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RESUME

La tumeur de Wilms (WT) ou Néphroblastome, est la tumeur du rein la plus fréquente chez
I’enfant agé de moins de 5 ans, avec une incidence en France de 1/10000 naissances. Bien
que la majorité des enfants avec WT soit aujourd’hui soignée, 10 a 15% de tumeurs qui ne
montrent pas de criteres particuliers d’agressivité au moment du diagnostic rechutent, et
une partie des tumeurs avec des criteres d’agressivité biologique au diagnostic ont en réalité
un comportement clinique moins agressif. Au final, une partie des enfants sont sur-traités
par rapport a leur maladie et développent des séquelles irréversibles dues a la radiothérapie
et la chimiothérapie, qui pourraient étre évitées si les tumeurs étaient mieux stratifiées au
diagnostic. L'identification de nouveaux marqueurs pronostic au diagnostic est donc par

conséquence nécéssaire.

Afin de mieux comprendre la biologie de ces tumeurs hétérogenes, nous avons centralisé
dans notre centre le matériel biologique de toutes les WTs francaises inclus dans le
protocole SIOP-2001. Un bloc de paraffine représentatif de chaque tumeur ainsi que du
matériel cryopréservé correspondant a la tumeur et au rein sain de chaque patient ont été
réceptionnés, nous permettant la constitution d’'une tumorotheque, une DNA-théque et une

RNA-theque.

La premiere partie du travail a été de caractériser le statut histologique de ces tumeurs (type
histologique, groupe de risque histologique) en faisant particulierement attention au
blastéme, la composante histologique la plus agressive de ces tumeurs. Le blastéme a été
caractérisé par une analyse qualitative (architecture et aspect cytologique du blasteme,
index mitotique, index prolifératif) et quantitative (volume et pourcentage de blastéme).

La deuxieme partie a été réalisée sur les WT’s inclus dans le protocole SIOP-2001 en
collaboration avec les équipes européennes du Renal Tumor Study Group (1) et a permis de
caractériser les anomalies structurales de la WT par Multiple Ligation Probe Amplification
(MLPA), en particulier les régions d’intérét 1p, 16q, 1q et les génes TP53, IGF2, NMYC. De
plus, nous nous sommes focalisés sur la région 11p15, ou le géne IGF2 est localisé, en
analysant les anomalies structurales et de méthylation au niveau de différents loci (IGF2-
DMRO, ICR1, ICR2, H19), par MLPA et par ASMM RTQ- PCR (TagMan allele-specific
methylated multiplex real-time quantitative PCR). Nous avons de plus étudié I'expression
d’IGF2 dans les tumeurs et les reins sains correspondants par RT-QPCR a partir de I’ARN
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extrait. Une derniére partie de notre étude a porté sur la caractérisation de la réponse
immune intratumorale par immunohistochimie (CD3, CD4, CD8, PD1, PDL1).

Nous avons pu confirmer la validité de la stratification pronostique actuellement utilisé pour
la WT, qui prend en considération le type histologique, le groupe de risque histologique et le
stade local. Nous avons confirmé sur les tumeurs pré-traités la validité pronostique de
marqueurs moléculaires comme le gain de 1q, de MYCN et la perte de 1p et 16q, marqueurs
qui étaient déja connus comme étant pronostiques dans les tumeurs traités par chirurgie
premiere. De plus nous avons identifié des potentiels marqueurs pronostiques
supplémentaires concernant la prise en charge anatomopathologique des WTs: le volume et
le pourcentage de blasteme, I'index mitotique et de prolifération du blasteme, la perte de
méthylation d’IGF2-DMRO et le rapport CD4/CD8 évalué par immunohistochimie au sein de
la tumeur.

Ce travail pourrait contribuer a la détermination d’une nouvelle classification bio-

pathologique de la WT, sur laquelle sera décidé un nouveau traitement dans le futur.



ABBREVIATIONS

AD: autosomique dominant

ADN : acide désoxyribonucléique

AF: anaplasie focale

ARN: acide ribonucléique

ARNm: acide ribonucléique messager

ASMM RTQ-PCR TagMan allele-specific methylated multiplex real-time quantitative PCR
BWS: Syndrome de Beckwith-Wiedemann

COG: Children Oncology Group

CPDN: cystic partially differenciated nephroblastoma
CGH: comparative genomic hybridization

ddNTP: didésoxyribonucléotides

DMR: Differentially methylated region

FFPE: formalin fixed paraffine embeeded

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
GOM: gain of methylation

HE: hematoxilyn and eosin

HPF: high performed fields

HR: high risk

ICR-1: imprinting control region 1

ICR-2: imprinting control region 2

ILNR: intralobar nephrogenic rests

IR: intermediate risk

IncRNA : long non coding ribonucleic acid

LOH : loss of heterozygosity

LOI : loss of imprinting

LOM : loss of methylation

LR :low risk

mi-RNA: micro RNA



MLPA: multiple ligation probe amplification

ns: non significatif

OS: overall survival

PFS: progression free survival

PLNR: perilobar nephrogenic rests

pUPD: isodisomie paternelle

RTC : Renal Tumor Committee

RTSG: Renal Tumors Study Group

SIOP: Société Internationale d’Oncologie Pédiatrique
SFCE : Société Francaise du Cancer de I'Enfant

TIL: lymphocytes T intraépithéliaux

UKCCSG: United Kingdom Children's Cancer Study Group
WT: Tumeur de Wilms

WTDA: Tumeur de Wilms avec anaplasie diffuse

WTFA: Tumeur de Wilms avec anaplasie focale



ETAT DES CONNAISSANCES

Le néphroblastome
e Epidémiologie

La tumeur de Wilms (WT), ou néphroblastome, est la tumeur rénale la plus fréquente chez
I'enfant agé de moins de 5 ans (2). L'age moyen au diagnostic est de 3 ans avec une
fréquence maximale entre 1 et 5 ans. Cette tumeur représente 5-10% des tumeurs malignes
de I'enfant et elle est la plus fréquente des tumeurs abdominales, avec une incidence

annuelle de 1/ 10 000 et une prévalence de 1-9/ 100 000.

Elle est le plus souvent une tumeur sporadique, mais dans 10% des cas elle est associée a un
syndrome de prédisposition comme le Syndrome de Beckwith-Wiedmann (BWS) ou la

mutation du géne WT1 (Syndrome de WAGR et Syndrome de Denis-Drash).
¢ Prise en charge

En Europe, les enfants agées de plus de 6 mois et atteints d’'un néphroblastome sont traités
par une chimiothérapie pré-chirurgicale. Apres la chirurgie, I'examen anatomopathologique
de la piece opératoire de néphrectomie confirmera le diagnostic et établira I’histopronostic
de la tumeur, en accord avec la classification du risque histologique selon le protocole de la
Société Internationale d’Oncologie Pédiatrique SIOP 2001 (2). Cette classification a été

développée depuis 1971 (3, 4).

La biopsie de la masse rénale en cas de suspicion d’une WT n’est pas indiquée, sauf devant
une tumeur d’aspect radiologique non classique ou chez un enfant agé de plus de 6 ans.
Dans ce cas la biopsie sera réalisée par voie rétropéritonéale, pour éviter le risque de
dissémination péritonéale et de récidive locale. Dans tous les autres cas le diagnostic est fait
sur la base des critéres cliniques et radiologiques. Chez les adolescents ou les adultes, la
haute prévalence de tumeurs rénales autres que la WT supporte l'indication d’une biopsie
ou d’une chirurgie premiére. Historiquement cette catégorie de malades avait un pronostic
moins favorable par rapport a celui des enfants mais la survie a augmenté avec I'application

des protocoles pédiatriques aux adolescents et aux jeunse adultes (1).



Selon le protocole SIOP-2001, dans le cas de maladie localisée au diagnostic (Stade 1, 2 et 3)
le traitement est basé sur 4 semaines de Vincristine et Actinomycine D. Pour les patients
avec maladie métastatique au diagnostic (Stade 4), le traitement est de 6 semaines de
Vincristine, Actinomycine D et Doxorubicine. La thérapie post-chirurgicale est faite sur la
base de la classification histologique (qui classe les tumeurs en bas risque histologique,

risque intermédiaire et haut risque) et sur le stade local.

Les études européennes SIOP 93-2001 montrent une survie de 95-100% pour le stade 1, de
90-95% pour le stade 2, de 85-95% pour le stade 3, de 60-70% pour le stade 4 et seulement

de 30% pour les patients avec anaplasie diffuse.

Aux Etats-Unis la WT est prise en charge dans le cadre du Children Oncology Group (COG)
avec une chirurgie premiéere et une chimiothérapie post-chirurgicale qui est instaurée sur la
base de I'histologie tumorale. Dans la caractérisation histologique pré-chimiothérapie du
COG le blasteme a moins de valeur pronostic et les tumeurs sont classées sur la base de la
présence d’anaplasie en histologie favorable (sans anaplasie), anaplasie focale et anaplasie

diffuse (1, 5)

Prise en charge particuliere :

Dans certains cas la prise en charge des patients est particuliere. Il s’agit de patients qui sont
en Stade IV au moment du diagnostic (métastatiques), des patients inopérables au

diagnostic, des patients avec maladie bilatérale et des patients qui récidivent.

Les patients avec métastases au diagnostic (poumon, foie et autres sites), sont traités au
sein de la SIOP par 6 semaines de chimiothérapie pré-opératoire avec Vincristine et
Actinomycine. Si les nodules métastatiques régressent complétement et |'exérese
chirurgicale est compléte, les patients feront une chimiothérapie adjuvante basée sur le
risque histologique de la tumeur. Si les nodules tumoraux sont viables ou si I'exérése n’est
pas compléte, les patients feront en plus une radiothérapie sur la région des métastases. Au
sein du COG, historiquement tous les patients avec métastases au diagnostic bénéficient de
la radiothérapie sur la région des métastases avant la chirurgie (5). Les américains ont plus
récemment adapté leur protocole sur le protocole de la SIOP, a la lumiere des résultats de la

SIOP et de I'évidence que le pronostic était dépendant de la réponse du nodule



métastatique a la chimiothérapie (6). Cela a permis d’éviter des doses de radiothérapie

superflues a une partie des enfants.

Les patients qui ne sont pas opérables au diagnostic dans le COG sont classés en Stade Ill.
Chez ces patients, une radiothérapie abdominale et du flanc plus une chimiothérapie sont
faites avant la chirurgie. En Europe les tumeurs sont classés en Stade Ill seulement si, aprés
la chirurgie, I'exérése est incompléte ou des métastases ganglionnaires loco-régionales sont

mises en évidence. Seuls ces patients bénéficient d’une radiothérapie.

Les patients qui ont une tumeur bilatérale sont traités de la méme fagon au sein du COG et
de la SIOP avec une chimiothérapie néo-adjuvante a base de Vincristine, Actinomycine et

Doxorubicine, qui réduit la taille tumorale et permet une chirurgie plus conservatrice.

Les patients qui récidivent ont été classés en trois groupes de risque a la suite d’un travail de
collaboration entre le COG et la SIOP (7) : risque standard, pour les patients avec une WT
non anaplasique initialement traité avec deux drogues ; haut risque, pour les patients avec
WT non anaplasique initialement traité avec trois drogues; trés haut risque, pour les
patients avec tumeurs initialement anaplasique. Les patients a risque standard ont un taux
de survie de 70-80% (8) et sont traités par Vincristine et Actinomycine. Les patients a haut
risque ont un taux de survie de 40-50% (9) et sont traités comme le risque standard avec en
plus la Doxorubicine et la radiothérapie. Les patients a trés haut risque ont un taux de survie
de 10% (10, 11) et dans ce groupe de patients l'utilisation d’'une chimiothérapie a hautes
doses avec transplantation de cellules souches est en cours d’évaluation par le COG et la

SIOP.

De facon identique, et malgré les différences dans la prise en charge, aux Etats-Unis et en

Europe, 10 a 15% des enfants rechutent dans les deux ans apreés le traitement.

L'identification de nouveaux marqueurs biologiques est nécessaire pour identifier les
tumeurs a évolution défavorable. Une collaboration transcontinentale est mise en place
depuis 1992 entre les membres du COG Renal Tumor Committee (COG-RTC) et les membres

du SIOP Renal Tumor Study Group (SIOP-RTSG), avec des réunions tous les deux ans, avec
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I'objectif de partager les données des différents projets de recherche et de confronter les

résultats pour améliorer la survie des patients atteint de WT.

Dans le futur, le nouveau protocole SIOP-UMBRELLA prendra en considération le volume
absolu de blastéme et le marqueur moléculaire 1q pour le blastéme résistant comme critére
de stratification et le nouveau protocole du COG prendra en considération le pattern de
méthylation de la région 11p15 pour les patients en stade 1 et histologie favorable, chez qui

une thérapie adjuvante ne sera pas indiquée (12).
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¢ Anatomie pathologique du néphroblastome

La WT est une tumeur intra-rénale le plus souvent unilatérale et unicentrique, plus rarement
bilatérale (5-10%). Macroscopiquement, cette tumeur est habituellement constituée d’une
masse solitaire, ronde et bien délimitée, de couleur gris homogéne, séparé par une fine
capsule du parenchyme rénal adjacent. Des aspects kystiques sont souvent observés.

C'est une tumeur embryonnaire dérivée du blasteme néphrogénique, qui reproduit
I’histologie du rein adulte générant une composante épithéliale et une composante
stromale. Cette derniére peut acquérir une différentiation ultérieure (rhabdomyoblastique,
cartilagineuse, osseuse) (1).

Au plan microscopique il associe classiquement trois composantes, une blastémateuse,
indifférenciée et basophile, une épithéliale, plus ou moins différenciée (ébauche de
glomérule, de tubule) et une mésenchymateuse, de type musculaire ou fibroblastique.

Le blasteme est une composante indifférenciée faite de petites cellules rondes, a fort
rapport nucléo-cytoplasmique, noyaux ronds et caractérisés par une chromatine dense et
tres basophile. La classification histologique de la WT repose sur la proportion entre ces
différentes composantes et sur le degré de réponse a la chimiothérapie préopératoire
(régression). Les remaniements post-chimiothérapie (en anglais CIC=chemotherapy induced
changes) se traduisent avec de la nécrose et un infiltrat inflammatoire riche en macrophages
et hémosidérophages.

On peut ainsi classer les tumeurs en completement nécrotique, régressif, épithélial,

stromale, blastémateux, mixte, avec anaplasie focale et avec anaplasie diffuse :

- WT complétement nécrotique : 100% de remaniements post-chimiothérapie, sans

cellules tumorales viables ;
- WT régressive : > 2/3 de remaniements post-chimiothérapie ;

- WT épithéliale : >1/3 de tumeur viable,>2/3 de composante épithéliale,<10% de
blastéeme ;

- WT stromale : >1/3 de tumeur viable, > 2/3 de composante stromale, <10% de blastéme ;

- WT blastémateuse : >1/3 de tumeur viable, > 2/3 de blastéeme.
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- WT mixte : >1/3 de tumeur viable, présence des 3 composantes (blasteme, épithélium,
stroma), <10% de blasteme ;

- WT avec anaplasie focale : présence de 1 ou rares foyers d’anaplasie.

- WT avec anaplasie diffuse : plusieurs foyers d’anaplasie.

Sur la base de la classification histologique des tumeurs on peut ainsi classer les WTs en bas
risque histologique (néphroblastome kystique partiellement différencié ou cistic partially
differentiated nephroblastoma(CPDN), et néphroblastome compléetement nécrotique), en
risque intermédiaire (épithéliale, stromale, mixte, régressive ou avec anaplasie focale) et en
haut risque (blastémateux et avec anaplasie diffuse), I'lanaplasie étant caractérisée par des
mitoses multipolaires polyploides, des noyaux hyperchromatiques et de trois fois supérieurs

a la norme (WHO Classification of Tumours, IARC Press, Lyon, 2004) (Figure 1).
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Figure 1. Les différentes composantes histologiques du WT. A : épithélium ; B : stroma, dans le cas spécifique

avec différentiation rhabdomyoblastique. C : blasteme ; D : anaplasie.

Le stade local est défini selon la classification de la Société Internationale d’Oncologie
Pédiatrique (SIOP) :

- Stade | : tumeur limitée au rein, encapsulée, d’exérése complete.
- Stade Il : tumeur franchissant la capsule rénale mais dont I'exéréese a été totale.

- Stade Il : exérese incompléte ou tumeur rompue (par traumatisme biopsie) ou ganglions
du hile rénal envabhis

- Stade IV : métastases hématogenes.

- Stade V : néphroblastome bilatéral synchrone.
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e Génétique du néphroblastome

Dans la plupart des cancers de I'adulte, I'initiation et la progression tumorale sont le résultat
de I'accumulation de multiples évéenements génétiques dans le temps. De facon différente,
le cancer chez I’enfant est le résultat d’un ou deux événements génétiques sur une période
de quelques mois ou de peu d’années. Ce mécanisme concerne souvent des genes qui sont
impliqués dans le développement, raison pour laquelle les cellules tumorales ressemblent
souvent a des cellules embryonnaires en voie de développement. La WT est une tumeur qui
peut bien expliquer la pathogenése des tumeurs pédiatriques, une tumeur caractérisée
d’une hétérogénéité histologique et une complexité génétique. Cette tumeur est la seule qui

provient d’une lésion précurseur : les restes néphrogéniques (13).

Les restes néphrogéniques se définissent par la présence de tissu embryonnaire dans le rein
en développement. Lorsque qu’ils sont multiples ou diffus, le terme de néphroblastomatose
est utilisé. Ces lésions sont considérées comme des précurseurs des WTs et se rencontrent
également dans les syndromes prédisposant au WT. La classification de Beckwith en
reconnait plusieurs types selon des critéres topographiques et morphologiques. On peut
simplifier leur classification en identifiant deux groupes de restes néphrogéniques : intra-
lobaires (ILNR) et péri-lobaires (PLNR). Leur devenir est imprévisible et ils peuvent soit

régresser spontanément ou apreés traitement soit se transformer en WT (14)

La pathogénie du WT est imputée a deux loci différents : le gene WT1 (dans la région 11p13)

et le gene WT2 (dans la région 11p15).

WT1 est un facteur de transcription clef dans des différentes phases du développement

rénale, gonadique et cardiaque (15, 16).

Alors que des mutations germinales de WT1 sont a 'origine de certains syndromes, comme
Denis-Drash et WAGR, celles-ci comportant des troubles du développement urinaire (17-19),
les mutations somatiques sont a I'origine du 10-20% des WTs (20-22). La mutation de WT1
peut étre accompagnée par l'activation de Wnt, souvent provoqué par la mutation

activatrice de la béta-caténine (CTNNB1) (23, 24). Par ailleurs, des mutations inactivatrices
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de WTX, sur le chromosome X, peuvent contribuer a la dégradation de la béta-caténine, et

étre a 'origine de 15-20% des WTs, indépendamment de la mutation de WT1 (25-28).

La région contenant le gene WT2 a attiré |'attention des chercheurs par la découverte d’un
large nombre de néphroblastomes présentant une LOH (Loss Of Heterozygosity) ou une LOI
(Loss Of Imprinting) au niveau de la région 11p15 (29, 30). De plus, chez les patients avec un
syndrome de Beckwith-Wiedemann (voir page 10 ??) ayant un risque élevé de développer
une WT, une pUPD (unidisomie paternelle), une duplication de la région 11p15 ou une
anomalie de méthylation dans le centre d’empreinte ICR1 de cette région ont été décrites

(31-37).

