 51 M temporal droit négatif non conservé NR NR 5% 330 oui oui gain 7, perte 10 

01-53 60 F temporal droit négatif non conservé négatif 1.8% 20% 360 oui oui gain 7, perte 10 

D 59 M temporal gauche négatif non conservé négatif 7.8% 5% 220 non oui gain 7, perte 10 

01-54 58 F pariétal droit négatif non conservé positif 14% 10% 100 non oui gain 7, perte 10 

01-55 68 M pariéto occ 

gauche 

négatif non conservé négatif 3% 10% 350 oui oui gain 7, perte 10 

01-56 63 M frontal gauche négatif non conservé positif 31% 5% 350 oui oui gain 7, perte 10 

01-57 50 M pariétal gauche négatif non conservé négatif 3.6% 5% 375 oui oui gain 7, perte 10 

01-59 58 F temporo pariéto 

occ gauche 

négatif non conservé négatif 3.8% 80% 300 oui oui gain 7, perte 10 

01-60 60 M pariétal droit négatif non conservé négatif 4% >50% 110 non non gain 7, perte 10 

01-61 68 M frontal droit négatif non conservé positif 29% <5% 350 oui oui gain 7, perte 10 

E 65 M occipital gauche négatif non conservé négatif 3% 5% 250 non non gain 7, perte 10 

01-67 56 M temporal droit négatif non conservé négatif 1.8% 5% 340 oui oui gain 7, perte 10 

01-70 36 M temporal droit négatif non conservé positif 59.8% 2% 350 non oui gain 7, perte 10 

01-72 63 M temporal gauche négatif non conservé positif 18% 70% 230 non non gain 7, perte 10 

01-73 56 M frontal droit négatif non conservé négatif 2% 10% 200 non non gain 7, perte 10 
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01-69 75 M temporal droit négatif non  conservé positif 26% 15% 150 non non gain 7, perte 10 

01-64 76 M frontal gauche négatif non conservé négatif 2% 2.5% 250 non oui gain 7, perte 10 

01-65 55 M fronto-pariétal 

droit 

négatif non conservé positif 68% 2.5% 400 oui oui gain 7, perte 10 

F 42 M  frontal gauche négatif non perdu NR NR NR NR non non perte partielle 7 

G 51 M  temporal droit négatif NR NR négatif 2% NR NR NR NR NR 

H 73 M temporal gauche négatif NR conservé positif 34% NR NR oui oui gain 7, perte 10 

01-71 63 F pariéto-occipital 

gauche 

négatif non conservé négatif 1% 15% NR non non gain 7, perte 10 

dg : diagnostic, histo : histologique, M : masculin, F : féminin, A : astrocytome, O : oligodendrogliome, OA : oligoastroctyome, NR : non réalisé, MGMTp met : 

méthylation du promoteur MGMT  
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Un traitement était réalisé après confirmation du diagnostic de glioblastome, en 

complément de la résection chirurgicale pour l’ensemble des patients pour lesquelles 

les données sont disponibles (pour 3 patients, ces données ne sont pas connues à ce 

jour). Quatorze patients ont bénéficié d’un traitement standard par radiothérapie (60 

Gy) temozolomide concomitant puis de maintenance (6 cycles). Neuf patients sont en 

cours de traitement standard actuellement (radiothérapie temolozomide concomitant 

puis de maintenance, avec 6 cycles de maintenance prévus). Deux patients ont reçus 

7 cycles de temozolomide de maintenance à l’issue de la radiothérapie chimiothérapie 

concomitante pour des questions de délai de réalisation de l’IRM cérébrale. Deux 

patients ont arrêté le temozolomide de maintenance après respectivement 1 et 3 

cycles en raison d’une thrombopénie prolongée. La radiothérapie a été arrêtée à la 

demande du patient pour problème d’intolérance du masque de radiothérapie après 

une dose de 38 Gy, le temozolomide avait été prescrit en concomitant pendant le 

temps de la radiothérapie, le traitement de maitenance est actuellement en cours pour 

ce patient. Dans 4 cas, le traitement initial était arrêté en fin de radiothérapie 

concomitante pour progression de la maladie, et dans 8 cas, le traitement initial était 

arrêté pendant le traitement de maintenance, avant le 6ème cycle de chimiothérapie 

prévue en raison d’une progression tumorale. Deux patients ont été traités dans le 

cadre d’études cliniques. Un patient n’a reçu qu’une radiothérapie accélérée (38 Gy 

en 15 fractions) en raison de son âge et de son état général. Un patient a refusé le 

traitement conventionnel par conviction personnelle et a opté pour un traitement par 

homéopathie. 

 

Jusqu’à présent, une première progression tumorale a été observée chez 21 

patients. La progression est survenue après un délai moyen de 233 jours (minimum 

84 jours - maximum 444 jours) après la chirurgie du glioblastome. La progression était 

diagnostiquée immédiatement à la fin de la radiothérapie pour 4 patients et avant la 

fin du traitement de maintenance pour 8 patients. A progression, 16 patients ont reçu 

une nouvelle ligne de traitement, alors qu’une orientation en soins palliatifs était 

décidée pour 4 patients. Les informations sur la prise en charge à la première récidive 

sont manquantes pour 4 patients. Les traitements à récidive étaient les suivants : 

lomustine et bevacizumab pour 11 patients, chirurgie puis lomustine et bevacizumab 

pour 1 patient, fotemustine pour 2 patients et lomustine seule pour 1 patient. 

Onze patients sont décédés, après une moyenne de 439 jours (minimum 150 - 
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maximum 750 jours) après la chirurgie du glioblastome. 

 
2. Données de l’analyse en spectrométrie de masse 
 
2.1 Analyse des lipides 
 
- Préparation des échantillons 

Des sections de 12 µm d’épaisseur de blocs congelés ont été déposées sur des 

lames conductrices. Une matrice était ensuite également déposée de façon homogène 

à l’aide d’un sprayer manuel en recouvrant l’ensemble de la surface. Les spectres de 

masse sont ensuite enregistrés pour chaque point de la coupe avec une résolution 

spatiale de 70 µm. Après réalisation de l’analyse, la matrice est retirée et une 

coloration HES est réalisée afin de permettre une annotation des échantillons par le 

Professeur Maurage, anatomopathologiste référent du projet. L’analyse réalisée à 

l’aide du logiciel Social Care Information and Learning Service (SCiLS) (Bremen, 

Germany) permet d’obtenir une segmentation spatiale en regroupant tous les spectres 

selon leur similarité. 

 

- Analyse des premiers échantillons 
Jusqu’à présent une analyse en imagerie MALDI a été réalisée sur 19 

échantillons tumoraux de glioblastome afin de déterminer la composition en lipides. 

Les analyses statistiques ont été faites de façon non-supervisée dans un premier 

temps.  

 

• segmentation individuelle  
La segmentation individuelle correspond à l’analyse individuelle de chaque 

échantillon. Elle a pu être réalisée pour les 19 échantillons tumoraux. Tous les spectres 

lipidiques du tissu sont analysés et comparés, permettant de distinguer des régions de 

composition lipidique différentes. 

 

A nouveau une hétérogénéité tumorale est retrouvée. Comme cela est illustré 

sur la Figure 18, pour chaque coupe, la région externe en bleu foncé correspond à la 
matrice.  
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Figure 18 : Segmentation individuelle des 19 échantillons de glioblastome de l’étude 

GLIOMIC analysés en imagerie MSI des lipides 

C1424329	 C1424966	 C1425035	
C1436848	 C1439021	

C1439109	 C1500810	
C1501585	 C1501852	

C1502381	 C1503224	 C1505242	 C1506658	

C1507086	
C1510158	

C1510342	 C1515041	

C1515362	 C1516183	



	

	 146	

 

Les résultats obtenus après segmentation spatiale ont été comparés aux 

annotations histologiques pour 10 échantillons tumoraux. Des régions d’intérêt 

supplémentaires ont été mises en évidence après analyse en imagerie MALDI par 

rapport à l’analyse histologique morphologique classique (Figure 19). Par ailleurs une 

faible concordance était observée entre les annotations histologiques et les données 

de l’imagerie MALDI. 