Malgré I'observation du réle important de la région 11p15 dans la pathogenése de la WT, ils
existent des patients avec une WT sans anomalies de la région 11p15 (38). Il a été démontré
que des souris mutantes avec LOI d’ICR-1 (Imprinting Control Region) ne développaient pas
de WT (39) étant donné que I'expression biallélique d’IGF2 seule est insuffisante au

développement tumoral (voir chapitre 2).

Des nombreuses altérations épigénétiques ont été trouvées dans les WTs (Table 1) (40).

Aberration

Finding within Wilms tumour

Casp8 hypermethylation

Frequency and associated with RASSF1A

methylation

GLIPR1/RTVP hypomethylation

Frequency of 87.5%, results in overexpression

Global hypomethylation

Results in genome instability tumour cells

Gain of methylation 6p22.1, 6p21.32 and
11g13.5

Biomarker for WT, can be detected in the
circulation of patients

HACE1 hypermethylation

Frequency of 73%

Hypermethylation of a site

downstream of WT1

CTCF binding

Correlated with high WT1 expression

Hypermethylation of protocadherin cluster at
5931

Results in expression loss of these proteins at
the cell surface

LOI 11p15 Frequency of 69%, resulting in overexpresion of
IGF2 and down regulation of H19

P16 hypermethylation Frequency of 23%

RASSF1 hypermethylation Frequency of 54%

WT1-antisense transcript hypomethylation

Results in biallelic expression

Table 1. Alterations epigénétiques dans le tumeur de Wilms (selon Maschietto et al, 2014).
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En 1992, une LOH au niveau du chromosome 16g a été mise en évidence de facon
récurrente dans la WT, parfois associée a une LOH du chromosome 1p (41). Une étude
suivante a corrélé ces pertes de chromosomes a un pronostic défavorable (42). Des études
allemandes et anglaises ont confirmé ces données (43, 44). Quelques années plus tard une
étude américaine réalisées a partir de 1700 patients a évalué rétrospectivement I'impact
négatif de I'association d’'une LOH 16q et LOH 1p sur le pronostic, cette association a été
mise en évidence dans 5% des WT a histologie favorable (45). Sur ces bases ont été concus
les protocoles thérapeutiques américains qui ont prévu une thérapie plus agressive pour les
patients avec une LOH combiné du 16q et du 1p. Le méme recherche a été faite sur 426
patients inclus dans le protocole anglais de la SIOP et dans cette étude la proportion de LOH
1p et 16q était superposable a celle observée aux USA, avec la différence que seulement 2%
(contre 5%) des tumeurs a histologie favorable avait une LOH 1p et 16qg et que le seul
marqueur pronostique significatif identifié était la perte de 16q. (46) Une méta-analyse
incluant des cas américains et des cas anglais a montré que des LOH sur 1p ou sur 16q
étaient des facteurs pronostics négatifs indépendants mais leur valeur pronostique était
encore plus négative quand les deux pertes d’hétérozygotie étaient associées (47). Une
étude de I’ Italian Cooperative Group a reporté la valeur pronostique négative de la perte de
1p mais pas de la perte de 16q (48). Une analyse faite au sein du groupe allemand de la SIOP
a confirmé aussi I'impact négatif sur le pronostic des pertes de 1p et 16q ainsi que de la
perte de 22q, mais ces pertes étaient associées aux tumeurs de haut risque histologique et
donc leur valeur pronostique n’était pas indépendante (49). Pour cette raison ces marqueurs
ne sont toujours pas intégrés dans la stratification et dans la prise en charge des patients en

Europe.

Un autre marqueur moléculaire a été identifié comme ayant un impact négatif sur le
pronostic, méme plus fort par rapport a la perte des chromosomes 1p et 16q : le gain du
chromosome 1qg. Le gain de 1q est I'anomalie cytogénétique plus fréquemment identifiée
dans les WTs, présente dans 30% des cas (50). Des études anglaises ont corrélé ce gain a un
risque accru de récidive (51-53) et d’autres I'ont associée aux pertes de 1p et 16 q suggérant
gue la valeur pronostique des pertes de 1p et 16 q n’était pas indépendante (53). Une étude
plus récente faite aux USA sur 212 patients traités par chirurgie premiére a montré un

impact négatif du gain de 1q sur la survie sans maladie (54). Actuellement, des études pour
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confirmer la valeur pronostique de ces altérations chromosomiques sont en cours, au sein

du COG et de la SIOP.

Mon projet de these s’inscrit dans le cadre de I'analyse de I'impact pronostique de ces

margqueurs sur les tumeurs européennes inscrites dans le protocole SIOP-2001.

Récemment, des techniques de séquencage a génome entier ont identifié des mutations de
micro-ARN dans la pathogenese du WT. Une étude brésilienne a montré une mutation de
DROSHA dans 12% des tumeurs analysées et d’autres mutations ont été identifiées avec une
fréquence moins importante que pour d’autres micro-ARN comme DGCRS8, DICER1, XPO5,
TARBP2 et DISL32 (55-58). Des mutations dans le ggne DROSHA/DGCRS8 ont été identifiés
dans un nombre similaire de cas (18,2%) dans le type blastémateux (58). De plus, des
mutations récurrentes de SIX1 et SIX2 (18.1%) ont été identifiées dans les WTs

blastémateux.

Des mutations de TP53 ont été mises en évidence dans 62.5% des WTs avec anaplasie
diffuse dans une étude de collaboration entre le COG et la SIOP. Dans cette étude, les
mutations de TP53 sont prédictives d’un pronostique défavorable (59). Dans le passé, une
étude nord-américaine avait trouvé une association entre la mutation de TP53, I'anaplasie
diffuse et un pronostic défavorable (60). Différents arguments sont en faveur de I’hypothese
que la WT anaplasique dérive d’une WT de bas risque histologique transformé : le premier
argument est que I'anaplasie peut étre focale et la mutation de TP53 intéresse seulement les
cellules anaplasiques et elle n’est pas clonale dans la tumeur (60, 61). De plus, les tumeurs
bilatérales ont souvent une histologie discordante, cequi confirme la premiére observation,
et en dernier, les tumeurs acquiérent souvent le caractere d’anaplasie diffuse au moment de
la rechute alors qu’ils n’avaient pas ce contingent au moment du premier diagnostic.Cela
peut faire penser que l'anaplasie s’est développée a partir d’'un clone défavorable qui a été

sélectionné par la chimiothérapie (62).
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¢ Syndrome de Beckwith-Wiedemann et néphroblastome

Le syndrome de Beckwith-Wiedemann (BWS) est un syndrome génétique caractérisé par une
croissance excessive foetale, un risque augmenté de tumeurs embryonnaires dans les
premieres années de vie et des malformations congénitales. Il n’y a pas de prédisposition
ethnique ni de sexe a la maladie et sa prévalence est classiquement de 1 sur 13.700
individus. Le BWS est sporadique (85% des cas) mais une transmission familiale est décrite
(15%)(63-65).

La tendance a la croissance excessive se manifeste durant la 2éme moitié de la grossesse et
la 1ére année de vie; la taille adulte est en général dans la norme mais dans la zone
supérieure des références (32). L'anomalie de croissance peut aussi se manifester par une
hyperplasie hémicorporelle et/ou une macroglossie (entrainant des troubles d'alimentation,
d'élocution et parfois une apnée du sommeil). Une hypoglycémie néonatale est rapportée
dans 30 a 50% des cas. Un faciés caractéristique est fréquent, celle-ci se normalisant a I'dge
adulte. Les autres signes caractéristiques sont : omphalocéle/ hernie ombilicale/diastasis des
droits, tumeurs embryonnaires (WT, neuroblastome, cortico-surrénalome, hépatoblastome,
rhabdomyosarcome)(57), plis auriculaires antérieurs et fistules hélicéennes postérieures,
nzaevus flammeus (ou autres malformations vasculaires), viscéromégalie abdominale (surtout
foie, rein), cytomégalie corticosurrénalienne foetale (pathognomonique), malformations
rénales, rarement fente palatine et malformations cardiaques et cérébrales. (66). Les
critéres diagnostiques majeurs sont: macroglossie, macrosomie, anomalie de la paroi
abdominale dont 'omphalocele, viscéromégalie et hypertrophie hémicorporelle. Les criteres
diagnostiques mineurs sont une hypoglycémie néonatale avec un hyperinsulinisme, des
anomalies des oreilles et des naevi faciaux. Le diagnostic peut étre retenu par la présence de
trois critéres majeurs ou par I'association de deux critéres majeurs et au moins deux critéres

mineurs(67).

Le BWS est d( a des altérations épigénétiques et/ou génétiques qui dérégulent les génes
soumis a 'empreinte parentale du chromosome 11p15.5. Il existe des groupes moléculaires
associés a des risques de récurrence et des signes cliniques différents (comme le risque
tumoral) (32). L'anomalie de 11p15 est identifiée chez environ 80% des patients présentant

un phénotype plus ou moins sévere.
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La plupart des anomalies épigénétiques sont présentes en mosaique, 'anomalie moléculaire
étant présente seulement sur un certain type de cellule ou tissu et non pas de fagon
ubiquitaire dans I'organisme. L'anomalie du géne CDKN1C (mutation germinale) est, au

contraire, présente de fagon ubiquitaire (32).

L’anomalie moléculaire la plus fréquente est une altération épigénétique, il s’agit de la perte
de méthylation du centre d’empreinte ICR-2 (LOM, pour Loss Of Methylation) sur I'allele
maternel, étant a 'origine de 60% des cas. Cette anomalie est responsable d’une perte
d’expression des genes normalement exprimés par I’alléle maternel (CDKN1C, régulateur du
cycle cellulaire) et de la double expression, biallélique, des génes de I'alléle paternel

(KCNQ10T1, ARN non-codant) (68, 69) (32, 37)

Le gain de méthylation d’'ICR1 (GOM pour Gain Of Methylation) est a |'origine de 10% des
cas 32. Il aboutit a une double expression d’IGF2. Ce mécanisme a été mis en évidence dans

la WT en 1993 (29, 33, 37) et dans les tissus de patients (36).

L'anomalie moléculaire génétique qui explique 20% des cas est l'isodisomie paternelle
(pUPD) de la région 11p15. Le mécanisme a la base de cette anomalie pourrait avoir lieu soit
pendant la méiose d’un de deux gamétes, correspondant dans ce cas a une correction de
trisomie ou de monosomie, soit pendant la mitose, correspondant dans ce cas a un échange

de chromatide entre deux chromosomes homologues (70).

La double contribution paternelle de la région 11p15 induit une expression biallélique d’'IGF2
et de KCNQ1OT1 et la perte de contribution maternelle induit une perte d’expression de

CDKN1C et H19.

Un quatrieme mécanisme génétique, intéressant 5% des cas, est la mutation de CDKN1C,
identifiée en 1996 (71, 72). Elle est a I'origine de la majorité des formes familiales de BWS
(73). Les autres anomalies cytogénétiques de type délétion, duplication et autres ne

constituent que 2% des cas BWS (71).

Ainsi plusieurs genes sont a l'origine de I'excés de croissance du BWS et de la WT, comme

IGF2, CDKN1C, H19 et KCNQ10OT1, WT1 et WT2 (33, 34, 36, 74).

L'incidence globale de tumeurs abdominales chez les enfants atteints de BWS est en
moyenne de 4 a 7% (75-77) mais varie de 2 a 30% en fonction de I'anomalie moléculaire (31,
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32). Les tumeurs observées sont [|’hépatoblastome, le neuroblastome, le
rhabdomyosarcome, le carcinome cortico-surrénalien et la WT. Celle-ci représente 60% des
tumeurs des enfants avec BWS (78, 79). Le risque relatif de développer un néphroblastome
chez I'enfant avec BWS a été évalué a 816 fois par DeBaun et Tucker (80). En revanche,

seulement 1 a 2 % des enfants avec BWS développent un néphroblastome (81).

Depuis la découverte des mécanismes moléculaires a I'origine du BWS, des études ont
montré que les anomalies intéressant le domaine télomérique de la région 11p15, comme
pUPD et ICR1 GOM, sont corrélées a un risque plus élevé de développer une tumeur
embryonnaire. A I'opposé, le risque de tumeur embryonnaire est faible si les anomalies
intéressent le domaine centromérique de la méme région (CDKN1C et ICR2 LOM) (31, 32, 82-
85). Jusqu’a aujourd’hui la WT n’a jamais été reporté chez les patients avec ICR2 LOM ou

mutation de CDKN1C.

La WT associée au BWS a un pronostic nettement meilleur par rapport a la WT sporadique.
Vaughan et collegues rapportent une survie sans évenement de 100% a 9 ans, dans une série
de 10 patients avec néphroblastome associé au BWS (79). La WT syndromique est de plus
petite taille, de stade moins élevé au diagnostic avec des métastases moins fréquentes et un
taux faible de tumeurs anaplasiques (86). De plus, ces tumeurs sont souvent bilatérales (21%
dans la série de Porteus et al.) (86) et cette bilatéralité pouvant étre synchrone, c’est a dire
de découverte concomitante pour les deux cotés (17%) ou métachrone, quand les tumeurs
ne sont pas diagnostiquées au méme moment (4%). La présence de restes néphrogéniques
bilatéraux est rapportée comme étant des lésions précurseurs de WT et associées a la WT

dans le BWS (87).

Tous ces éléments suggerent une prise en charge différente de la WT associée au BWS par
rapport a la WT sporadique avec une particuliere attention a la détection de tumeur
bilatérale (synchrone ou métachrone), et a I'application d’une chirurgie le plus conservatrice
possible (Nephron Sparing Surgery NSS) en prévision d’une reprise de maladie controlatérale

(30, 32, 57, 86)

Brioude et collaborateurs ont pu montrer une corrélation entre les anomalies moléculaires
et le type et risque tumoral, dans la plus grande cohorte de patients avec BWS (32). Cette

étude confirme que la prévalence tumorale est plus élevée (28,6%) chez les patients avec
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ICR1 GOM et chez les patients avec pUPD 11p15 (17,3%). Dix des 17 tumeurs étaient des
WTs. Grace a cette étude, de nouvelles lignes guidant dans la prise en charge du BWS ont pu
étre élaborées, basées sur le risque de développer une tumeur en relation avec le type

moléculaire.
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L’empreinte parentale
Epigénétique

L'épigénétique est I'ensemble des modifications de la chromatine aboutissant a une
modification de I'expression des genes, sans modification de la séquence nucléotidique. Par
conséquence, a une séquence nucléotidique identique correspondent de nombreux
épigénomes en fonction du niveau d’expression des différents genes. Les différents
épigénomes peuvent varier au cours de la vie ou d’un tissu a l'autre. Le controle
épigénétique est impliqué dans des processus physiologiques, concernant le développement
et la différentiation cellulaire, dans des processus d’inactivation du chromosome X et dans
les mécanismes de I'empreinte parentale. Son implication est également connue dans des

processus pathologiques comme les tumeurs et les troubles du développement.
Marques épigénétiques

Le concept d’épigénétique est connu depuis les années 1940. Conrad Waddington définit

I’épigénétique comme la relation entre les génes et leurs produits, a I'origine du phénotype.

Dans les années 1970, Holliday et Pugh identifient la méthylation comme la premiere
marque épigénétique (88). Plus tard, l'identification des modifications des queues des
histones et le role des ARN non codants ont permis de préciser les mécanismes

épigénétiques.
Méthylation de 'ADN

La méthylation de I’ADN se produit sur les cytosines des nucléotides CpG, au niveau de
régions préférentielles, les ilots CpG. Ces domaines riches en dinucléotides CpG se situent
pour la plupart dans les promoteurs de genes, des régions intergéniques et des régions

riches en séquences répétées.

L’ADN méthylé est le plus souvent associé a un état fermé de la chromatine, et va recruter
des domaines de protéines (MBD : Methyl Cpg Binding Domain ; MeCP : Methyl CpG Binding
Protein). Ces protéines, qui se lient a I’ADN sur un domaine de liaison spécifique, sont
responsables de la répression de la transcription et du recrutement d’autres facteurs

responsable d’un état condensé de la chromatine (89). La méthylation peut également
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empécher la liaison de certains facteurs de transcription a I’ADN, empéchant leur fonction

d’expression. Cela arrive en particulier au niveau des promoteurs des genes.

Dans les régions intergéniques et les régions répétées, la méthylation de I'ADN est
indispensable au maintien de l'intégrité du génome. Une hypométhylation des régions
intergéniques ou répétées, mais aussi des régions promotrices, est fréquemment observé
dans certains cancers, comme |'adénocarcinome du colon ou ce phénomene est associé a

une instabilité génomique (90).

Modification des queues des histones

Les modifications des histones (par exemple H3K9ac) sont des modifications post-
traductionnelles des histones, comprenant le plus souvent I'acétylation, la méthylation,
mais aussi I'ubiquitination et la phosphorylation. Ces modifications intéressent I'extrémité
N-terminale des histones qui sont située sur le versant externe du nucléosome, et sont donc
accessibles aux autres protéines intervenant dans la modification de la structure de la

chromatine.

L'ensemble de ces modifications aboutit a un grand nombre de modifications aboutissant a

un code histone (91).

L'acétylation des histones active et transcrit le géne en réduisant les charges positives sur
les histones et diminuant I’affinité des histones pour I’ADN chargé négativement, entrainant
ainsi une chromatine non compactée et accessible a différents facteurs notamment a

facteurs de transcription.

La méthylation des histones ne change pas la charge des histones et peut étre associée a
une activation ou une inactivation de gene. Les trois marques « méthyl » les plus connues
sont la marque H3K4me1l ou me2 (observée dans les promoteurs des genes et associée a un
état actif du promoteur, et les marques H3K9 et H3K27mel et me3 (associées a une
répression des genes et principalement observées dans les régions d’hétérochromatine). De
facon générale, le code histone est lu par d’autres facteurs qui vont lier la chromatine et qui
sont capables a leur tour de modifier les marques épigénétiques de la région et la

conformation de la chromatine.
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Longs ARN non codants (IncRNA)

Ces ARN sont constitués par des transcrits non traduits dont la taille dépasse 200
nucléotides. Leur expression est tissu spécifique et leur transcription suit les regles
habituelles de la transcription des genes : ils possédent souvent un promoteur, sont épissés,
parfois polyadénilés et leur niveau d’expression peut étre commandé par des « enhancers ».
Les IncRNA les plus connus sont ceux qui interviennent dans I'inactivation du chromosome
X, ceux qui sont présents dans les régions soumises a empreinte parentale, ol le gene
soumis a empreinte et les INcRNA sont exprimés réciproquement en fonction de I'origine
parentale de l'allele: sur la région 11p15 ils sont respectivement IGF2/H19 et

CDKN1C/KCNQ10T1 (92).

Sur le plan physiologique, les IncRNA sont impliqués dans le processus de différentiation et
prolifération cellulaire, dans le maintien de la pluripotence dans les cellules souches
embryonnaires et aussi en pathologie dans le développement de certains cancers. lls sont
également impliqués dans la pathogenése de certaines pathologies héréditaires comme la

dysplasie musculaire fascio-scapulo-humérale et la brachydactylie de type E (93-95).