 

 
Figure 19 : Exemple de corrélation entre segmentation individuelle et lame 

histologique sur 10 échantillons de glioblastome de l’étude GLIOMIC analysés en 

imagerie MSI des lipides 
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 Des analyses de co-localisations ont ensuite été réalisées, permettant de mettre 

en évidence des ions caractéristiques de chaque région. Lors de ces analyses (Figure 
20), des ions de 3 masses différentes étaient retrouvés dans chaque région identifiée, 

confirmant ainsi les résultats de la segmentation. 

 

 

 

A 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Co-localized	with	brown	region	
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B        C 

 
 

Figure 20 : Analyses de co-localisation des ions en segmentation individuelle 
(A) Co-localisation des ions marrons sur les différents échantillons 
(B) Co-localisation des ions bleus sur les différents échantillons 
(C) Co-localisation des ions jaunes sur les différents échantillons 

 

 

• segmentation globale 
Elle est réalisée sur l’ensemble des échantillons et compare les échantillons 

entre eux, permettant de classer les différents échantillons. Cette analyse a pu être 

réalisée pour 10 échantillons tumoraux. Les segmentations globales générées après 

analyse de tous les tissus analysés ont révélé 3 groupes moléculaires différents alors 

que les annotations morphologiques étaient les mêmes pour les régions étudiées 

(Figure 21). 

 

 

Co-localized	with	blue	region	 Co-localized	with	yellow	region	
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Figure 21: Segmentation globale des 10 échantillons de glioblastome de l’étude 
GLIOMIC analysés en imagerie MSI des lipides  
Pour chaque coupe, la région externe en bleu foncé correspond à la matrice, la région 
orange correspond à de la nécrose et la région bleu à une faible infiltration tumorale. 
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Cette analyse démontre l’existence de différentes régions d’intérêt au sein des 

10 premiers glioblastomes analysés. Après segmentation globale, les échantillons 

pouvaient être répartis en 3 groupes principaux comprenant : 
- les échantillons 7, 10, 11 et 1 répartis en 2 sous-groupes : 7, 10, 11 vs. 1 

- les échantillons 4 et 6 répartis en 2 sous-groupes : 4 vs. 6 

- les échantillons 9, 12 et 13 répartis en 2 sous-groupes : 9, 12 vs. 13 

 
Selon les annotations histologiques, on définissait 
- des régions nécrotiques, apparaissant en orange sur les tissus 7, 10 et 11 

- des régions faiblement infiltrées, apparaissant en bleu sur les tissus de l’échantillon 

12  

- des régions « pré-nécrotiques » 

Les 2 types de régions d’intérêt (nécrose et infiltration tumorale faible, correspondant 

à du cortex infiltré) restent groupées après analyse par segmentation globale. 

Les régions définies en tant que « pré-nécrotiques » sur l’annotation histologique sont 

réparties entre régions nécrotiques et régions tumorales. 

Selon l’analyse de biologie moléculaire, les 10 premiers échantillons présentent les 

caractéristiques reportées dans le Tableau 6.  
 