Les mécanismes d’interaction entre les IncRNA et I'expression des génes sont multiples :
certains interagissent avec I’ADN, certains avec I’ARN, certains avec les protéines. Les
IncRNA peuvent agir en modifiant la chromatine, sur la transcription de génes cibles (par
interaction directe avec des facteurs de transcription), directement sur les ARN messagers
(modifiant I'épissage, la stabilité, la traduction ou la quantité de transcrit par compétition
avec les miRNA, ou en étant eux méme source de mi-ARN comme miR675 a partir de

IncRNA H19) (92, 93, 96).
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Le concept d’empreinte parentale

L’empreinte parentale est I'expression différentielle des deux alleles d’'un méme geéne en
fonction de leur origine parentale. Un géne soumis a empreinte maternelle ne sera exprimé
gu’a partir de l'allele paternel et vice versa. Le concept d’empreinte parentale a émergé a la
fin des années 1980 suite a la démonstration d’'une non équivalence des deux génomes
paternel et maternel. Dans le régne animal, des cas d’animaux hybrides, produit du
croisement entre animaux d’espéces différentes mais proches illustrent le concept: le
croisement d’un ane avec une jument est un mulet, mais le croisement d’'une anesse avec
un cheval donne un bardot, animal phénotypiquement different. De la méme facon le
croisement entre un lion et une tigresse donne une ligre, un félin docile qui peut atteindre
les 3.30 mt de longueur, et le croisement d’une lionne avec un tigre male donne le tigron,
animal plus petit et plus agressif. Des nombreux autres exemples existent. La plus part de
ces animaux sont cependant stériles. Une illustration d’'une non équivalence des deux
génomes parentaux a été apportée par la création d’embryons gynogénotes (deux génomes
maternels), qui aboutit au développement de I'embryon mais non des annexes, alors que la
création d’'un embryon androgénote (deux génomes paternels) entraine le développement
des annexes sans développement des embryons (97). En pathologie humaine ce sujet est
illustré par des tumeurs comme le tératome (duplication du génome maternel dans un
ovocyte aboutissant dans une cellule diploide gynogénote), par la mole hydatiforme,
tumeur du trophoblaste qui apparait si un spermatozoide féconde un ovocyte dépourvu de

pronucléus et ensuite duplique le génome paternel.

A ce jour, 87 génes soumis a empreinte ont été identifié chez ’"humain et 107 autres sont
prédits comme soumis a empreinte mais ils sont peut-étre plus nombreux

(httt://www.geneimprint.com/)(98, 99)

Les genes soumis a empreinte présentent un certain nombre de caractéristiques
communes : ils sont regroupés en clusters; la plupart de ces clusters comprennent des
centres de régulation de I'empreinte (ICR pour Imprinting Control Regions) qui sont des
régions différentiellement méthylées sur chacun des deux alléles (DMR pour Differentially
Methylated Region). Ces régions sont particulierement riches en ilots CpG et en séquences

répétées. Les génes soumis a empreinte subissent un asynchronisme de réplication lors de
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la mitose (l'alléle paternel se duplique plus précocement que l'allele maternel pour la

plupart des génes soumis a empreinte).

Le cycle de ’empreinte

La mise en place de I'empreinte est un processus complexe pendant lequel les différentes
régions soumises a empreinte vont subir une série de modifications dynamiques durant deux
étapes clés du développement embryonnaire. La premiére prend place dans la lignée
germinale et l'autre pendant les premieres étapes du développement dans les cellules

somatiques de I'embryon (Figure 2).
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Figure 2: Dans les cellules germinales primordiales du nouvel organisme, les marques d’empreinte
commencent a étre effacées a un stade trés précoce. Elles seront réapposées a un stade plus tardif (apres la
naissance pendant la maturation de I'ovocyte) au cours de la gamétogeneése, en fonction du sexe de I'individu
(marquage de type maternel dans les ovocytes et marquage de type paternel dans les spermatozoides). Au
contraire, au cours du développement postzygotique précoce, les marques d’empreinte présentes sur les
génomes d’origine maternelle et paternelle doivent étre maintenues alors qu’il existe successivement une
vague de déméthylation globale du génome (pendant les premiéres divisions cellulaires) puis une méthylation
de novo (apres le stade blastocyste). Les marques d’empreinte sont ensuite maintenues dans les cellules

somatiques au cours du développement (100).
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La méthylation est le marquage épigénétique le mieux étudié et est utilisé comme marque
de la mise en place de I'empreinte dans les deux lignées germinales dans la plupart des
études. Cependant, les données les plus récentes laissent penser que les autres
modifications structurelles de la chromatine pourraient jouer également un réle primordial

dans ce processus.

a. Effacement de ’empreinte dans les cellules germinales primordiales
La premiére étape de ce processus implique I'effacement des marques d’empreinte
(méthylation de I’ADN) dans les cellules germinales primordiales (PGC primordial germ cells)
afin de permettre a ces cellules d’apposer leurs propres marques correspondant au sexe de
I’embryon. Ce phénomene d’effacement est bien étudié chez la souris. Cette premiere étape
commence au cours de la migration des PGC dans les crétes génitales (a partir du jour
embryonnaire E8) et se termine au moment ou elles prennent place dans les gonades
différenciées (E12/E13) (91, 101-103). Ceci semble survenir au moins au cours de deux
phases de déméthylation : la premiére commencant a E8 et concerne la majorité du génome
et la deuxieme aux alentours de E12.5 dans les gonades et concernant I'effacement de
I'empreinte parentale. La premiére vague de déméthylation est précédée par I'exclusion des
DNMT des noyaux des PGC. D’une fagcon concomitante a la déméthylation progressive du
génome des PGC, une diminution de de la marque histone H3Kk9me2 se produit. Par contre,
cela est suivi par une augmentation de la marque répressive de la transcription H3K27me3,
qui débute a partir de E8.5-E9 et est maintenue au moins jusqu’a E12.5 (104-106). Ces
vagues de reprogrammation épigénétique permettent un retour des cellules germinales a un
état pluripotent et [I'effacement d’éventuelles anomalies épigénétiques évitant Ia
transmission d’épimutations a la génération suivante (101, 105). Cette déméthylation
globale du génome coincide avec l'arrét de la mitose (male) et la méiose (femelle) des
gameétes primordiales ce qui éviterait la réplication de I’ADN déméthylé et par conséquence
éviterait des anomalies chromosomiques qui pourraient étre fatales pour le devenir du
gameéte (107). Cette déméthylation est un processus actif car elle a lieu dans un bref
intervalle de temps (entre 11.5 et 12.5 jours post conceptionnels), faisant intervenir deux
protéines spécifiques DNA déméthylases de la famille des TET (108). Les deux homologues

de chaque paire chromosomique se retrouvent donc théoriguement dans un état
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épigénétique identique (au moins en ce qui concerne la méthylation), quelle que soit leur

origine parentale.

b. Etablissement de I’'empreinte dans les cellules germinales
Apreés la phase d’effacement, une phase d’établissement de I'empreinte se produit, suite a
un processus actif de méthylation de novo, dans les deux lignées germinales au cours de la
maturation des gameétes et qui permet une reprogrammation épigénétique appropriée et
I"acquisition des marques d’empreinte en fonction du sexe du nouvel individu : marquage de
type maternel dans les ovocytes et marquage de type paternel dans les spermatozoides
(109, 110). La réapposition de I'empreinte coincide avec la reprise des divisions cellulaires
dans les gametes males et avec la maturation des gameétes femelles (Figure 3). Le moment
auquel se déroule I'acquisition de I'empreinte est cependant trés différent dans les deux
sexes, avec une apposition plus précoce dans la lignée germinale male (qui s’effectue dans
les gonocytes diploides bien avant le début de la méiose) comparée a la lignée germinale
femelle (s’effectuant dans les ovocytes au cours de la maturation durant la vie postnatale)

(111).
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Figure 3: Exemple de I'établissement pour les génes Snrpn (dans la lignée femelle) et H19 (dans la lignée male)

au cours de la gamétogéneése. Selon Weaver et al. (111)

Dans la lignée germinale male, la méthylation de la région H19 DMD (qui est I'ICR du
domaine Igf2/H19 chez la souris), est déja initiée dans les spermatogonies au moment de la

naissance avant l'entrée en méiose (Figure 3) puis renforcée en période postnatale et
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achevée au stade pachyténe de la méiose (112, 113). Cela semble aussi étre le cas pour les
deux autres ICR paternels, DIk1/Gtl2 et Rasgfrl (114). Au contraire, dans la lignée germinale
femelle, la méthylation des ICR maternels sera acquise bien aprés la naissance, au cours de
la phase de croissance de I'ovocyte et n’est compléte que dans les ovocytes en métaphase Il
(111) (Figure 3). Certaines de ces données, obtenues chez la souris, ont aussi été validées
chez I’humain. En effet, il a été démontré suite a I'étude de I'acquisition de la méthylation au
cours des différents stades de maturation ovocytaire (vésicule germinale, métaphase | et Il)
chez I'humain, que la méthylation de la DMR/ICR du géne SNRPN et de la région
ICR2/KvDMR1, centre d’empreinte du locus KCNQ10T1/CDKN1C, était presque totalement
acquise aux stades vésicule germinale (VG) et en phase Métaphase |, mais elle n’est totale
qu’au stade MIl (115-117). Ces observations confirment |'utilité du modéle murin dans
I’étude de ce processus complexe particulierement difficile a appréhender chez I’humain en
raison du manque de disponibilité en ovocytes issus de cycles naturels. Malheureusement, il
n’y a pas de données concernant les stades plus précoces. Durant le développement des
spermatozoides chez 'homme, il a été démontré que la méthylation au locus IGF2/H19 était
absente dans les spermatogonies fcetales (24 SA), mais complétement acquise dans les
spermatogonies adultes entrant en méiose (118). Par ailleurs, alors que la méthylation au
locus DLK1/GTL2 (intergénique DMR ; IG-DMR) est totalement absente dans les différents
stades de maturation ovocytaire (VG, Ml et MIl), elle est totalement acquise dans les
spermatozoides matures (119). La méthylation dans les spermatogonies a la naissance et
avant la puberté n’a pas été étudiée et on ne sait donc pas si elle est acquise autour de la
naissance ou plus tardivement dans I'espéce humaine. Alors que I'effacement de I'empreinte
semble se produire de la méme facon dans les deux types de gametes (ovocyte et

spermatozoide), sa réapposition se caractérise par une chronologie bien précise (Figure 2).

Dans le but d’étudier la chronologie de I'acquisition de I'empreinte maternelle durant la
maturation de I'ovocyte, des équipes ont étudié I'apposition de I'empreinte de différents
génes dans des embryons parthénogénétiques créés par transfert nucléaire d’ovocytes a
différents stades de (120). lls ont démontré que la méthylation aux loci Snrpn, Znf127 et Ndn
est apposée tres précocement durant les stades follicule primordial et primaire, alors que
I'empreinte aux loci Peg3, Igf2r et Cdknlc est apposée plus tardivement au stade follicule

secondaire. Certains génes (comme Pegl/Mest), cependant, n’acquierent leur empreinte
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qgue durant les stades trés avancés du développement folliculaire voir méme lors de sa

maturation (Figure 4A).

Des études ont montré ultérieurement que, non seulement I'acquisition de la méthylation
au niveau des DMR/ICR des différents génes Snrpn, Igf2r, Peg1 et Peg3 est asynchrone, mais
que, au sein de la méme DMR/ICR de Snrpn, la méthylation est acquise plus précocement sur
I'allele d’origine maternelle, suggérant I'existence d’une « mémoire épigénétique allele
spécifique» indépendante de la méthylation de I’ADN et qui pourrait faire intervenir des
modifications d’histones (121). Cette observation a également été faite dans la lignée
germinale male puisqu’au locus Igf2/H19, I'allele d’origine paternelle acquiert sa

méthylation avant I'allele d’origine maternelle (Figure 4B) (122, 123).

Le role des différentes DNMT dans |'apposition des marques d’empreinte au cours de la
gamétogénese sera discuté ultérieurement. Certains facteurs agissant en trans ont été

impliqués dans ces mécanismes d’apposition de 'empreinte.
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Figure 4: (A) Etablissement de I'empreinte dans la lignée germinale femelle. (B) Etablissement de I'empreinte

dans la lignée germinale male. (123)
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La protéine Zfp57 est un acteur primordial de ce processus. En fait, les souris invalidées pour
le géne Zfp57 présentent une perte de méthylation au niveau de la DMR/ICR de Snrpn. En
revanche, l'inactivation de ce gene dans les lignées germinales méles n’a pas d’effet sur la
méthylation des DMR (124). En pathologie humaine, des mutations de ZFP57 ont été
identifiées chez des patients atteints de diabéte néonatal transitoire avec perte de

méthylation a différents loci soumis a empreinte dont ZAC1 (125).

c. Maintien des marques d’empreinte apreés la fécondation
La deuxiéeme étape de la reprogrammation épigénétique tient place juste aprés la
fécondation. Pendant que le pronucléus femelle achéve sa méiose, le génome paternel subit
déja une vague de changement. Les protamines (qui ont remplacé les histones dans le
spermatozoide) sont rapidement remplacées par les histones et une phase de déméthylation
du génome paternel débute (Figure 2). Cette déméthylation sera maximale avant l'initiation
de la réplication de 'ADN du pronucléus male (126-128). Cependant, certaines régions du
génome paternel sont protégées de cette vague de déméthylation: I'hétérochromatine
centromérique et péricentromérique, certains retrotransposons et les ICR paternels (116,
129, 130). Cette déméthylation globale du génome paternel dépend trés probablement d’un
mécanisme actif grace a I'action d’enzymes spécifiques contenues dans I'ovocyte (131-133).
Le génome maternel subit lui aussi une vague de déméthylation mais plus tardive (Figure 2).
Le mécanisme impliqué dans ce processus est probablement passif par défaut de maintien
de la méthylation au cours de la réplication de 'ADN, lié a I'exclusion du noyau de DNMT1
(134, 135). Cependant, comme pour les ICRs paternels, la méthylation est conservée au

niveau des ICRs maternels (115, 116).

Cette déméthylation du génome apres la fécondation permet un retour a l'état de
totipotence des cellules lors des premiers stades de divisions cellulaires et jusqu’a
I'implantation. Apres ce stade une phase de méthylation de novo débute. Comme dans la
phase de déméthylation globale du génome, les régions soumises a empreinte parentale
sont protégées de cette vague de méthylation de novo (109). Cependant, les mécanismes
protégeant les ICR de cette vague de déméthylation puis de méthylation de novo survenant

apres la fécondation sont encore incomplétement compris. Différents facteurs ont été
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identifiés comme indispensables afin de protéger les ICRs de cette déméthylation du

génome, le plus souvent a partir de modeles animaux d’inactivation génique.

Dppa3 fut le premier facteur identifié (initialement appelé PGC7 ou Stella). Dppa3 est
exprimé dans les cellules germinales primordiales, puis dans les ovocytes au cours de la
maturation, et son expression se maintient aprés la fécondation (136). La plupart des
embryons invalidés pour Dppa3 n’atteignent pas le stade blastocyste a cause d’une
importante déméthylation des génes soumis a empreinte: déméthylation des génes
normalement méthylés sur I'allele maternel (Pegl, Peg3 et Pegl0) ou sur l'alléle paternel
(H19 ou Rasgfr1). Pour le troisieme locus méthylé sur 'alléle paternel (DIk1/Gtl2), I'état de
méthylation était normal malgré linvalidation de Dppa3, démontrant ainsi que la
méthylation a ce locus se fait indépendamment de ce facteur, probablement en raison de

marques d’histones différentes (137, 138).

La protéine ZFP57, impliquée dans le maintien de la méthylation, joue un réle aussi dans le
maintien des marques durant la phase de déméthylation du génome. Bien que Zfp57 ne
semble pas étre impliqué dans I'établissement de la méthylation du locus DIk1/Gtl2, son
invalidation conduit a une perte de méthylation de ce locus pendant la phase de
déméthylation, probablement a cause d’une perte de protection ou bien de maintien des

sites méthylés de la DMR (124).

La protéine Kap1 (ou Trim28), un partenaire de Zfp57, est aussi impliquée dans le maintien
de I'empreinte. Les embryons issus d’ovocytes inactivés pour cette protéine se développent
normalement jusqu’au stade blastocyste, puis présentent des degrés d’hypométhylation
variés a différents loci soumis a empreinte, tant sur le génome paternel (/gf2/H19,

DIk1/Gtl2) que maternel (Snrpn) (139) (Figure 5).
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Figure 5: au stade préimplantatoire, les ICR sont liés par des complexes spécifiques pour maintenir leur statut
de méthylation différentielle lors de la reprogrammation épigénétique. A) L'ICR non méthylé possede les
propriétés typiques d'un ilot CpG. Il coincide avec un promoteur exprimé et est, par conséquent, associé avec le
complexe ARN polymerase Il (pol Il). Les sites CpG non méthylés sont liés par la protéine Cfpl, qui recrute le
complexe Setl pour triméthyler les H3K4 qui, a son tour, renforce I'état de I'ADN hypométhylé, étant donné
que la marque de H3K4me3 est antagoniste a la liaison de Dnmt3a / Dnmt3L. La protection contre la
méthylation de novo de I'ADN de I'alléle ICR no méthylé pourrait, par conséquent, étre accomplie par des
facteurs génétiques agissant au niveau des flots CpG, plutdét que par des facteurs spécifique aux centres
d’empreinte. (B) L'ICR méthylé est lié par le complexe Zfp57/Kap1 et UHRF1 qui recrute Dnmt1; le complexe
interagit aussi avec la méthyltransférase SETDB1, qui dépose la marque répressive des histones H3K9me3. En
outre, la reconnaissance des marques H3K9me2 par la protéine Pgc7/Stella peut protéger contre
déméthylation dans le zygote. Le maintien de la méthylation de I'ADN a un ICR, par conséquent, implique

I'interaction entre le facteur spécifique a I'empreinte Zfp57 et des facteurs génétiques, tels que Dnmt1. (140)

d. Reméthylation de novo

Le niveau de méthylation le plus bas est atteint au stade blastocyste. A ce stade, le génome
subit une vague de méthylation de novo, qui permettra la différenciation et la spécialisation
cellulaire. Les cellules souches embryonnaires (ESC) présentent une chromatine dans un état
permissif, favorisant la transcription. La différenciation cellulaire a partir des ESC
s’accompagne de modifications de la structure chromatinienne, en rapport avec un nombre
de modifications épigénétiques, en particulier, des phénomeénes de réorganisation nucléaire
de certaines régions du génome, comme pour Oct4 et Nanog (facteurs de pluripotence), qui
se trouvent au contact de la lamina au cours des processus de différenciation cellulaire
(141). Le génome subit ensuite une large vague de modification de la chromatine et de

méthylation de I’ADN tout au long du processus de différenciation. Les régions soumises a
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empreinte doivent étre protégées de cette méthylation de novo dans la plupart des tissus. Le
premier facteur identifié comme protecteur de I'allele non méthylé contre la méthylation de
novo est le CCCTC-binding factor (CTCF), une protéine insulatrice en doigt de zinc ubiquitaire.
Le role de cette protéine a été particulierement bien étudié au niveau du locus Igf2/H19, a
I'extrémité du bras court du chromosome 7 de la souris, région orthologue de la région
11p15 chez I’'humain. Cette protéine semble étre primordiale dans la protection de l'allele
maternel contre la méthylation de novo qui survient au moment de I'implantation (142,
143). La mutation des 4 sites de liaisons de CTCF (CTCF Binding Site ; CBS) dans le centre
d’empreinte murin du locus Igf2/H19 chez une souris femelle est responsable chez les
souriceaux d’un gain de méthylation sur I’alléele maternel (normalement non méthylé), alors
que les ovocytes et les embryons au stade blastocyste avaient une méthylation normale
(142, 144). Chez I'humain, de telles mutations de CBS n’ont pas été identifiées dans les gains
de méthylation du centre d’empreinte (ICR1 pour Imprinting Control Region 1). En revanche,
des délétions partielles de I'ICR1, ont été rapportées dans des cas de gain de méthylation du
locus IGF2/H19, suggérant un défaut de la conformation chromatinienne (145). Ces délétions
anéantissent des sites de liaison de facteurs de pluripotence (notamment OCT4 et SOX2) a
I"ICR1. Des mutations ponctuelles sur 'allele maternel au sein des motifs conservés dans
I'ICR1 de ces facteurs, associées a des gains de méthylation de la région, ont mis en évidence
le role de protection de ces facteurs contre la méthylation de novo et le maintien de la forme

non méthylée de I'allele maternel (145-148).
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La région 11p15

La région 11p15 chez I'humain constitue un large domaine d’environ 1Mb comprenant
plusieurs genes soumis a empreinte parentale, mais aussi des genes dont |'expression est

biallélique.