Tableau 6 : Données de biologie moléculaire des échantillons regroupés selon les 

caractéristiques des lipides en segmentation globale 
N° 

inclusion 

IDH1 codel 

1p/19q 

ATRX MGMTp

meth 

% MGMT P53 EGFR 

score de 

Hirsch 

ampli 

EGFR 

délétion 

CDKN2A 

chromosomes 7  

et 10 

01-19  négatif non conservé négatif 5% 50% 120 non non pas d’anomalie 

01-26  négatif non conservé négatif 4% <5% 100 oui oui perte 10, ampli 7 

01-27 négatif non conservé positif 11% 10% 120 non non pas d’anomalie 

01-06 négatif non conservé négatif 4% 3% 300 oui oui gain 7, perte 10 

01-25 négatif non conservé négatif 2% 70% 100 non non  del partielle 7 

01-12 négatif non conservé négatif 3% 15% 200 non oui gain 7, perte 10 

01-04 positif non perdu négatif 6% 100% 170 non non gain10q, del partielle 10q 

01-29 positif non perdu positif 16% <10% 200 non  non gain partiel 7q 

01-05 négatif non conservé négatif 2% 75% 180 non non gain 7, perte 10 

01-17 négatif non conservé négatif 2% <5% 300 non non gain 7, perte 10 

 

- échantillons 7, 10, 11 et 1 répartis en 2 sous-groupes : 7, 10, 11 vs. 1 

- échantillons 4 et 6 répartis en 2 sous-groupes : 4 vs. 6 

- échantillons 9, 12 et 13 répartis en 2 sous-groupes : 9, 12 vs. 13 
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Il est à l’heure actuelle cependant trop tôt pour conclure sur la concordance avec les 

données de biologie moléculaire vu le faible nombre d’échantillons analysés et les 

données encore manquantes sur la biologie moléculaire. De plus, une analyse 

supervisée des lipides sera réalisée dans un second temps en fonction des catégories 

tumorales issues des données de la biologie moléculaire. 

 

 

2.2 Analyse des protéines 
 

Des analyses de micro-protéomiques ont ensuite été réalisées sur 9 

échantillons tumoraux pour le moment. Ces analyses ont pour but d’identifier des 

protéines spécifiques dans les différentes régions d’intérêt, à partir des images 

générées après segmentation individuelle.  

Les données de l’imagerie MALDI des lipides sont annotées par 

l’anatomopathologiste référent selon l’analyse histologique morphologique sur chaque 

lame (prolifération tumorale, prolifération endothélo-capillaire, nécrose… ). Les 

régions d’intérêt ainsi définies sont ensuite analysées en micro-protéomique. Pour 

chaque point une digestion des protéines est réalisée. Les peptides seront micro-

extraits puis analysés par chromatographie liquide et spectrométrie de masse (nano-

LC/MS-MS). Cette approche doit permettre de définir une variabilité moléculaire en 

micro-protéomique. Les analyses des protéines viennent de débuter.  

 

 Pour le moment, les images de spectre MALDI et les analyses de 

segmentation ont été réalisées. 

 

Les analyses de segmentation individuelle des 9 échantillons de glioblastome 

analysés mettent en évidence des ions spécifiques délimitant des régions d’intérêt 

spécifiques (Figure 22).  
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Figure 22 : Segmentation individuelle des peptides des 9 échantillons tumoraux de 
glioblastome 

 

 

 

 

 

 

 

La segmentation globale en protéines met en évidence 3 groupes principaux 

partageant des caractéristiques communes sur le plan moléculaire (Figure 23). 

Segmentation individuelle 
C1503224	 C1505242	 C1503224	

C1500810	

C1439109	

C1439021	

C1436848	 C1424966	

C1424329	
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Figure 23 : Segmentation globale des peptides des 9 échantillons tumoraux de 

glioblastome 

 

 

Segmentation globale 

Segmentation globale 
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3. Conclusion 
 

Ces résultats sur l’analyse des glioblastomes sont concordants avec ceux 

retrouvés lors de l’analyse des gliomes anaplasiques. L’analyse des premiers 

échantillons de glioblastome a également mis en évidence une hétérogénéité tumorale 

et des régions d’intérêt définies sur le plan moléculaire. A nouveau, des concordances 

et des discordances étaient observées pour les échantillons tumoraux lors des 

analyses pathologiques et des analyses de spectrométrie de masse.  

Ces résultats suggèrent à nouveau que la technique MALDI MSI couplée à la 

protéomique apporte des informations supplémentaires et peut améliorer la 

connaissance des glioblastomes. L’analyse est en cours sur les autres prélèvements 

transmis au laboratoire. 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
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L’analyse préliminaire des gliomes anaplasiques a démontré la faisabilité du 

projet. Les premiers résultats de l’analyse des échantillons de glioblastomes 

confirment également la faisabilité et l’intérêt de cette approche. La cohorte des 50 

échantillons de glioblastome nouvellement diagnostiqués devrait être prochainement 

complète. Seuls 2 patients restent à inclure à ce jour. Ces premiers résultats en 

protéomique confirment l’intérêt de l’identification des protéines dans cette pathologie. 

 

Ainsi, au travers de cette thèse, nous avons pu mettre en évidence la possibilité 

de réaliser une classification non supervisée par imagerie par spectrométrie de masse 

couplée à l’analyse par microprotéomique. Les résultats ont montré l’apport de cette 

stratégie pour l’analyse de l’hétérogénéité tumorale, classiquement rapportée dans les 

glioblastomes. Ces analyses de protéomique apportent de nouvelles informations, 

notamment sur les mécanismes mis en jeux lors du processus de tumorisation. Des 

réseaux spécifiques ont pu ainsi être mis en évidence en lien avec les données 

génétiques et de protéogénomiques i.e. les protéines alternatives. Ces données, 

combinées aux données cliniques, IRM, pathologiques et génomiques actuellement 

utilisées dans la prise en charge des patients, pourraient améliorer la classification des 

gliomes et permettre l’identification de potentielles nouvelles cibles thérapeutiques. 

Dans le cadre de l’étude GLIOMIC, il faut également souligner que des analyses de 

biologie moléculaires plus poussées et non réalisées en routine, seront également 

effectuées, notamment au niveau des mutations du promoteur de TERT, des 

mutations de P53. Les analyses de bio-informatiques seront réalisées dès que les 

résultats des analyses en lipides et protéines auront été effectués et dès que la 

médiane de survie globale des patients aura été atteinte. Nous avons volontairement 

choisi cette option de recueil prospectif, connaissant les difficultés liées au 

recrutement, puis au suivi des patients et l’attente liée au délai entre chirurgie et décès 

des patients correspondant à la survie globale, qui nous semblait être le critère 

pronostique le plus fiable, afin d’obtenir des prélèvements d’une qualité optimale dans 

cette première approche et de proposer la classification la plus précise possible.  

 

 Au vu des premiers résultats obtenus, 50 autres patients avec diagnostic de 

glioblastome enregistrés dans la tumorothèque et correspondant aux critères 

d’inclusion de l’étude GLIOMIC seront inclus de façon rétrospective afin de valider les 

données de la classification après amendement du protocole. Une fois les résultats 
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validés sur la cohorte de 100 échantillons tumoraux, des analyses seront réalisées sur 

les échantillons sanguins prélevés de façon prospective dans le cadre de l’étude 

GLIOMIC afin de rechercher dans le sang une signature moléculaire concordante, 

correspondant à celle déjà identifiée au niveau des échantillons tumoraux. L’objectif 

est ici d’évaluer l’intérêt de marqueurs sanguins qui pourraient représenter une aide 

majeure pour le diagnostic et le suivi des patients. En effet, la chirurgie cérébrale reste 

invasive et il n’est pas envisageable de réaliser un suivi en temps réel de l’évolution 

des marqueurs retrouvés au niveau des échantillons tumoraux. Les indications de 

nouvelle chirurgie au cours de l’évolution d’un glioblastome restent très limitées. Ainsi, 

l’identification d’une signature moléculaire au niveau sanguin lors d’un prélèvement 

restant peu invasif et pouvant être facilement répété, aurait un intérêt évident pour les 

patients que ce soit au moment du diagnostic et tout au long du suivi de la maladie. Si 

une signature était validée au niveau sanguin, l’étude serait poursuivie par une 

évaluation prospective de nouveaux cas de tumeurs cérébrales avec des 

prélèvements sanguins réguliers dans le but d’évaluer leurs modifications au cours de 

la maladie et sous l’impact des différents traitements. 