Cette région comprend un domaine télomérique, sur lequel sont localisés les génes IGF2 et
H19 et un domaine centromérique, sur lequel sont localisés les génes CDKN1C (ou

p57/Kip2), KCNQ1 et KCNQ1OT1 (ou Litl) (Figure 6).

Domaine centromérique Domaine télomérique
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Figure 6: Représentation schématique de la région 11p15 soumise a empreinte chez I'humain. Seuls les genes
soumis a empreinte et/ou connus pour étre impliqués dans la physiologie de la croissance fcetale et post natale
ont été représentés. En rouge : expression d’origine maternelle, en bleu : expression paternelle. En situation
physiologique sur I'allele maternel ICR2 est méthylé, cela empéche la transcription de LIT1 (KCNQ10T1) et
induit la transcription de p57, avec un signal négatif sur la prolifération cellulaire. De plus, ICR1 sur le domaine
telomérique n’est pas méthylé et cela induit une expression d’'H19 et empéche I'interaction des enhancers avec
le promoteur d’IGF2, qui n’est pas transcrit. Sur I'alléle paternel, ICR2 sur le domaine centromérique n’est pas
méthylé, avec par conséquence une expression de LIT1 et une inhibition de p57. Sur le domaine telomérique
ICR1 est méthylé, avec une expression d’IGF2 et une inhibition d’"H19. Cela se traduit avec un signal positif dans
la prolifération cellulaire. L’équilibre entre I'allele maternel et paternel est la base de ’homéostase cellulaire en

conditions physiologiques.
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Domaine télomérique (IGF2, H19, ICR1)

Les deux génes IGF2 et H19 ont une expression monoallélique réciproque : IGF2, qui est
exprimé a partir de l'alléle paternel, stimule la croissance foetale et tissulaire, a l'inverse,
H19 est un IncARN qui pourrait avoir un réle anti-tumoral ou agir comme réservoir de mi-
RNA. L'expression de ces deux génes est dépendante d’'une couple d’enhancers qui sont
situés au niveau 5 du gene H19 (149). L'expression allele spécifique est controlée par le
centre de régulation de I'empreinte ICR1 (150). Le centre ICR1 est constitué de deux
domaines, chacun comprenant un bloc 1 répété (Al et A2) suivi de 3 ou 4 blocs de
séquences répétées (B1 a B4, puis B5 a B7). Sur chaque bloc existe un site de liaison(CBS) au
facteur de transcription CTCF (a I’exception du bloc B4). Un septieme CBS est situé en 3’ du

premier bloc Al (Figure 7).
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Figure 7. Représentation schématique du domaine télomérique de la région 11p15 IGF2/H19 et organisation

du centre d’empreinte ICR1 chez 'homme. E1, E2= enhancer.

Le centre d’empreinte ICR1 est une DMR différentiellement méthylé sur chacun des deux

alleles, la méthylation est portée pour chacun des sept CBS par I'alléle d’origine paternel.

ICR1 sur I'allele maternel non méthylé empéche l'interaction entre les enhancers situées en
3’ de H19 avec le promoteur d’IGF2 (151). Cette activité dépend du statut méthylé ou non

des CBS d’ICR1 : la protéine CTCF ne peut lier ces sites de liaison que sur ’ADN non méthylé.
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La liaison de CTCF a I'ICR1 non méthyle empéche ainsi I'interaction des enhancers avec le

promoteur d’IGF2.

Dans ce cas, I'interaction des enhancers se fait avec H19, qui est exprimé. A l'inverse, quand
CBS est méthylé sur 'allele paternel, CTCF ne peut pas se lier a 'ADN et les enhancers

interagissent avec IGF2, qui est exprimé (151).

L'analyse in vitro de certains délétions d’ICR1 chez les patients avec un BWS a permis de
préciser le mécanisme par lequel I'anomalie moléculaire est responsable de la dérégulation

d’IGF2 et H19 (148, 150, 152), notamment en montrant I'importance des sites de fixation

des facteurs SOX2 et Oct4.

Les interactions entre enhancers et promoteurs en fonction du dégré de méthylation d’ICR1
sont permis grace a la conformation spatiale particuliere de la chromatine (153).
L'implication récente des cohésines dans la conformation de la chromatine de cette région a
permis d’éclaircir le mécanisme par lequel les modifications épigénétiques régulent
I’expression des génes du domaine. La méthylation différentielle d’ICR1 (par le recrutement
différentiel de CTCF et des cohésines) confere a la chromatine une configuration en boucle,

responsable de I'expression différentielle des génes IGF2 et H19 (154).

Domaine centromérique (CDKN1C/KCQ10T1, ICR1)

Le domaine centromérique contient de nombreux genes soumis a empreinte et s’étend sur
une région d’environ 800 Kb. Certains genes soumis a empreinte sont tissu-spécifiques et
présents par exemple que dans le placenta, d’autres sont présents de facon ubiquitaire. La
plupart de ces genes sont exprimés a partir de l'allele maternel. La régulation de
I’expression des génes de ce domaine fait intervenir un IncARN appelé KCNQ10T1 ou LIT1.
Le géne KCNQ1 est soumis a empreinte de facon ubiquitaire sauf dans le coeur ou
I’expression peut parfois étre biallélique (155). Le promoteur de ce gene correspond a la
DMR de la région (et s’appelle ICR-2). Cette DMR est méthylé uniquement sur l'allele
maternel empéchant I'expression de KCNQ10OT1 qui n’est réalisé que sur l'allele paternel
non méthylé. ICR2 contient des motifs (CCAAT) de liaison du facteur de transcription NFY
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(156). KCNQ10T1 agit sur les autres genes du domaine comme un répresseur bidirectionnel
de la transcription. Une délétion du centre d’empreinte ICR2 paternel ou la mutation des
sites de fixation NFY dans le promoteur du géne entraine une perte d’expression de

KCNQ1O0T1 et I’expression biallélique des autres génes du domaine.

A I'opposé, si la délétion est sur I'allele maternel, il n’y a pas de modification de I'expression
des génes (157). Ainsi, en situation normale, I'expression de KCNQ10OT1 sur I'allele paternel

empéche I'expression des autres genes du domaine (157, 158).

Relation entre les deux domaines

Les deux domaines sont indépendants ayant chacun son propre rble et sa propre
réplication. Cela a pu étre confirmé par des études qui montrent que la délétion d’ICR2 n’a
pas d’effet sur la région télomérique IGF2/H19 (74, 157). D’autres publications suggérent un
lien entre les deux régions. En traitant des cultures primaires de fibroblastes foetales par
IGF2, Grandjean et collegues ont démontré une diminution de I'expression du gene CDKN1C

(159). Les deux domaines sont illustrés schématiquement dans la Figure 6.
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OBIJECTIF DU TRAVAIL

La WT est la tumeur du rein la plus fréquente chez I'enfant agé de moins de 5 ans, avec une
incidence en France de 1/10000 naissances. (2) Malgré les progrés dans les connaissances
physiopathologiques de ces tumeurs et les innovations thérapeutiques médicales et

chirurgicales, 10-15% des enfants rechutent dans les deux ans apres le traitement (160).

Historiguement, il y a dans le monde deux facons différentes de prise en charge de cette
tumeur. La premiere, adoptée par le COG (USA et Canada) prévoit une chirurgie premiere
suivie par chimiothérapie, la deuxieme, adoptée par la SIOP, prévoit une chimiothérapie
néo-adjuvante, suivi par une chirurgie et par une chimiothérapie adjuvante, faite sur la base
de la réponse a la chimiothérapie pré-chirurgicale a savoir le groupe de risque histologique
et le stade local. Malgré cette différence dans la prise en charge le pronostic de cette tumeur
est superposable dans les différents pays. En effet, bien que la majorité des enfants avec WT
soit aujourd’hui soignées, une portion de tumeurs qui ne montrent pas de critéres
particuliers d’agressivité au moment du diagnostic rechute, et une partie des tumeurs avec
des critéres d’agressivité biologiques au diagnostic a en réalité un comportement clinique
moins agressif. Au final une partie des enfants est sur-traitée par rapport a leur maladie et
développent des séquelles irréversibles dii a la radiothérapie et la chimiothérapie, qui

pourraient étre évités si les tumeurs étaient mieux stratifiées au diagnostic.

A ce propos, de nombreuses études transversales impliquant la génétique, la cytogénétique,
la biologie moléculaire, I'immunologie et I'anatomie pathologique ont été développées au fil
du temps au sein du COG et de la SIOP. Aux Etats-Unis, la disponibilité de matériel tumoral
« frais » et non traité par chimiothérapie a permis la réalisation de nombreuses études sur la
biologie des WT et cela a permis de mieux stratifier les tumeurs. En Europe toutes les études
ont été menées sur des tumeurs traitées, il est donc intéressant de comprendre si la

chimiothérapie influence le comportement biologique de ces tumeurs.

En France, les WT sont prises en charge dans 31 centres de la Société Francaise du Cancer de
I’Enfant, dans des Services de Chirurgie Pédiatrique spécialisée. Une prise en charge
spécialisée est en effet indispensable pour ces tumeurs, visant a réduire le risque de rupture
tumorale et exérése incompléete qui pourraient défavoriser le pronostic pour le patient. Pour

accéder a un nombre significatif d’échantillons permettant d’avoir des résultats significatifs
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au niveau statistique nous avons donc centralisé dans notre Institut le matériel biologique de
toutes les tumeurs francaises incluses dans le protocole SIOP 2001. Un bloc de paraffine
représentatif de chaque tumeur ainsi que du matériel cryopréservé ont été récoltés, avec

ainsi la constitution d’une tumorothéque, une ADN-theque et une RNA-théque.

Sur ce matériel nous avons réalisé différents projets, dans le but de mieux comprendre la

biologie de ces tumeurs hétérogenes.

La premiere partie du travail a été de caractériser le statut histologique de ces tumeurs (type
histologique, groupe de risque histologique) en faisant particulierement attention au
blasteme. Le blastéme a été caractérisé par une analyse qualitative (aspect du blasteme,
index mitotique, index prolifératif et mitotique) et quantitative (volume et pourcentage de
blasteme).

La deuxiéme partie a été de caractériser les anomalies structurales de la WT, en particulier
les régions d’intérét 1p, 16q, 1q, 11p15 et les génes TP53, IGF2, NMYC.

Le troisieme objectif a été celui de se focaliser sur la région 11p15, en analysant ses
anomalies structurales et de méthylation et I'expression d’IGF2 ou le géne est localisé.
D’autres projets sont en cours de réalisation, comme la caractérisation génomique du sous-
type de WT avec anaplasie diffuse, la plus agressive, et la caractérisation de I'ensemble des
WTs par puces SNP.

Les données génétiques et pathologiques étudiées ont été mise en relation avec le suivi
clinique des patients, afin d’identifier de possibles marqueurs pronostiques.

Cet approfondissement dans les connaissances de la biologie de la WT permettrait d’adapter
la thérapie post-chirurgicale au réel risque biologique de la tumeur, avec un traitement
moins agressif pour les enfants avec une tumeur indolente et plus intensive pour les enfants
qui présentent des tumeurs avec des signes d’agressivité biologique. Ce travail pourrait
contribuer a la détermination d’une nouvelle classification bio-pathologique de la WT, sur

laguelle sera décidé le traitement dans le futur.
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RESULTATS
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Projet 1: Détermination du statut 1p et 16q dans le néphroblastome dans le cadre du
protocole SIOP 2001 et corrélation avec les données pathologiques, en particulier le

volume de blastéme et le pronostic.

Résumé

Dans cette étude nous avons voulu souligner I'importance de la caractérisation qualitative et
guantitative du blastéme dans la stratification pronostique et la prise en charge des WTs. En
effet, alors que le sous-type de WT avec anaplasie diffuse est reconnu pour son agressivité
biologique, pour les WTs de sous-type blastémateux il y a une forte hétérogénéité soit au
niveau de la variabilité morphologique soit au niveau du comportement biologique. Nous
pensons que la quantité et la qualité du blastéeme sont importantes pour différencier les
tumeurs plus indolentes des tumeurs plus agressives, bien que ces critéres ne soient
actuellement pas intégrés dans la stratification pronostique de ces tumeurs. A ce propos
nous avons caractérisé de facon qualitative et qualitative le blastéme dans la série des WTs
francaises et anglaise. Les cas francais etaient centralisées dans notre Institut et pour la
série anglaise, j'ai réalisé cette analyse a I’'University Hospital of Wales, a Cardiff. Nous avons
ensuite extrait I’ADN de toutes les tumeurs francaises a partir de paraffine et envoyé I’ADN
extrait au UCL Institute of Child Health, a Londres, ou le statut de la LOH dans les
chromosomes 1p et 16q par PCR avec marqueurs microsatellites a été déterminé sur la
totalité des cas anglais et francais. Nous avons ensuite établi des relations entre la quantité

et la qualité du blastéme, le statut de la LOH et le comportement biologique des tumeurs.
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Introduction

L'objectif de cette étude est de mieux caractériser les WTs au niveau pathologique avec

I'intégration des données des moléculaires.

En effet, alors que pour le sous-type de WT avec anaplasie diffuse il y a un consensus
concernant la codification morphologique de I'anaplasie et son agressivité biologique, pour
les WTs de sous-type blastémateux il y a une forte hétérogénéité soit au niveau de la

variabilité morphologique soit au niveau du comportement biologique.

En effet, certaines tumeurs ont un blastéme cellulaire peu dense, chromatine claire et bas
index de prolifération, alors que dans d’autres tumeurs le blasteme est trés basophile et
proliférant, suggérant une majeure agressivité. Néanmoins, jusqu’a présent, aucune étude
n’a montré que les différentes morphologies du blastéme pouvaient correspondre a des
blastéemes a comportement biologique différent. Cette caractérisation pourrait permettre
d’identifier des criteres morphologiques pour pouvoir différencier les tumeurs plus
indolentes des tumeurs plus agressives. De plus, 'actuelle classification des WTs prévoit
gu’une tumeur soit classée comme WT de type histologique blastémateux et donc de haut
risque quand elle est constituée par une majorité de composante blastémateuse. Par
conséquence, une tumeur de sous type blastémateux sera classée de la méme facon si elle
est de toute petite taille ou si elle est trés volumineuse. Dans les deux cas, la quantité de
blastéme, qui est censée influencer négativement le pronostic, est tres différente, mais dans
les deux cas la thérapie adjuvante sera la méme. Pour cette raison, le Renal Tumor Study
Group (RTSG/SIOP) a suggéré [I'utilisation d’'une formule pour avoir une estimation
guantitative du volume absolu de blasteme sur la piece de néphrectomie. Cela devrait
permettre de mieux stratifier les tumeurs en fonction de la quantité de blastéme et donc du
risque biologique, malgré leur classification histologique. En effet, une tumeur de type
mixte, avec donc une composante blastémateuse, et censée avoir moins de 10% de
blasteme, pourrait avoir beaucoup plus de blasteme par rapport a une tumeur
blastémateuse si sa taille est assez grande, mais, malgré cela, elle est classée comme tumeur
de risque intermédiaire et aura une thérapie adjuvante moins agressive par rapport a la

tumeur blastémateuse.
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L'intégration du volume de blasteme dans les criteres de stratification des WTs n’est pas
encore effective mais sera prise en compte dans le prochain protocole de la SIOP. Pour cette

raison, nous avons souhaité inclure ce parametre dans notre étude.

Il est aujourd’hui connu que la perte d’hétérozygotie au niveau des chromosomes 1p et 16q
dans les tumeurs traités par chirurgie premiere au sein du COG est associés a un mauvais

pronostic (42, 47, 161, 162).

Dans cette étude, nous avons évalué le statut de la LOH dans les chromosomes 1p et 16 q
par PCR avec marqueurs microsatellites a partir de tissus en paraffine et caractérisé de facon
quantitative et qualitative le blasteme dans une série de WTs provenant de 10 différents
centres de la Société Frangaise du Cancer de I'Enfant (SFCE) et de I'United Kingdom
Children’s Cancer Study Group (UKCCSG). Le but étant d’améliorer la stratification
pronostique des WTs par des outils moléculaires et d’anatomie pathologique et de

différencier le « bon » du « mauvais « blastéme ».
Méthodes

Les enfants enregistrés (n=228) dans 10 différents centres SFCE et dans les centres de
I"UKCCSG pour lesquels un bloc de paraffine était disponible ont été incluses dans I'étude.
Les tumeurs ont été évaluées au niveau histologique par le pathologiste local, et revues dans
une relecture nationale (Hopital Armand Trousseau : Linda Dainese, Liliane Boccon-Gibod,

Aurore Coulomb). Le suivi des patients a varié entre 51 et 360 mois.

Les tumeurs ont été classés en bas risque, risque intermédiaire et haut risque histologique,

selon la classification SIOP (163).

Une fois récoltés les blocs de paraffine dans notre Institut, pour chaque cas nous avons
étudié un bloc de tumeur et un bloc de tissu rénal sain, adjacent a la tumeur. Trois sections
de 10 um ont été coupées a partir de bloc de paraffine pour I'analyse d’allélotypage.
L’extraction d’ADN par nos soins a partir de paraffine a été effectuée avec le kit QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit®. La qualité de I'ADN a été évaluée avec le spectrophotometre
NanoDrop ® ND-1000 (NanoDrop Technologies). Pour chaque bloc, 5 a 20 ug d’ADN ont été

extraits. La qualité et la quantité d’ADN ont été vérifiées avec une PCR de D-Glyceraldehyde-
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3-phosphate (GAPDH). Les ADN extrait et dont la qualité a été vérifié dans notre Institut ont

été envoyé en Angleterre pour I'analyse LOH.

L'analyse LOH a été réalisée avec une multiplex fluorescent PCR avec marqueurs
microsatellites pour les régions 1p et 16q, sur 2 pg de rein normal et tumoral. Cette
technique concernant I'analyse LOH a été mise au point et réalisée au UCL Institute of Child

Health, Londres.

L'intensité allélique a été calculée pour tous les marqueurs pour lesquels le patient était
hétérozygote dans le tissu normal. Pour chaque individu la LOH a été définie si I'intensité
allélique était a moins de 0.6 ou a plus de 1.69. Ces valeurs représentent plus du 40% des
pertes. Dans cette étude nous avons utilisé un intervalle de référence plus restrictif par
rapport a celle utilisé dans la littérature. Ce seuil de référence a été choisie pour obtenir des

résultats fiables apreés extraction d’ADN a partir de paraffine (47, 164, 165).

Au total, le statut de LOH au niveau d’lp ou 16q était confirmé si 2 marqueurs ou plus
avaient une LOH. Pour 1p et 16q quatre marqueurs pour chacun ont été utilisés. Les

marqueurs sont résumés dans la Table 2.

Marker: Location: | Product | Note:
size (bp):

D16S3025 | 16422 90-110 Core marker

D16S752 16022 101-129 Core marker

D16S3043 | 16922 118-150 Core marker

D16S3095 | 16qg22 134-162 Only run if result not clear

from core markers

D1S1612 1p36 94-130 Core marker

D1S214 1p36 120-142 Core marker

D1S468 1p36 171-191 Core marker

D1S243 1p36 142-170 Only run if result not clear

from core markers

Table 2: Marqueurs utilisés pour évaluer le statut de 1p et 16q. Au total, la LOH 1p ou 16q a été assigné aux cas
dans lesquels deux ou plus marqueurs avaient une LOH. Quatre marqueurs ont été utilisés pour 1p et 16q.

Les données pathologiques ont été obtenues par le groupe de relecture francaise des

tumeurs du rein des enfants, en accord avec le protocole SIOP. Les trois dimensions des
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tumeurs ont été mesurées sur la piéce opératoire de néphrectomie par le pathologiste local

et réévaluées sur les photographies effectuées au moment de I'examen microscopique.

La formule utilisée pour calculer le volume de blasteme est la suivante : Vblastema (ml) =
Vtumeur x (1-Fraction de nécrose) x Fraction de blastéeme. Les trois dimensions de la tumeur
ont été mesurées sur la piece opératoire par le pathologiste local et réévaluées dans notre

institut sur la photographie macroscopique pour chaque cas.

Les remaniements post-chimiothérapie (CIC= chemotherapy induced changes) et le blastéme
viable ont été estimés en pourcentage sur une tranche compléte de la tumeur a I'examen
histologique, selon le protocole SIOP 2001. Deux blocs de paraffine, correspondants a un
rein normal et a une tumeur ont été obtenus pour chaque patient. Chaque bloc a fait I'objet
de coupes sériées colorées par la coloration Hématoxyline-Eosine (HE) pour I’évaluation

histologique.

Dans les 228 cas, les blocs de tissus ont été traités de facon routiniere en découpant des
sections en série, qui ont été colorées a I'nématoxyline et a I'éosine (HE) pour I'évaluation
pathologique. lls ont été choisis parce qu'ils contenaient des éléments suffisants pour la

coloration immunohistochimique.
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La cytologie nucléaire du blastéme a été classé comme « bland », atypique, « unrest » ou
anaplasique, tel que rapporté dans la littérature (1). « Bland » a été attribué au blasteme
sans superposition cellulaire, chromatine fine et bas taux mitotique et apoptotique. Le
blasteme atypique était celui avec une superposition cellulaire, nombreuses apoptoses et
mitoses. « Unrest » a été utilisé pour le blasteme avec des modifications nucléaires telles
qu’une chromatine sombre, un haut taux apoptotique et mitotique, approchant les critéres
de [l'anaplasie. Le blastéme anaplasique avait les caractéristiques histologiques de
I’'anaplasie: noyaux hyperchromatiques et élargis avec un diametre d'au moins trois fois la
taille de ceux de la composante blastémateuse environnante, mitoses multipolaires

atypiques (Figure 8).

Figure 8 : Différents profils cytologiques définis pour classer le blasteme : A: bland ; B : atypique ; C: unrest;

D : anaplasique. Grossissement X10.
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L'analyse qualitative de I'architecture du blasteme a mis en évidence quatre profils:

serpentine, nodulaire, diffuses, et invasif (166) (Figure 9).

Figure 9 : Différents patterns architecturaux définis pour classer le blastéeme : A : architecture serpentine ; B :

architecture nodulaire ; C : architecture diffuse ; D : architecture invasive. Grossissement X10.

Nous avons évalué la différenciation épithéliale et stromale au sein du blasteme. L'index
mitotique a été exprimé par le nombre de mitoses par 10 champs de fort grossissement X40.
L'index de prolifération Ki67 (Novocastra®, le clone MM1) a été déterminé en calculant la
proportion de cellules positives pour Ki67 parmi les cellules tumorales (n=2000) dans les

zones ayant le plus grand nombre de cellules positives.
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Statistiques

Les statistiques ont été effectuées en utilisant GraphPad Prism Software Version 6 : les
relations entre la morphologie du blasteme et I'index mitotique, I'index de prolifération
(Ki67), le volume et le pourcentage de blastéme et le groupe de risque histologique ont été
réalisées en utilisant un «Chi test Square». Les relations entre tous les parametres

précédents et le statut de la LOH ont été réalisées en utilisant le « Test Exact de Fisher ».

L'analyse de survie a été faite en utilisant des courbes de survie de Kaplan Meyer.
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Résultats

Vingt-trois cas (10%) ont été exclus pour des raisons techniques, principalement en raison de
I'extraction d'ADN de qualité médiocre a partir de tissus inclus en paraffine. Nous avons
donc retenu 205 cas pour I'analyse finale.

Cinquante-trois autres cas n’étaient pas informatifs pour un chromosome (1p ou 16q) et ne
pouvant analyser la LOH n’étaient donc pas inclus dans I'analyse. Les 152 tumeurs restantes
ont été classées en quatre groupes: le groupe 1 avec LOH 1p, groupe 2 avec LOH 16q ,
groupe 3 avec LOH 1p et 16q et le groupe 4 sans LOH . Dix enfants (6,5 %) avaient une LOH
1p, 19 (12,5%) avaient une LOH 16q et 8 cas (5,5%) avaient combiné 1p et 16 LOH. Cent-
quinze cas (75,6% ) avaient conservé les deux alléles de 16q et 1p.

La distribution histologique des 152 cas en fonction des statuts de LOH respectives sont
résumées dans le Table 3 : 9 cas (6 %) ont été classés comme étant a faible risque
histologique (LR ), 120 ( 79%) a risque histologique intermédiaire ( IR ) et 23 (15%) a haut
risque histologique ( HR ). Une LOH 1p et/ou 16q a été plus fréquemment observés dans les

tumeurs avec Anaplasie Diffuse que dans toutes les autres tumeurs (p = 0,014).

Histological risk Histological type Number of cases (152) | Number of cases with
LOH 1p and/or 16q
Low risk (9) CPDN 2 0
Completely necrotic 3 1
Mesoblastic nephroma | 4 0
Intermediate risk (121) Non-anaplastic 4 1

(primary nephrectomy)

Epithelial 10 3
Focal anaplasia 6 1
Stromal 22 4
Mixed 51 15
Regressive 28 3
High risk (22) Blastemal 5 0
Diffuse anaplasia 17 9

Table 3. Classification selon le type et le risque histologique dans les 152 cas (CPDN: cystic partially

differentiated nephroblastoma, LOH: loss of heterozygosity).
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Dans la Table 4 les tumeurs sont classées selon les caractéristiques qualitatives du blastéme,

le groupe de risque histologique et I'état des chromosomes 1p et 16qg. Trente tumeurs

n’avaient aucune composante blastémateuse (19,7%). Parmi eux, 23 (76,6%) n’avaient pas

de pertes sur les chromosomes 1p et 16q. Aucune différence statistique n'a été observée

entre les tumeurs avec ou sans une composante blastémateuse dans la fréquence de LOH 1p

ou 16g (p = 0,65).

Blastemal morphology Histological risk group LOH status
Total cases (n=152) LR IR HR LOH |LOH |LOH No
1p 16q 1p-16q | LOH
n=9 n=121 | n=22 | n=10 |n=19 |n=8 n=115
Cases without blastema (n=30) 8 22 0 2 3 2 23
Cases with blastema (n=122) 1 99 22 8 16 6 92
Architectural pattern Serpentine (n=6) 0 5 1 0 1 1 4
Nodular (n=76) 0 70 6 4 7 2 63
Diffuse (n=30) 0 20 10 2 5 1 22
Invasive (n=10) 1 4 5 2 3 2 3
Differentiation Undifferentiated (n=33) | 0 26 7 3 5 1 24
Epithelial (n=50) 0 35 15 3 9 4 34
Stromal (n=17) 1 16 0 2 1 1 13
E.and S. (n=22) 0 22 0 0 1 0 21
Cytology Bland (n=43) 0 41 2 1 4 2 36
Atypical (n=38) 0 36 2 3 3 1 31
Unrest (n=20) 1 17 2 3 2 1 14
Anaplastic (n=21) 0 5 16 1 7 2 11
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Table 4. Analyse qualitative du blastéme incluant le profil architectural, la différentiation et la cytologie en
relation avec le groupe de risque histologique, le type histologique et le statut LOH. LR= low risk; IR=

intermediate risk; HR= high risk.

Le pattern architectural du blastéme et la cytologie nucléaire du blasteme étaient liés a la
classification de risque histologique. Dans les tumeurs de haut risque histologique, le profil
architectural était statistiquement plus souvent invasif (p <0,0001) et la cytologie nucléaire
était anaplasique (p <0,0001), tandis que la différenciation du blasteme n'était pas lié au
groupe de risque histologique (Chi 2 test: p = 0,63). Les tumeurs avec profil invasif du
blasteme avaient une proportion de LOH significativement plus élevée par rapport aux
autres profils architecturaux (p <0,0005). La différenciation stromale et épithéliale et la
caractérisation cytologique nucléaire du blasteme n’étaient pas associées au statut LOH (p =
0,81 et 0,21 respectivement). Le comptage mitotique a été réalisé dans tous les cas et la
valeur médiane de mitoses était de 9 pour 10 HPF [0-102]. Cette valeur a été considérée
comme cut-off pour I'analyse statistique. Les mitoses étaient significativement plus élevée
dans les tumeurs de haut risque histologique que dans les tumeurs de bas risque ou de
risque intermédiaire (p = 0,0002). Aucune différence dans l'index mitotique a été observée
entre les tumeurs avec LOH 1p et 16q et les tumeurs sans LOH (Fisher’s exact test: p = 0,67).
L'index prolifératif médian était de 12,5% [0-80%]. Cette valeur a été choisie pour classer les
tumeurs a index prolifératif faible ou élevé. Les tumeurs a haut risque histologique avaient
un index prolifératif plus élevé (moyenne 41,5%), que les tumeurs a risque intermédiaire
(moyenne 13,8%) ou bas (moyenne 1%) (Chi2 test : p = 0,0018). Il n'y avait pas de corrélation
statistique entre le statut de 1p et 16q et I'expression de Ki67 a I'immunohistochimie
(Fisher’s exact test: p = 0,16).

Le volume absolu de blastéme et en pourcentage de blastéme ont été calculés dans toutes
les tumeurs. Le volume de blasteme médian était de 15 ml [0-777,6] et le pourcentage
médian de 15% [0-100]. Ces valeurs ont été prises comme cut-off pour séparer les cas avec
un faible volume de blastéeme (n = 93) et un haut volume de blastéme (n = 59) et les cas avec
un faible pourcentage de blastéme (n = 77) ou élevé (n = 75). Le volume absolu de blasteme
et le pourcentage étaient plus élevés dans les tumeurs a haut risque que dans les tumeurs a
faible risque (p <001 et <0,0001 respectivement). Les tumeurs a faible volume de blasteme

avaient moins de LOH sur les chromosomes 1p et 16q que les tumeurs avec un volume élevé
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de blasteme mais ce résultat n’était pas statistiquement significatif bien que proche de la

limite (p = 0,09).

Discussion

Notre analyse a été faite a partir de tissus inclus en paraffine. Nous avons choisi d'utiliser
cette approche, parce que dans les protocoles SFCE/SIOP2001 et UKCCLG les tissus congelés
n’étaient pas centralisés dans un seul institut de référence et il n'était pas possible d’accéder
au matériel cryo-présérvé. L'étude a été faite sur les blocs 228 de tissus inclus en paraffine
disponibles dans les instituts de pathologie francgais et britannique et cela représente une
proportion de 940 patients inclus dans le protocole SFCE/SIOP2001 et 705 dans le protocole
UKCCSG/SIOP2001. Cette faible proportion de cas disponibles a souligné I'importance d'un
processus centralisé de collecte de matériel biologique pour évaluer les biomarqueurs
moléculaires dans un seul centre et pour améliorer la fiabilité et I'importance des études
impliquant des tumeurs pédiatriques.

La répartition des LOH était similaire a celle des tumeurs qui ont été traités par chirurgie
premiere (45, 167), ce qui suggere que la chimiothérapie pré-opératoire n'a pas d'effet sur la
fréquence des pertes sur les chromosomes 1p et 16q. Cette constatation a déja été suggéré
par Grundy et al dans une étude pilote réalisée sur les tumeurs traitées par chirurgie
premiére et comprenant une minorité de patients (9,3%) traités par chimiothérapie pré-
opératoire due a une tumeur inopérable (45, 167). Les auteurs ont constaté qu’une LOH 16q
était significativement plus fréquente dans les tumeurs de Wilms anaplasiques que dans les
tumeurs a histologie favorable. Ceci a été confirmé par notre étude et cela indique que la
chimiothérapie pré-opératoire n'a pas d'effet sur la prévalence des pertes sur les

chromosomes 1p et 16q.

C’est la classification histologique actuelle des WTs qui prédit le pronostic dans la majorité
des cas, malgré cela, certaines tumeurs, qui ne sont pas classées comme des tumeurs de
haut risque, rechutent. Pour cette raison, il nous semble trés important d'identifier des
nouvelles caractéristiques histologiques pour identifier le petit sous-ensemble de patients

qui sont susceptibles de rechuter. Dans ce but, nous mettons en évidence I'importance de
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I'analyse qualitative et quantitative des blastémes dans la prise en charge des WTs
prétraitées. Un profil particulier de blastéme semble étre associé avec les WTs agressives.
Comme prévu, les tumeurs classées en haut risque dans la classification SIOP2001 avaient un
volume plus élevé de blasteme ainsi qu’un pourcentage de blasteme plus élevé (p < 0,001 et
<0,0001 respectivement). De plus, ces tumeurs avaient un blastéme avec profil invasif (p
<0,0001), une cytologie nucléaire anaplasique (p < 0,0001), un haut index mitotique (p =
0,0002) et prolifératif (p = 0,001).

Nous avons étudié l'association entre les caractéristiques de blasteme et le statut des
chromosomes 1p et 16q, déja connu comme étant un outil potentiel pour identifier les
statistiquement significative n'a été observée en terme de fréquence de LOH entre les
tumeurs avec ou sans composante blastémateuse (p = 0,65). Les tumeurs avec anaplasie
diffuse et blastéme a architecture invasive avaient plus fréquemment une LOH 1p et/ou 16q
que d'autres (p = 0,006 et <0,0005 respectivement).

Méme si le petit nombre de cas ne nous permet pas d'atteindre une corrélation statistique
significative entre les caractéristiques qualitatives du blastéme et les rechutes, nous avons
montré que l'évaluation morphologique de blastéme ainsi que mitotique et l'analyse de
I'index prolifératif et I'évaluation de la perte d’hétérozygotie au niveau des chromosomes 1p
et 16q étaient des approches potentiellement utiles pour identifier des tumeurs agressives.
En conclusion, les principaux outils pour la prise en charge du WT sont : [a mesure en trois
dimensions de la tumeur lors de I'examen macroscopique qui permettra d'obtenir une
évaluation quantitative de blastéme chimio-résistant et I'analyse microscopique d'une
tranche compléte de la tumeur. En outre, I'évaluation qualitative du blasteme, en particulier
I'architecture et la cytologie nucléaire, ainsi que I'évaluation des mitoses et de l'index
prolifératif, associés a I'analyse LOH sur le chromosome 1p et /ou 16q, sont importants pour

stratifier ces tumeurs.

55



Projet 2 : Détermination des anomalies du le nombre de copies (CNV) par MLPA dans les

néphroblastomes pré-traités du protocole SIOP 2001

Résumé

Le traitement actuel des WTs est basé sur la stratification clinique et sur des critéres
histopathologiques évalués sur la piece de néphrectomie post-chimiothérapie. Les tumeurs
classées en haut risque histologique bénéficient d’'une chimiothérapie post-opératoire plus
agressive (Doxorubicine). Néanmoins, il est constaté que la plupart des tumeurs qui
rechutent sont de stade local | et Il et de risque histologique intermédiaire. Pour cette
raison, il est intéressant d’étudier la valeur pronostique de nouveaux marqueurs

moléculaires dans la stratification de ces tumeurs.

Dans les études américaines du COG, la perte simultanée de 1p et de 169 est associée a un
pronostic défavorable (45). Néanmoins, la rareté de ces marqueurs rend difficiles les études
statistiques pour en affirmer la valeur pronostique. L’'altération chromosomique la plus
fréguente dans les WTs est le gain de 1q (51, 52, 168) qui semble étre associée a un
pronostic défavorable dans des études anciennes (169). Des études plus récentes ont aussi
confirmé la valeur péjorative du gain de 1q (54, 170). Le but de ce projet a été de tester la
faisabilité de la stratification des WTs par le gain de 1q dans une large cohorte européenne

de WTs donc sur tumeurs prétraitées.

La technique choisie a été la Multiple Ligation Probe Amplification (MLPA) commercialisée
par MRC-Holland, The Netherlands, en raison de sa rapidité d ‘exécution et de son bas co(t

(171) (Figure 10).
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Figure 10. Exemple de MLPA montrant un gain complet de 1q (5 sondes) et de MYC1 (3 sondes) dans une WT.

Cette technique a été utilisée et appliquée aux cas francais par notre équipe et aux autres
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contréle de qualité ainsi que l'interprétation des résultats de la série francaise ont été faits

dans notre Institut. L’analyse statistique de la totalité des résultats a été faite de facon

centralisé au UCL Institute of Child Health, Londres.

L’étude a inclus les patients enregistrés dans le protocole SIOP 2001, provenant de 31

centres SFCE de France et d’autres pays Européens (UK, Hollande, Suéde, Irlande, Autriche et

Allemagne). Tous les cas avec disponibilité de tissus rénal non-tumoral et tumoral
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confirmé par une relecture nationale et internationale. Les tumeurs ont été classées selon la
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classification SIOP 2001 (163). Les cas francais ont été collectés entre Juin 2013 et Janvier

2014.