 

 Par ailleurs, toujours au vu des premiers résultats encourageants de nouveaux 

projets sont en cours de développement au laboratoire.  

 Une fois l’étude sur les 100 cas de glioblastomes réalisée, il paraît intéressant de 

rechercher et de comparer les patterns de protéines obtenus par analyse en 

spectrométrie de masse MALDI couplée à la microprotéomique et les différents sous-

groupes de gliomes classés selon le statut de la mutation IDH et le statut de la 

codélétion 1p19q. En effet, 3 grands groupes de tumeurs sont décrits dans la 

classification OMS 2016 : les tumeurs IDH mutées avec codélétion 1p19q, 

correspondant aux oligodendrogliomes moléculaires, les tumeurs IDH mutées sans 

codélétion 1p19q, correspondant aux astrocytomes moléculaires, les tumeurs IDH wild 

type (non mutées) et sans codélétion 1p19q, correspondant aux glioblastomes 

moléculaires. Les tumeurs IDH wild type (non mutées) avec codélétion 1p19q ne sont 

pas observées en pratique. L’étude GLIOMIC va être également amendée afin 

d’inclure les nouveaux cas de gliomes pour obtenir une cohorte prospective de 30 

patients avec 10 tumeurs pour chacun des 3 grands groupes : tumeurs IDH mutées 

avec codélétion 1p19q, tumeurs IDH mutées sans codélétion 1p19q et les tumeurs 

IDH wild type - non mutées et sans codélétion 1p19q, quel que soit le diagnostic 
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histopathologique retenu. Les résultats seront ensuite validés sur une cohorte 

rétrospective de10 tumeurs pour chacun des 3 grands groupes, soit à nouveau 30 

patients au total. Des prélèvements sanguins seront également réalisés dans cette 

partie prospective de l’étude, afin de rechercher une éventuelle signature définie au 

niveau du tissu tumoral. Ce travail a l’intérêt d’évaluer l’ensemble des gliomes et de 

rechercher si les études de protéomiques confirment les résultats et la classification 

de l’analyse de biologie moléculaire telle que définie par la classification OMS 2016. 

 

 Dans le cadre du prochain amendement de l’étude GLIOMIC, une analyse 

complémentaire sera également réalisée afin de comparer les résultats obtenus en 

spectrométrie MALDI couplée à l’analyse microprotéomique sur 50 cas de 

glioblastomes pour lesquels une paire d’échantillons tumoraux au diagnostic initial et 

à la première récidive sont disponibles. Cette étude sera réalisée de façon 

rétrospective étant donnée que seuls 20 à 30% des patients sont ré-opérés au cours 

de l’évolution de la maladie. L’objectif est de rechercher des modifications entre les 

patterns de protéines identifiés au diagnostic et à la 1ère récidive afin de mieux 

comprendre les mécanismes de résistance aux traitements. En fonction des résultats, 

une analyse de paires de gliomes classés selon leurs statuts IDH et codélétion 1p19 

sera également réalisée. 

 

Enfin, toujours dans le cadre du protocole GLIOMIC, il nous paraît nécessaire 

de vérifier la faisabilité de l’analyse MALDI-MSI couplée à la protéomique sur des 