Le contrdle de qualité des prélevements regus a été fait sur un fragment tissulaire obtenu
avant le broyage, inclus dans le formol et coloré avec la coloration Hématoxyline et Eosine

(HES)

L’extraction des ADN a été réalisée aprés broyage manuel, selon le protocole standard avec
la technique au Phénol-Chloroforme. La qualité de I’ADN a été testée avec NanoDrop
(Thermo Scientific) et Qubit (Invitrogen). Les ADN avec un ratio A260/230 égal ou supérieur
a 1 ont été utilisés. Au final, 5 uL d‘échantillon (100 ng d’ADN + 3uL de 10 mM Tris-HCI pH

8.2) ont été utilisés pour la MLPA.

Les données cliniques et les suivis ont été obtenus grace a la base de données SIOP2001.
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Annexe 1-Article:

Gain of 1qg as a prognostic biomarker in Wilms tumours treated with pre-operative

chemotherapy in the SIOP WT 2001 trial: A SIOP Renal Tumours Biology Consortium Study.

Chagtai T, Zill C*, Dainese Linda*, Wegert J, Savola S, Popov S, Mifsud W, Vujanic G, Sebire
N, Le-Bouc Y, Ambros PF, Kager L, O'Sullivan M, Blaise A, Bergeron C, Holmquist Mengelbier
L, Gisselsson D, Kool M, Tytgat GAM, van den Heuvel-Eibrink M, Graf N, van Tinteren H,
Coulomb A, Gessler M, Williams R, Pritchard-Jones K for International Society of Paediatric
Oncology Renal Tumours Study Group (SIOP-RTSG).

*These authors contribute equally.

Journal of clinical Oncology. August 2016. Sous presse.
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Discussion

Grace au réseau de relecture des tumeurs rénales de I’enfant centralisé a 'Hopital Armand
Trousseau, nous avons pu récolter les 232 WTs frangaises et obtenir toutes les informations
clinico-pathologiques pour chaque cas.. De plus, ce réseau de pathologistes a rendu possible

la centralisation des tissus cryopréservés et la constitution d’une tumorotheque.

L'ADN extrait a partir de tissu cryopréservé avec la technique du phénol-chloroforme a
permis d’avoir un ADN de tres bonne qualité et des bons résultats dans 184 tumeurs sur 232

(80% des cas).

Le petit nombre de tumeurs et le bas taux de rechutes de cette maladie n’ont pas permis de
faire des corrélations statistiguement significatives dans la population francaise, donc cette
analyse a été centralisé a Londres, permettant d’avoir un plus grand nombre d’échantillons

et une plus grande puissance statistique.

Dans cette étude, nous avons effectué la premiére analyse a grande échelle d’aberration de
nombre de copies de 1q dans les WTs pré-traitées avec chimiothérapie néoadjuvante selon
le protocole SIOP-2001.

Nous avons montré que la MLPA fournit un outil rapide et efficace pour déterminer le statut
des anomalies du nombre de copies chromosomiques associées a un pronostic défavorable.
La fréquence relativement élevée du gain de 1q rend ce marqueur particulierement attractif
pour une utilisation potentielle dans la planification du traitement, mais toute modification
de l'intensité thérapeutique en fonction du seul statut 1q aurait une incidence sur une
proportion trop élevée de patients. Il pourrait étre plus approprié de faire une stratification
basée sur plusieurs biomarqueurs moléculaires ou histologiques; dans notre analyse
multivariée sur I'ensemble des tumeurs, le gain 1q, stade local avancé et haut risque
histologique étaient tous individuellement significatifs. Cependant, avant que les
biomarqueurs de cette étude puissent étre introduits dans la pratique clinique, les résultats
doivent étre validés indépendamment dans une étude clinique prospective. L’évaluation de
I'impact pronostiqgue du gain de 1q et d'autres biomarqueurs moléculaires émergeants
seront une composante fondamentale d’UMBRELLA, I'étude sur les tumeurs rénales de

I’enfant du prochain protocole SIOP.
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Projet 3 : Etude des anomalies structurales et de méthylation de la région 11p15 dans le

néphroblastome sporadique et associé au syndrome de Wiedemann-Beckwith

Résumé

Des anomalies de la région 11p15 ont été montrés dans différents cancers de I'adulte et
pédiatriques. De plus, une surexpression d’ IGF2, situé dans cette région, ainsi que des
nombreuses anomalies de la région 11p15, ont été décrites dans le BWS, syndrome associé a
différentes tumeurs pédiatriques dont le principal est la WT. Pour cette raison, nous avons
voulu nous intéresser de plus prés a ce gene, avec un kit MLPA spécifique de la région
11p15, ou IGF2 est situé. Nous avons recherché les anomalies structurelles de cette région et
de facon paralléle étudié le statut de méthylation de ses centres d'empreinte et des DMR
(ICR1, ICR2, H19, DMRO-IGF2) par ASMM RTQ-PCR (alléle specific methylated multiplex real-
time quantitative PCR), le but étant de corréler le phénotype génétique et épigénétique des
tumeurs étudiées avec les données pathologiques et cliniques. De plus, nous nous sommes

intéressés a I'expression d’IGF2, facteur de prolifération cellulaire.

Dans cette étude, réalisé sur 128 WTs pré-traités inclus dans le protocole SIOP-2001, nous
avons confirmé la valeur pronostique des facteurs déja connus et utilisés pour la

stratification pronostique de la WT, comme la présence d’anaplasie diffuse

, le stade local, les anomalies en MLPA p380 et la délétion de TP53 et nous avons mis en
évidence des facteurs pronostiques jamais rapportés auparavant, comme la déméthylation

de IGF2-DMRO (p<0.0001) et la déméthylation d’ICR-2 (p=0.049).
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Introduction

L’étude des WTs francgais par MLPA p380 Wilms spécifique nous a permis d’évaluer le statut
de certaines régions d’intérét dans ce type tumoral, en particulier des régions 1p, 16q et 1q.
En analysant de plus prés les autres régions couvertes par le kit utilisé, nous nous sommes
également intéressés a d'autres génes d'intérét impliqués dans la physiopathologie de ces
tumeurs comme NMYC, WT1, WTX, TP53 et IGF2. Cependant ce dernier gene, crucial dans la
tumorigénése de nombreux cancers et dans le développement, n’est représenté dans le kit

que par une seule sonde qui était insuffisante pour I'étude compléte de 11p15.

Des anomalies de la région 11p15 ont été montrés dans différents cancers de I'adulte et
pédiatriques, notamment dans des tumeurs corticosurrénaliennes, hépatiques et coliques
(172, 173). IGF2 est un gene soumis a empreinte parentale, dont seul l'allele d'origine
paternel est exprimé. Une surexpression de ce géne ainsi que de nombreuses anomalies de
la région 11p15 ont été décrites dans le BWS dont on sait qu’il est associé a différentes
tumeurs pédiatriques dont le principal est la WT (167, 173-176). Pour cette raison, nous
avons voulu nous intéresser de plus pres a ce gene, avec un kit MLPA spécifique de la région
11p15, ou IGF2 est situé. Nous avons recherché les anomalies structurelles de cette région et
de facon paralléle étudié le statut de méthylation de ses centres d'empreinte et des DMR
(ICR1, ICR2, H19, DMRO-IGF2), le but étant de corréler le phénotype génétique et
épigénétique des tumeurs étudiées avec les données pathologiques et cliniques. De plus,

nous nous sommes intéressés a I'expression d’IGF2, facteur de prolifération cellulaire.
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Méthodes

Cette étude a intéressé 128 WTs, dont 2 associés au syndrome BWS, inclus dans le protocole
SIOP 2001. Les ADN des tumeurs et des tissus sains correspondants ont été extraits apres

broyage manuel avec la technique du phénol-chloroforme.

Pour interpréter les anomalies de la région 11p15 nous avons utilisé deux techniques
combinées, une qui fournit des informations sur le statut de méthylation, ’TASMM RTQ-PCR
(allele specific methylated multiplex real-time quantitative PCR), et une sur les anomalies
structurelles, une MLPA spécifique de la région 11p15.5. L'interprétation concomitante des
deux techniques permet la détermination des anomalies structurelles et de méthylation au

niveau de la région 11p15.

L’étude de la méthylation de I’ADN a été réalisée apres traitement de I'ADN (1pug dans 45 pl
H20 RNA-ase free a 20°C) par bisulfite [EZ DNA Methylation kit (Zymo research, Orange,
CA)].: Apres bisulfite nous avons effectué I'analyse par ASMM RTQ-PCR, selon la technique
mise au point dans le laboratoire par Azzi et collaborateurs (71), capable de déterminer le
statut de méthylation des sites CTCF binding sites de I'lCR1 (CBS2,CBS3), de I'ICR2, du
promoteur d’H19 (H19DMR) et d’IGF2DMRO. L'analyse de la méthylation a été déterminée
pour chaque locus avec le calcul d’un ratio entre les alleles méthylés et non-méthylés. Les
normes de méthylations ont été établies a 43-55 % pour ICR1, 44-54 % pour ICR2, 42-57 %
pour H19 et 23-50 % pour DMRO-IGF2.

La MLPA spécifique de la région 11p15.5 (MRC-Holland, The Netherlands) a été réalisée sur
la totalité des reins sains et des tumeurs. La technique a comporté quatre étapes
dénaturation, hybridation, ligation et amplification. La MLPA a été réalisé selon le protocole
du fabricant sur 100 ng d’ADN de tumeur et de tissu sain, dissous dans 5 uL de tampon TRIS-
acide ethylenediaminetetracetique (TE 10'), dénaturés a 98° C pendant 5 minutes. Aprés
refroidissement a 25° C, 1,5 pL du mélange de 33 sondes MLPA et 1,5 pL de tampon ont été
ajoutés a chaque échantillon, suivi de dénaturation a 95° C pendant 1 minute et de
I'hybridation a 60° C pendant 16 heures. La ligation a été réalisée par l'ajout de 32 uL du
mélange tampon et ligase a 54° C pendant 15 minutes, suivie d'une incubation a 98° C
pendant 5 minutes. Puis 10ul de mix polymérase contenant un mélange d’oligonucléotides

synthétiques fluorescents, tampon, dNTPs, polymérase et eau sont ajoutés dans le tube de
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ligation. La réaction de PCR a été réalisée avec 35 cycles a 95° C pendant 30 secondes, 60° C
pendant 30 secondes, 72° C pendant 1 minute et une extension finale a 72° C pendant 20
min. Les fragments PCR finaux sont dénaturés avec de la formamide et séparés par
électrophorese capillaire sur un analyseur génétique ABI Prism 3130 (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Le pic et la hauteur ont été mesurés a l'aide du logiciel d'analyse de
Coffalyser.Net®. Avec le méme logiciel les données ont été analysées en utilisant le contréle
ADN du rein normal du méme patient pour chaque tumeur. Une anomalie dans le nombre
de copies a été définie lorsqu'un ratio déséquilibré d'au moins deux sondes adjacentes a été
observé en comparaison avec le reste des sondes sur le méme bras du chromosome.

Le ratio entre I’échantillon testé et la référence (tissu non tumoral) a été calculé. L'analyse a
été faite avec le logiciel Coffalyser.Net d’'MRC-Holland. Le gain a été retenu quand le ratio
était supérieur a 1.3, la perte quand le ratio était inférieur a 0.7. Pour étre retenu, le gain ou
la perte devaient étre observés sur au moins deux sondes consécutives. Seulement les
échantillons avec au moins 5 des 13 sondes de référence dans le range normal ont été

retenus. Un exemple de MLPA 11p15.5 est illustré dans la Figure 13.
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Figure 13. Exemple de MLPA spécifique de la région 11p15.5. Les points bleus indiquent un gain de nombre de
copies sur les sondes examinées (9 sondes pour H19, 2 pour IGF2, 9 pour KCNQ10T1 et 3 pour CDKN1C) au
niveau de la région 11p15.5. Au niveau des deux sondes en correspondance du géne IGF2 on peut observer un

gain du nombre de copies, dans la limite de la significativité.

Dans les cas ou la MLPA 11p15.5 montrait des résultats douteux, a la limite de la
significativité (voir figure 13) ou des gains et des pertes en mosaique, nous avons étudié les
tumeurs avec des puces SNP (single nucleid polymorphisme) lllumina, pour déterminer les
anomalies de nombre des copies alléliques et le pourcentage des cellules dans lesquelles

elles étaient présentes.

Cette technique comporte I'amplification enzymatique isothermique pangénomique a partir
de 200 ng d'ADN génomique dénaturé par du NaOH, suivie par la fragmentation

enzymatique pendant 1 heure a 37°C. L'ADN fragmenté est précipité et le culot est re
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suspendu dans le tampon d'hybridation avant d'étre dénaturé, puis disposé sur la puce et

hybridé pendant 16-24 heures a 48°C dans des chambres d'hybridation.

L'extension des bases se fait en se servant de la sonde comme amorce et du fragment
hybridé comme matrice. Cette extension se fait par un ddNTP marqué par un hapténe au

niveau du SNP lui-méme.
Apres un lavage et I'amplification du signal, I'analyse se fait sur le logiciel Bead Studio.

Pour I’évaluation de I'expression d’IGF2, la quantité relative (Fold change FC) de I'ARNm
d'IGF2 a été normalisée par rapport a un géne de ménage (PPIA) et dont I'expression relative
par rapport aux controles (tissus sains adjacentes) a été calculée en utilisant la formule FC=
2/7-Delta de Ct. ARNm de rein sain (5 reins sains dont I'exérése chirurgicale a été effectuée
pour des pathologies non-oncologiques) est identifié comme calibrateur et est fixé a une

valeur de 1. Les autres échantillons ont une valeur par rapport a ce calibrateur.
Delta Ct = Ct géne — Ct controle.

Delta Delta Ct = ACt échantillon1 — ACt calibrateur.

Statistiques

Le test de Kruskall-Wallis et le Chi-2 test ont été utilisés pour mettre en relation les
altérations de la région 11p15 et les données cliniques (age au moment du diagnostic, sexe,
evolution), pathologiques (type histologique, stade local, risque histologique) et
moléculaires (expression d’IGF2, anomalies détectées en MLPAp380). Pour les courbes de
survie (OS, PFS) nous avons utilisé la méthode de Kaplan - Meier en combinaison avec le test
du log-rank. Les valeurs de p <0,05 ont été considérées comme statistiquement
significatives. L'analyse Cox - régression multivariée a été effectuée pour déterminer des
prédicteurs significatifs. Les ratios de risque (HR) et les intervalles de 95% de confiance (IC)

ont été utilisés.
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Résultats

Les résultats sont résumés dans la Table 5.

Sur les 128 tumeurs étudiés, 31 (24%) n’avaient pas d’anomalie de la région 11p15, 62
(48.6%) avaient des altérations génétiques de la région 11p15 comme UPD (n=56),
hémizygotie avec perte de I'allele maternelle (n=3) et duplication de la région 11p15 (n=3) ;
Trente-cing (27.4%) avaient une anomalie d’empreinte a type de GOM-ICR1 de la région

11p15 (Table 5).

L’age moyen au diagnostic était de 3.6 ans (médiane=3.0 [0.0; 11.1]). Il y avait une différence
significative entre I'dge des enfants sans anomalies de la région 11p15 qui étaient plus
jeunes, que les enfants avec UPD et avec GOM-ICR1 (p<0.001). De plus, les patients qui
avaient des altérations de la région 11p15 avaient un age supérieur a 2 ans de facon

statistiquement significative (p=0.006).

Le sexe, I'histologie, le groupe de risque histologique et le volume de blastéme n ‘étaient pas
corrélés a la présence ou I'absence d’anomalies de la région 11p15, par contre, 80 .6 % des
tumeurs sans altération de la région 11p15 avaient un stade local moins élevé (stade local |
et Il) et seulement 6 (19.4%) de ces tumeurs étaient de stade local avancé (lll et

IV)(p=0.074).

Deux tumeurs étaient associées au BWS (1.5%), chez deux petites filles agées de 3 et 5 ans,
d’histologie mixte et avec anaplasie diffuse, de stade local | et Il et aucune de ces tumeurs a
développé de métastases pendant le suivi. Des anomalies moléculaires de la région 11p15
ont été identifiées dans la tumeur et dans le rein sain adjacent pour ces deux cas: ICR1-GOM

dans un cas et pUPD dans l'autre.

Parmi la totalité des cas analysés, 26 cas avaient des anomalies de la région 11p15 a la fois
dans le tissu tumoral et dans le tissu sain correspondant, comme on peut le voir dans les
WTs associés au BWS. Néanmoins, parmi ces patients seulement 2 avaient des signes
cliniques de BWS. Nous n’avons pas pu confirmer le diagnostic de BWS chez ces patients
n’ayant pas acces a I’ADN leucocytaire. Les altérations observées dans ces cas étaient ICR1-
GOM dans 16 cas (76%) et pUPD dans 5 cas (24%). Histologiquement ces cas avaient un
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pourcentage plus élevé d’anaplasie diffuse par rapport aux cas sans anomalie dans le tissu
sain (11% VS 6.5%) et un stade local plus avancé, avec 13 cas sur 16 en stade lll et IV (81%).

Parmi ces 21 cas 5 ont rechuté pendant le suivi (24%).

L'expression d’IGF2 a été évaluée dans 114 cas. L'expression était de facon statistiquement
significative plus élevée dans les tumeurs avec pUPD, duplication de la région 11p15 ou
hémizygotie avec perte de I'allele maternel que dans les tumeurs sans altérations de la

région 11p15 ou avec GOM-ICR1 (p=0.046).

Pour I’étude par MLPA P380, la plupart des tumeurs sans anomalie en MLPA n’avaient pas
non plus des anomalies dans la région 11p15, méme si ces données étaient proche de la

significativité (p=0.099).

Concernant la région 17p, ou est localisé I'oncogene TP53, 102 cas n’avaient pas d’altération
en nombre de copies détectées (80.3%), 17 cas avaient un gain en 17p (13.4%) et 8 cas une

perte (6.3%).

Anomalies de la région 11p15 Total Test
Normal pUPD ou Gain

Hémizygotie avec perte/de méthylation

d'allele maternelle ou d'ICR1

Duplication
N=31 N=62 N=35 N=128

Age au diagnostic Kruskal-

N 31 62 35 128 Wallis
Donnée manquante |0 0 0 0 P = <0.001
Moyenne (Et) 2.5(1.9) 3.5(2.3) 4.6 (2.7) 3.6 (2.4)

Médiane (min; max) |2.0 (0.6; 8.9) 3.0 (0.4; 11.1) 4.0 (0.0; 10.4) |3.0(0.0; 11.1)

Age au diagnostic Chi-2
<2ans 16 (51.6%) 16 (25.8%) 6 (17.1%) 38  (29.7%) P = 0.006
>=2 ans 15 (48.4%) 46 (74.2%) 29 (82.9%) 90  (70.3%)

Sexe Chi-2
F 17 (54.8%) 32 (51.6%) 20 (57.1%) 69 (53.9%) P = 0.865
M 14 (45.2%) 30 (48.4%) 15 (42.9%) 59  (46.1%)

Histologie Chi-2
Anaplasie diffuse (312 |0  (0.0%) 7 (11.3%) 3  (8.6%) 10 (7.8%) P =0.175
Blastemateuse (212) |4 (12.9%) 6 (9.7%) 6 (17.1%) 16  (12.5%)

CPDN (110) 1 (3.2%) 1 (1.6%) 0 (0.0%) 2 (1.6%)
Epitheliale (211) 5 (16.1%) 3 (4.8%) 0 (0.0%) 8 (6.3%)
Anaplasie focale 0 (0.0%) 1 (1.6%) 1 (2.9%) 2 (1.6%)
Mixte (214) 7 (22.6%) 23 (37.1%) 11 (31.4%) 41 (32.0%)
Regressive (216) 8 (25.8%) 14 (22.6%) 12 (34.3%) 34  (26.6%)
Stromale (213) 6 (19.4%) 7 (11.3%) 2 (5.7%) 15 (11.7%)

Stade Chi-2
| 14 (45.2%) 29 (46.8%) 9 (25.7%) |52  (40.6%) P =0.155
1 11 (35.5%) 13 (21.0%) 10 (28.6%) 34  (26.6%)

1 4 (12.9%) 13 (21.0%) 13 (37.1%) 30 (23.4%)
v 2 (6.5%) 7 (11.3%) 3 (8.6%) 12 (9.4%)

Stade Chi-2
I-11 25 (80.6%) 42 (67.7%) 19 (54.3%) |86 (67.2%) P =0.074
1n-1v 6 (19.4%) 20 (32.3%) 16 (45.7%) |42  (32.8%)
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Anomalies de la région 11p15 Total Test
Normal pUPD ou Gain

Hémizygotie avec perte/de méthylation

d'allele maternelle ou d'ICR1

Duplication
N=31 N=62 N=35 N=128

Risque Chi-2
Haut risque 4 (12.9%) 14 (22.6%) 9 (25.7%) 27 (21.1%) P =0.603
Risque intermédiaire |26 (83.9%) 47 (75.8%) 26 (74.3%) 99  (77.3%)

Bas risque 1 (3.2%) 1 (1.6%) 0  (0.0%) 2 (1.6%)

Volume de blasteme Kruskal-
Nombre 30 62 35 127 Wallis
Donnée manquante |1 0 0 1 P =0.348
Moyenne (Et) 51.5 (115.9) 68.6 (208.1) 68.1 (189.7) 64.4 (183.9)

Médiane (min; max) [12.5 (0.0; 562.6)|14.5 (0.0; 1558.1) 5.3 (0.0; 1081.3)|10.7 (0.0; 1558.1)

Cas avec anomalies dans Chi-2

le rein sain P =<0.001
non 31 (100.0%) |54 (87.1%) 17 (48.6%) [102 (79.7%)

oui 0 (0.0%) 8 (12.9%) 18 (51.4%) 26 (20.3%)

IGF2 Kruskal-
Nombre 29 57 28 114 Wallis
Donnée manquante |2 5 7 14 P =0.046
Moyenne (Et) 39.3 (59.6) 96.6 (133.7) 78.6 (99.1) 77.6 (112.4)

Médiane (min; max) [10.7 (0.0; 222.4)|39.4 (0.0; 681.3) 36.2 (0.2; 435.1)[30.3 (0.0; 681.3)
IGF2 Chi-2
2 5 7 14 P =0.559
<30 17 (58.6%) 27 (47.4%) 13 (46.4%) 57  (50.0%)
>=30 12 (41.4%) 30 (52.6%) 15 (53.6%) 57  (50.0%)
IGF2 Chi-2
2 5 7 14 P =0.203
<5 11 (37.9%) 10 (17.5%) 6 (21.4%) |27  (23.7%)
[5-30[ 6 (20.7%) 17 (29.8%) 7 (25.0%) 30 (26.3%)
[30-100[ 9 (3L.0%) 12 (21.1%) 8 (28.6%) 29  (25.4%)
>=100 3 (10.3%) 18 (31.6%) 7 (25.0%) 28  (24.6%)

IGF2-DMRO Chi-2
DM 1 (3.2%) 10 (16.1%) 7 (20.0%) |18  (14.1%) P=0.195
HM 13 (41.9%) 27 (43.5%) 17 (48.6%) 57  (44.5%)

NM 17 (54.8%) 25 (40.3%) 11 (31.4%) |53  (41.4%)
MLPA P380 Chi-2
0 0 1 1 P =0.099
Gain 1q 3 (9.7%) 11 (17.7%) 7 (20.6%) |21  (16.5%)
Gain 1q, perte 16q 0 (0.0%) 5 (8.1%) 2 (5.9%) 7 (5.5%)
Perte 16q 0 (0.0%) 5 (8.1%) 4 (11.8%) 9 (7.1%)
Perte 1p 0 (0.0%) 1 (1.6%) 1 (2.9%) 2 (1.6%)
Perte 1p, Gain 1q 0 (0.0%) 4 (6.5%) 0 (0.0%) 4 (3.1%)
Perte 1p, Gain 1q,/0 (0.0%) 3 (4.8%) 1 (2.9%) 4 (3.1%)
Perte 16q
Normal 28 (90.3%) 33 (53.2%) 19 (55.9%) [80  (63.0%)
17p flanking probe Chi-2
0 0 1 1 P =0.163
Gain 2 (6.5%) 11 (17.7%) 4 (11.8%) 17 (13.4%)
Perte 0 (0.0%) 4 (6.5%) 4 (11.8%) 8 (6.3%)
Normal 29 (93.5%) 47 (75.8%) 26 (76.5%) 102 (80.3%)

Table 5. Caractéristiques clinico-pathologiques en fonction des anomalies de la région 11p15. En rouge les
résultats avec une valeur p significatif ou trés proche de la significativité. DM= déméthylé ; HM= hyperméthylé ;

NM= normalement méthylé.
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Ces mémes résultats exprimés en fonction de la présence de pUPD par rapport a toute autre

anomalie de la région 11p15 n’ont pas une plus grande puissance statistique.

Concernant

I'analyse de

la méthylation au niveau d’IGF2-DMRO, elle n’était pas

statistiguement corrélée aux altérations de la région 11p15. Par ailleurs, il n’y avait pas de

relation statistique entre le statut de méthylation d’IGF2-DMRO et I'expression d’IGF2. Table

6.
IGF2-DMRO Total Test
DM HM NM
N=18 N=57 N=53 N=128
IGF2 Kruskal-Wallis
Nombre 15 51 48 114 P =0.294
Donnée manquante |3 6 5 14
Moyenne (Et) 94.0 (78.3) 69.2 (121.4) 81.4 (112.7) 77.6 (112.4)
Médiane (min; max)|97.6 (0.0; 216.6)|25.2 (0.0; 681.3)|27.1 (0.0; 461.5)/30.3 (0.0; 681.3)
IGF2 Chi-2
3 6 5 14 P =0.364
<30 5 (33.3%) 26 (51.0%) 26 (54.2%) 57 (50.0%)
>=30 10 (66.7%) 25 (49.0%) 22 (45.8%) 57 (50.0%)
IGF2 Chi-2
3 6 5 14 P =0.376
<5 2 (13.3%) |12 (23.5%) |13 (27.1%) |27 (23.7%)
[5-30[ 3 (20.0%) 14 (27.5%) 13 (27.1%) 30 (26.3%)
[30-100[ 3 (20.0%) 16 (31.4%) 10 (20.8%) 29 (25.4%)
>=100 7 (46.7%) 9 (17.6%) 12 (25.0%) 28 (24.6%)

Table 6. Relation entre expression d’IGF2 et méthylation d’IGF2-DMR0O. DM= déméthylé ; HM= hyperméthylé ;

NM= normalement méthylé.
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Analyse statistique de la survie sans progression

Au total, 18 patients ont rechuté pendant le suivi (14%) et 7 sont décédés suite a la rechute

(5%).

A I'analyse univariée, la survie sans progression (PFS) était statistiquement liée au type
histologique (Log rank p=0.0012), au risque histologique (Log rank p=0.0004) et a la limite de
la significativité statistique au stade local (I-Il vs IlI-IV) (Log-rank p=0.079). De plus, le
pronostic en terme de PFS était défavorable chez les patients avec une déméthylation en
IGF2-DMRO par rapport aux patients avec hyperméthylation en IGF2-DMRO ou absence
d’anomalie de la méthylation en IGF2-DMRO (Log Rank p<0.0001). La PFS était également
liée aux anomalies en MLPA p380, avec un pronostic particulierement défavorable dans les
tumeurs avec gain de 1q et perte de 169 (Log-rank p<0.0001). La perte de 17p était aussi
associée a une PFS défavorable (p=0.0007). Figure 14. A 'opposé la présence d’une p-UPD
ou ICR1-GOM, I’adge au diagnostic, la présence d’anomalie de type BWS associé dans le tissu
sain, I'expression d’IGF2, le statut de méthylation d’ICR1, ICR2 et H19 n’avaient pas d’impact
sur la PFS.
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Figure 14. Facteurs significatifs a I'analyse multivariée de la PFS: type histologique, risque histologique,

méthylation d’IGF2-DMRO (dans le tableau IGF2c), anomalie en MLPA p380, anomalie du chromosome 17p. Le

stade local est a la limite de la significativité.
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Les facteurs significatifs a 15% ont été intégrés en analyse multivariée : le type histologique,
le groupe de risque histologique, le stade local (-1l vs llI-IV), le statut de méthylation d’IGF2-
DMRO, les anomalies en MLPA p380 en 1q, 1p, 169 et 17p. Une procédure descendante pas
a pas (backward) a ensuite été appliquée afin de regarder dans le modéle multivarié final
uniguement les facteurs significatifs a 10% : seul les facteurs groupe de risque histologique
(p=0.01; HR 3.91; 1C95%: 1.38-10.99]), stade (p=0.081; HR 2.33; IC95% : 0.9-6.03]) et
anomalies en MLPA p380 (p=0.0082) apparaissent comme des facteurs pronostiques
indépendants de la PFS au seuil de 10%. Pour les anomalies de MLPA P380 en particulier on
retient le gain de 1q vs pas d’altérations (HR 5.36 ; IC95% 1.70-16.91), gain de 1q et perte de
16q vs pas d’altérations (HR 7.11; 1C95% 1.78-28.39), la perte de 169 vs pas d’altérations
(HR 1.46; 1C95% 0.17-12.30) et perte de 1p associée a gain de 1q et perte de 169 vs pas
d’altérations (HR 0.81 ; IC95% 0.09-6.98). Table 7.

Facteurs p-value dans le | Hazard ratio (IC95%)
modele  final
multivarié
Risk
High risk vs intermediate or low risk 0.010 3.91 [1.38 ; 10.99]
Stage
-1V vs -1l 0.081 2.33[0.9; 6.03]
MLPA conclusion
Gain1lqvsN 5.36 [1.70; 16.91]
Gain 1q, Loss 16q vs N 0.0082 7.11[1.78; 28.39]
Loss 16q vs N 1.46[0.17; 12.30]
Loss 1p +/-Gain 1q +/-Loss 16q vs N 0.81[0.09; 6.98]

Table 7. Analyse multivariée de la PFS.
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Analyse statistique de la survie globale

A I'analyse univariée, la survie globale (OS) était statistiquement liée au type histologique
(Log rank p<0.0001), au risque histologique (Log rank p=0.0005) et au stade local (I-Il vs IlI-
IV) (Log-rank p=0.024) et (I vs Il vs lll vs IV)(Log rank p=0.018). De plus, le pronostic en terme
d’OS était défavorable chez les patients avec une déméthylation en IGF2-DMRO par rapport
aux patients avec hyperméthylation en IGF2-DMRO ou absence d’anomalie de la méthylation
en IGF2-DMRO (Log-Rank p<0.0001). L’OS était également lié aux anomalies en MLPA p380,
avec un pronostic particulierement défavorable dans les tumeurs avec gain de 1q et perte de
16gq (Log-rank p<0.0001). La perte de 17p était aussi associée a un OS défavorable
(p=0.0.25). Un autre parametre influencant négativement I'OS était la déméthylation d’ICR2
(Log-rank p=0.049) Figure 15. En fait, il n’y a pas de déméthylation isolée d’ICR2 mais elle est
dans notre série toujours associée soit a une hyperméthylation d’ICR1 traduisant une p-UPD,
soit a une duplication de la région 11p15 ou une hémizygotie avec perte de I'allele maternel.
Ainsi la significativité notée avec la démethylation d’ICR2 est due a la réunion de toutes les
causes, augmentant ainsi le nombre d’anomalies et donc la puissance statistique alors que la
presence d’UPD ou de I'"hyperméthylation d’ICR1 (GOM ICR1)et de I’hyperméthylation d’"H19

pris isolément n’avait pas de significativité.
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Figure 15. Facteurs significatifs a I'analyse multivariée de I'OS : type histologique, risque histologique, stade

local (I vs

anomalie du chromosome 17p et ICR1-GOM.

Il 'vs Il vs IV), stade local groupé (I-1l vs IlI-IV), méthylation d’IGF2-DMRO, anomalie en MLPA p380,
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A l'opposé, I'dge au diagnostic, la présence d’'une BWS associée, I'expression d’IGF2,

n’avaient pas d’'impact sur I'OS.

Les facteurs significatifs a 15% en analyse univariée ont été intégré a I'analyse multivariée :
Anomalies de 11p15 (UPD vs les autres), type histologique, groupe de risque histologique,
stade local (I,1L,111,1V), statut de méthylation d’IGF2-DMRO0, anomalies en MLPA p380 en 1q,
1p, 16q et 17p, statut de méthylation d’ICR1, ICR2 et H19. Le modele multivariée ne
convergeait pas et était tres instable. Les résultats de I'analyse multivariée ne seront donc

pas exploitables.
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Discussion

Dans cette étude nous avons pour la premiere fois réalisé une analyse génétique et
épigénétique sur la région 11p15 dans une large cohorte de WTs sporadiques ou associées
au BWS, pré-traitées, avec le but de mieux comprendre la physiopathologie de ces tumeurs
embryonnaires trés hétérogénes et avec le souhait de pouvoir identifier des outils

moléculaires pouvant nous aider dans la stratification pronostique de cette tumeur.

En moyenne, environs 7.5% des WTs sont associées au BWS, parmi ces tumeurs environ 60%
sont dues a des altérations génétiques ou épigénétiques, 80% d’entre elles localisées sur la
région 11p15 (32). Les WTs associées au BWS sont connus pour avoir un pronostic plus
favorable par rapport aux tumeurs isolées, une plus petite taille au diagnostic, un stade local
moins avancé, moins de métastases au diagnostic (moins de stade IV) et moins d’anaplasie
diffuse (79, 86). Cela suggére une prise en charge différente de ces tumeurs par rapport aux
tumeurs isolées. Dans notre série les deux tumeurs associées au BWS étaient chez deux
petites filles agées de 3 et 5 ans, et, conformément a ce qui était attendu, leur stade local
était peu avancé et leur décours clinique favorable. De facon opposée, nous avons identifié
des patients qui avaient des altérations moléculaires a la fois dans la région 11p15 dans la
tumeur et dans le tissu normal, mais sans signe clinique de BWS. Ces patients avaient un
stade local plus avancé au diagnostic, plus d’anaplasie diffuse et un pronostic défavorable
avec un taux de rechutes supérieures a ce qui etait attendu. Ceci est probablement dG au
fait que le suivi des patients atteints de BWS a permis le dépistage tumoral de facon plus
précoce, alors que dans ces patients la découverte des tumeurs a été sporadique, et donc a
un stade plus avancé de la maladie. Nous émettons I’"hypothése que ces patients, qui ont des
anomalies constitutionnelles de découverte fortuite, ont peut-étre des formes de BWS a
mosaicisme faible, et devraient bénéficier d’'un dépistage particulier pour détecter
I’éventuelle survenue d’autres tumeurs embryonnaires, ainsi que d’un conseil génétique
pour établir le risque tumoral chez eux et chez leurs proches, méme si les formes familiales
sont trés rares. Nous n’avons pas pu poser un diagnostic de BWS chez ces patients n’ayant
pas acces a I’ADN leucocytaire. Ces résultats pourraient inciter a analyser statistiquement la

région 11p15 dans le tissu constitutionnel des enfants atteint de WT.
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L'intérét envers la région 11p15 dérive du fait que I'expression du géne IGF2, situé sur cette
région, a été observé comme étant augmentée dans de nombreuses tumeurs embryonnaires
(167, 173-176), dont la WT. Comme déja reporté par Hubertus et al. en 2011, nous avons
observé une augmentation de I'expression d’IGF2 dans les tumeurs de Wilms, par rapport a
I’expression dans le rein non tumoral (177). Les tumeurs embryonnaires, a la différence des
tumeurs développées chez I'adulte, ne sont pas le résultat de I'accumulation de mutations
génétiques dans le temps. Cela suggéere un autre mécanisme pathogénique a I'origine de ces
tumeurs. IGF2 est un géne soumis a empreinte et il fait partie du cluster ICR1-IGF2-H19 (H19
DMR), qui dans des conditions physiologiques est exprimé par |'allele paternel (ICR1
méthylé), I'allele maternel étant déméthylé. Si les deux alleles sont méthylés, IGF2 est
transcrit par les deux alleéles et cela donne une surexpression d’IGF-2 et par conséquence

une contribution positive a la croissance tumorale.

Un étude de Ravenel et collegues (178) montre que les tumeurs avec une augmentation
d’expression d’'IGF2 et perte de I'empreinte au niveau de 11p15 (LOI), sont associés a un
développement plus tardif et dérivent de la WT mature, par conséquence ces tumeurs sont
observées chez des patients plus agés. Cela a été confirmé par des études successives de
Watanabe (179) et Brown (180). Nous avons aussi observé que les patients sans altération
de I'empreinte sur 11p15 étaient de facon statistiquement significative plus jeunes au
diagnostic (médiane = 2 ans), par rapport aux patients avec LOH (UPD, hémizygotie avec
duplication de I'allele maternel et duplication de la région 11p15) (médiane= 3 ans) ou avec
LOI (ICR1-GOM) (médiane= 4ans) (p=0.006). Comme reporté dans les études précédentes
nous avons observé que |'expression d’IGF2 était augmentée de facon significative chez les
patients avec LOI ou LOH dans la région 11p15 (p=0.046). Cela nous fait émettre I’hypothése
gue ces tumeurs, avec altérations de LOH ou LOI au niveau de la région 11p15, soient des
tumeurs de développement plus tardif et dérivé du néphroblaste mature, a la différence des
tumeurs sans altérations de la région 11p15 qui ont un age plus jeune au diagnostic et une
expression d’IGF2 plus faible. Ce deuxieme groupe de tumeurs, avait aussi un stade moins
avancé au diagnostic, avec 80% de tumeurs diagnostiquées en stade local | et Il (p=0.074).
De plus, ces tumeurs étaient le plus souvent classées en risque histologique intermédiaire
avec un pourcentage mineur de haut risque histologique (12,9%), plus faible par rapport aux

tumeurs avec LOH (22.6%) ou LOI (25.7%) de la région 11p15, méme si cela n’était pas
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significatif au niveau statistique (p=0.6). Ces tumeurs avaient de facon statistiquement
significative moins d’altérations dans le nombre de copie sur les régions 1p, 1q et 16q a
I’analyse par MLPA (p=0.099), avec seulement 3/31 tumeurs avec gain de 1q et 28/31 sans

altérations.