échantillons congelés après un délai de 2 heures afin de pouvoir élargir au mieux 

l’accès à ces analyses à tous les patients lors de la prise en charge quotidienne même 

si la congélation la plus rapide sera toujours recommandée. En effet, dans le cadre de 

l’étude GLIOMIC, 7 prélèvements sur les 88 proposés, soit 8%, initialement proposés 

pour l’étude GLIOMIC n’ont pu être inclus pour des problèmes techniques, 

principalement en raison d’un délai trop long entre résection chirurgicale et mise en 

congélation malgré le travail réalisé en collaboration avec l’équipe de Neurochirurgie 

pourtant très impliquée dans le protocole et son bon déroulement, et consciente des 

impératifs techniques. Nous vérifierons la reproductibilité de la signature retrouvée 

dans l’étude sur les 100 glioblastomes en recherchant cette signature sur une nouvelle 

cohorte de 20 patients : 10 pour lesquels une congélation du tissu tumoral sera 

obtenue dans les 2 heures après exérèse chirurgicale (condition optimale) et une 



	

	 159	

congélation sera réalisée entre 2 et 4 heures après chirurgie, et 10 pour lesquels une 

congélation du tissu tumoral sera obtenue dans les 2 heures après exérèse 

chirurgicale et une congélation sera réalisée entre 4 et 6 heures après chirurgie.  

 

De nouvelles thématiques vont également être développées à partir de ce 

travail. Des facteurs psychologiques (émotion, cognitif) pourraient avoir un rôle sur le 

pronostic du cancer (Mainio et al., 2006 ; Chida et al., 2008). Un lien entre le risque de 

dépression et une augmentation du taux de IGF-I et IGFP-3 a été retrouvé dans une 

étude sur 249 gliomes (Wang et al., 2014). Dans cette étude, la survie des patients 

avec une dépression était significativement plus mauvaise que celles des autres 

patients. Dans une autre étude sur 132 gliomes de haut grade, le risque de dépression 

était également corrélé avec des marqueurs de l’inflammation tels que la protéine C-

réactive ou l’interleukine 6 et à nouveau les patients avec une dépression avaient un 

pronostic moins bon (Jiao et al., 2015). Le rôle pronostic de l’infiltration par des cellules 

immunitaires dans le cerveau lors des pathologies tumorales comme les gliomes n’est 

pas encore clairement établi (Beinkowski et Preusser, 2015). Quelques études ont 

cependant suggéré que le nerf vague pourrait moduler les cellules CD4 et CD8 

(Antonica et al., 1996 ; Karimi et al., 2010 ; Mihaylova et al., 2014). Ces interactions 

potentielles restent ainsi mal connues à l’heure actuelle. Le projet Head Held High a 

pour objectif d’étudier le rôle pronostic des facteurs environnementaux, notamment 

psychologiques, et leur impact sur les cellules immunitaires exprimées au cours des 

gliomes. Dans ce projet, il est prévu dans une première analyse rétrospective 

d’identifier une combinaison de protéines impliquées dans la dépression et l’immunité 

dans les glioblastomes humains. Dans ce cadre le projet GLIOMIC servira de base à 

cette nouvelle étude. Une fois cette signature définie, une étude prospective pourra 

alors être initiée afin de valider son rôle pronostic dans une cohorte de glioblastomes 

nouvellement diagnostiqués et son éventuelle association à des facteurs 

physiologiques (rythme cardiaque, taux sanguins de marqueurs d’inflammation) ou à 

des facteurs psychologiques (échelles de dépression et de qualité de vie). En parallèle, 

de ce projet chez l’Homme, une étude prospective randomisée sera réalisée en 

collaboration avec le laboratoire du Professeur Terny sur des chiens présentant un 

gliome spontané afin d’évaluer l’impact sur la survie globale des stimulations du nerf 

vague associé aux traitements oncologiques de référence. 
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Ainsi l’analyse protéomique, telle que réalisée avec les outils de 

microprotéomique dont dispose le laboratoire, devrait permettre d’améliorer le 

prognostic des gliomes. Ces travaux réalisés en parallèle avec des études d’onco-

immunologie au laboratoire focalisées sur la réactivation des macrophages au sein du 

micro-environnement tumoral en prenant en compte l’hétérogénéité, ouvrent de 

nouvelles perspectives thérapeutiques en vue d’une médecine de précision. 
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