Une étude du COG cherche a inclure I'évaluation du profil de méthylation de la région 11p15
dans la classification du risque moléculaire des WTs. Dans cette étude a été mis en évidence
une catégorie de tumeurs dites a trés bas risque (VLRWT), qui ne nécessite pas de thérapie
adjuvante, caractérisée par un age inférieur a 24 mois, stade local |, histologie favorable,
poids inférieur a 550 g et pas d’anomalie au niveau de I'empreinte de la région 11p15 (181).
La validité de cette étude sera confirmée dans le prochain protocole SIOP sur les cas

prétraités.

Dans notre étude, en plus d’avoir confirmé la valeur pronostique des facteurs connus
comme la présence d’anaplasie diffuse, le stade local, les anomalies en MLPA p380 et la
délétion de TP53, nous avons mis en évidence un facteur pronostique jamais rapporté
auparavant, comme la déméthylation de IGF2-DMRO (p<0.0001). La déméthylation d’ICR-2,
observé chez les patients avec p-UPD, duplication de la région 11p15 et hémizygotie avec
perte de l'alléle maternel, était en effet également associée a un pronostic défavorable
(p=0.049), alors que la présence de p-UPD, duplication de la région 11p15 ou I’"hémizygoties
avec perte de I'allele maternel pris isolement n’étaient pas liés a la PFS (p=0.69) ni a I'OS
(p=0.12) de facon statistiquement significative. Cela est peut-étre di au faible nombre de
cas de GOM ICR1 pris isolément. La encore, le fait de réunir sous la situation déméthylation
d’ICR2 I'ensemble des anomalies d’ICR1 qui lui sont associées permet d’augmenter le

nombre d’anomalies d’ICR1 et donc la puissance statistique.

Etant donné le nombre de facteurs considérés pour I'analyse multivariée, au regard du
nombre d’événements en PFS (18 évenements) le manque potentiel de puissance pour cette
analyse n’a pas permis de mettre en évidence tous les facteurs pronostiques indépendants
de PFS. Les facteurs retenus pour l'analyse multivariée étaient le risque histologique
(p=0.01), le stade local I-1l vs llI-IV (p=0.081) et le gain de 1q ainsi que le gain de 1q associé a
la perte de 169 (p=0.0082)(voir Table 8). L’analyse multivariée de I'OS ne convergeait pas et

était tres instable, ceci peut s’expliquer par le faible nombre d’évenements en survie globale
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qui n’est pas suffisant méthodologiquement pour une analyse multivariée : ceci induit un

manque de puissance et potentiellement des problemes de convergence du modele.

IGF2-DMRO est la séquence proximale du promoteur d’IGF2 et sa déméthylation a été

proposé comme un facteur de risque prédisposant au cancer colorectal (182).

IGF2-DMRO est physiologiquement déméthylé sur I'alléle paternel qui I'exprime, il est donc
peu probable que sa déméthylation puisse conduire directement a la réactivation de I'allele
maternel. Ainsi, I'hypométhylation d’IGF2-DMRO dans le cancer est un indicateur d’une
altération dans la transcription d’IGF2 de l'allele actif indépendamment du statut de
I'empreinte d’IGF2. En outre la déméthylation d’IGF2-DMRO a été rapporté dans des
ostéosarcomes (175), des cancers de la vessie (183) et cancers de |'ovaire (184) sans une
association avec la LOI d’IGF2. Un étude de 1999 montre la déméthylation d’IGF2-DMRO
dans une petite cohorte de WTs et dans le tissu sain adjacent indépendamment du statut

d’expression d’IGF2, sans corrélation pronostique (185).

Plus récemment, la déméthylation d’IGF2-DMRO a été démontré comme étant un
biomarqueur de pronostic négative dans des séries de carcinomes de |'cesophage et du

colon (186, 187).

Dans notre étude aussi, nous pouvons affirmer I'impact négatif de ce marqueur sur le

pronostic dans les WTs en terme de PFS et OS.

En conclusion nous pensons qu’une analyse de la région 11p15 sur une plus grosse
population de tumeurs pourrait conclure a des résultats d’'une plus grande puissance
statistique. L'altération de I'empreinte de cette région ainsi que la déméthylation d’ IGF2-
DMRO pourraient étre des biomarqueurs intéressants a explorer dans le futur. Une
collaboration européenne comme celle réalisée a I'occasion de I'étude MLPA pourrait étre

envisagée dans ce sens.
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Projet 4 : Caractérisation immunohistochimique de la réponse immune (CD3, CD4, CDS,
PD1, PDL1) dans la série des néphroblastomes pré-traités de la SFCE/SIOP et corrélation
avec les données cliniques et pathologiques.

Résumé

En pédiatrie, on en sait peu sur le réle de la réponse inflammatoire dans le développement
du cancer. Nous avons analysé les lymphocytes d’'immunohistochimie intratumoral (TIL:
CD3, CD4, CD8 et CD4 / CD8) et du check-point immunitaire (PD1 / PD-L1) dans 55 WTs pré-
traités enregistrés dans le protocole SIOP-2001 et corrélés aux données clinico-

pathologiques. Dix patients ont récidivé pendant le suivi (18%).

Les TILs ont été principalement observées dans le stroma et l'infiltrat inflammatoire était

plus abondant dans les tumeurs que les reins sains.

Nous avons défini les médianes de CD4, CD3, CD8 et CD4/CD8 comme cut-off pour

regrouper les tumeurs en haute et basse densité de TlLs.

Densité de CD3, CD4, CDS8 et le rapport CD4 / CD8 ne sont pas corrélés avec les données

clinico-pathologiques.

PD1 et PDL1 étaient exprimées dans une minorité de cas: deux ont montré une positivité
membraneuse a PD1 dans 5% et 18% des lymphocytes intratumoraux, et quatre une

positivité membraneuse a PDL1 dans les cellules tumorales (moyenne 20%).

En analyse univariée, la survie sans progression était défavorable chez les patients avec
tumeur avec anaplasie diffuse, haut risque histologique, faible taux de CD8 et faible rapport
CD4/CDS8. Un faible rapport CD4/CD8, la présence d’anaplasie diffuse, une tumeur de risque
histologique élevé et de stade local avancé étaient corrélés a une OS défavorable. Un faible
rapport CD4 / CD8 était un facteur pronostic négatif indépendant du risque histologique
(valeur p =0,0027).

En conclusion le rapport CD4 / CD8 est un outil de stratification pronostique trés important

et devrait étre pris en considération pour stratifier la WT a I'avenir.
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Annexe 2-Article :

CD4/CD8 ratio of tumor-infiltrating lymphocytes is significantly associated with clinical

outcome in pretreated Wilms patients

Linda Dainese *, Gabriel G. Malouf *, Roger Mowauad, Annick Blaise, Arnauld Vershuur,
Sabine Irtan, Marie Dominique Tabone, Marion Classe , David Khayat, Christophe Bergeron,

Yves Le Bouc, Aurore L’herminé-Coulomb.

*These authors contribute equally.

Modern Pathology. Soumis.
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Discussion

Le microenvironnement immunitaire joue un réle important dans la progression du cancer
adulte, cependant, sa contribution potentielle dans les cancers pédiatriques n'a pas encore
été bien évaluée. Des nombreux études ont exploré la présence de TILs CD8 est un sujet de
grand débat dans la littérature. Alors que pour certains auteurs une grande quantité de TIL
est un facteur pronostique positif (188, 189), pour d'autres il est un facteur pronostique
négatif (190-194). En outre, le rapport des cellules CD4/ CD8, qui est un parameétre clé pour
la fonction appropriée des TILs, a été corrélée avec le pronostic dans le cancer de |'adulte.
Sheu et al (16) ont suggéré que l'incapacité de I'hn6te de contrdler le développement d’une
tumeur doit étre la conséquence d'une baisse de la production de CD4. En fait, chez les
patients ayant une charge tumorale élevée ou avec métastases, une diminution du nombre
de CD4 intratumoral avec un ratio CD4/CDS8 inversé a été observée. Cette hypothése a déja
été exploré dans d'autres études sur le cancer du poumon, le mélanome métastatique et le
carcinome de la vessie (195-197).

Dans cette étude le role de l'infiltrat immunitaire dans les WTs pré-traités a été étudié pour
la premiére fois sur une série conséquente. Nous avons identifié le rapport CD4/CD8 comme
facteur pronostique puissant influencant la PFS et I'OS. Sa valeur pronostique était
supérieure et indépendante de la stratification pronostique actuellement utilisée sur la base
du protocole SIOP2001.

Nous sommes conscients que cette constatation doit étre interprétée avec prudence, car
I'infiltrat immunitaire intratumoral pourrait étre influencé par le fait que tous les patients
pédiatriques ont été traités par une chimiothérapie néo-adjuvante. Ces résultats devraient
étre validés dans une plus grande série de WTs pré-traités et pris en considération comme

un outil pour mieux stratifier ces tumeurs par le pathologiste.
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PERSPECTIVES

1) Puces SNP

La totalité des échantillons cryopréservés récoltés (tissus tumoraux et tissus sains
correspondants) a été analysée par puces SNP lllumina en collaboration avec le Dr. Sandra
Chantot Bastaraud du Service de Cytogénétique de I'Hopital Trousseau. L'interprétation des
résultats ainsi que la confrontation avec les résultats de I'étude par MLPA a été faite de
facon collective et est en cours de finalisation. Une partie des résultats des puces SNP
analysés jusqu’a maintenant est illustrée dans la Table 8. En premier lieu nous voudrions
essayér de comparer les modifications en nombre de copies mis en évidence par les puces
SNP avec la classification anatomopathologique des WTs et le suivi cliniqgue des patients.
Cette technique, a la différence de la technique MLPA, permet d’analyser non seulement les
loci d’intéréts ciblés par des kits spécifiques pour la tumeur en question, mais aussi toutes
les autres régions du génome. Grace a cette technique nous pouvons observer que les
tumeurs qui ont rechuté ont un profil SNP plus complexe par rapport aux tumeurs avec un

suivi favorable.

Cette analyse pourrait permettre de définir une caractérisation moléculaire des WTs, comme

celle faite par I’équipe de G. Assié et al. sur les carcinomes corticosurrénaliens (198).

Nous avons observé de nombreuses pertes de chromosomes mettant en évidence des
tumeurs hypodiploides et des nombreux gains mettant en évidence des tumeurs
hyperdiploides. Nous pouvons également observer que les deux tumeurs associées au BWS
ont une disomie au niveau du chromosome 11p15 dans la tumeur et dans le tissu sain
correspondant, mais cette caractéristique n’est pas exclusive des tumeurs syndromiques et
on peut la voir aussi dans les tumeurs sporadiques. Cela rejoint ce que nous avons mis en
évidence par I'étude de méthylation de la région 11p15. De plus, avec les gains de 1q et les
pertes de 1p et 164, régions d’intérét dans |laWT et faisant partie des cibles de la MLPA p380,
d’autres gains sont présents de facon récurrente, sur les chromosomes 6p, 12p et 12q. Des
gains de chromosomes 6p et 12g ont également été reportés dans les tumeurs germinales
de l'ovaire (199). Le chromosome 12p, siége de la Cycline D2, est rapporté comme étant

dupligué dans les tumeurs germinales testiculaires (200).
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Une analyse plus fine et détaillée des puces SNP a I'aide de bio-informaticiens pourrait
permettre d’identifier des genes impliqués dans la physiopathologie de ces tumeurs et d’
établir une séquence temporelle des anomalies génétiques et épigénétiques dans leur

développement.

Une analyse plus fine de I'amplification du géne MYCN pourrait étre faite pour mieux en
comprendre l'impact sur le pronostic de I'amplification isolée du géne par rapport a

I"amplification du bras entier du chromosome 8 ou MYCN est situé.
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Table 8. Résultats partiels des puces SNP pour 55 cas. En rouge : perte ; en vert : gain ; en jaune : disomie.
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2) Caractérisation génomique des tumeurs de Wilms avec anaplasie diffuse et
confrontation avec les tumeurs de Wilms avec anaplasie focale

L'anaplasie est un puissant marqueur de pronostic défavorable chez les patients atteints de
WT, selon les protocoles de la SIOP et du COG (201, 202). Des mutations et / ou suppressions
de TP53 ont été signalés chez 62,5% des tumeurs de Wilms avec anaplasie diffuse (WTDA)
dans une étude collaborative de SIOP (n = 8 cas) et COG (n = 32 cas). Le statut TP53 semble
prédire un pronostic défavorable en terme de survie sans récidive et de survie globale (59).
Auparavant, une étude nord-américaine avait déja trouvé une association entre la mutation
de TP53, I'anaplasie diffuse et un mauvais pronostic (60). De plus, dans notre étude en
collaboration avec les équipes européennes, la perte du chromosome 17p, ou le géne TP53
est situé, a été corrélé a un pronostic négatif (voir projet 3). Cette constatation est
désormais consolidée dans la littérature pour les tumeurs non traitées, mais le statut
mutationnel de TP53 doit étre validé dans une grande cohorte de WTs prétraités, puisque la
chimiothérapie préopératoire pourrait influencer I’état de TP53. Si validées, les mutations et

/ ou suppressions de TP53 pourraient avoir un impact dans la prise en charge des patients.

Si les patients atteints de WT avec anaplasie focale (FA) ont une survie identique a ceux qui
n’ont pas d’anaplasie, les patients avec anaplasie diffuse sont classés comme a haut risque,
comme les blastémateux, et ont un mauvais pronostic (79). Une étude récente fait par
exome et séquencage transcriptomique sur les WTs a sous-type blastémateux, identifie un
profil génétique spécifique de ces tumeurs (58). En revanche, le profil génétique typique des
WTDA et WTFA reste encore peu connu. Du moment ou le WTDA est le sous-type le plus
agressif de WT, nous voudrions étudier I'ensemble du génome et le catalogue de mutations
somatiques dans ces tumeurs, et le comparer avec celui du WTFA. De plus, nous voudrions

explorer la valeur pronostique des altérations de TP53 dans les WTs avec anaplasie.

La caractérisation moléculaire de ces tumeurs est essentielle en vue de personnaliser le

traitement du patient.
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3) Perspective dans la recherche biologique et dans le traitement des néphroblastomes au

niveau international

La coopération internationale mise en place entre COG-RTC et le SIOP-RTSG a identifié
quatre groupes de patients prioritaires sur lesquels concentrer les prochaines discussions et
collaborations internationales. Ces patients sont ceux qui ont une maladie plus agressive et
un décours clinique moins favorable : patients aves tumeur en Stade IV (métastatique au
moment du diagnostic), patients avec tumeurs inopérable au moment du diagnostic,

patients avec tumeur bilatérale et patients avec récidive tumorale.

De facon paralléle a I’élaboration de nouveaux essais cliniques pour le traitement de ces
patients, des études visant a la validation de I'impact de certaines anomalies biologiques sur

le pronostic de ces tumeurs sont en cours (203):

1) Analyse de I'anomalie du nombre de copies au niveau des chromosomes 1p, 16q et 1qg et

étude de I'hétérogénéité tumorale pour ces marqueurs.

2) Analyse génomique des WTs avec anaplasie diffuse

3) Analyse des mutations des « mi-RNA processing genes ».

Le prochain protocole de prise en charge de la WT, le protocole SIOP-UMBRELLA, prendra en
considération le gain de 1q dans la stratification des WTs pour identifier les patients a

évolution défavorable qui nécessitent un traitement néo-adjuvant plus agressif.

L’étude au niveau européen des anomalies de la région 11p1l5 permettrait de valider les
résultats de notre travail et d’augmenter la puissance statistique sur un plus grand nombre

de cas.
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DISCUSSION GENERALE

La tumeur de Wilms (WT) ou Néphroblastome, est la tumeur du rein la plus fréquente chez
I’enfant agé de moins de 5 ans, avec une incidence en France de 1/10000 naissances. Bien
que la majorité des enfants avec WT soit aujourd’hui soignés, une minorité de tumeurs qui
ne montrent pas de critéres particuliers d’agressivité au moment du diagnostic rechutent, et
une partie des tumeurs avec des critéres d’agressivité biologique au diagnostic ont en réalité

un comportement clinique moins agressif.

En Europe, les enfants agées de plus de 6 mois et atteints d’'une WT sont traités par une
chimiothérapie pré-chirurgicale. Aprés la chirurgie, 'examen anatomopathologique de la
piéce opératoire de néphrectomie confirmera le diagnostic et établira I'histopronostic de la
tumeur, en accord avec la classification du risque histologique selon le protocole de la
Société Internationale d’Oncologie Pédiatrique SIOP 2001 (2). Aux Etats Unis les enfants
atteints d’'une WT sont pris en charge au sein du Children Oncology Group (COG) et traités
par chirurgie premiére et I'examen anatomopathologique de la piece opératoire permettra

de classer la tumeur et décidera de la chimiothérapie e de la radiothérapie néo-adjuvantes.

De facon identique, et malgré les différences dans la prise en charge, aux Etats-Unis et en
Europe, 10 a 15% des enfants rechutent dans les deux ans aprées le traitement. La
stratification de plus en plus fine de ces tumeurs avec l'identification de sous-groupes aux
caractéristiques cliniques et biologiques uniformes a rendu nécessaire une collaboration
internationale pour surmonter le probleme de la rareté de ces entités et augmenter la

puissance statistique des études.

Une collaboration transcontinentale est mise en place a ce propos depuis 1992 entre les
membres du COG Renal Tumor Committee (COG-RTC) et les membres du SIOP Renal Tumor
Study Group (SIOP-RTSG), avec des réunions tous les deux ans, avec I'objectif de partager les
idées et les données des différents projets de recherche et d’améliorer les résultats de

chaque c6té, améliorant ainsi la survie des patients atteints de WT.

Grace a une collaboration internationale en constante évolution a laquelle nous avons
adhéré avec notre étude, de nouveaux génes, cibles thérapeutiques et marqueurs

biologiques ont été identifiés au fils du temps dans cette tumeur.
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Pour cette étude, nous avons centralisé dans notre centre le matériel biologique de toutes
les WTs frangaises inclues dans le protocole SIOP-2001. Un bloc de paraffine représentatif de
chaque tumeur ainsi que du matériel cryopréservé correspondant a la tumeur et au rein sain
de chaque patient ont été récoltés, avec la constitution d’'une tumorothéque, une DNA-
théque et une RNA-theque. Une partie des projets a été réalisé au niveau local, une partie
en collaboration avec I'équipe anglaise du SIOP-RTSG, pour augmenter le nombre des

échantillons et la significativité statistique des études.

La premiere partie du travail a été de caractériser le statut histologique de WTs francais et
anglais inclus dans le protocole SIOP-2001 (type histologique, groupe de risque histologique)
en faisant particulierement attention au blasteme, la composante histologique la plus
agressive de ces tumeurs. Le blastéeme a été caractérisé par une analyse qualitative
(architecture et aspect cytologique du blasteme, index mitotique, index prolifératif) et
guantitative (volume et pourcentage de blastéme). En collaboration avec I'équipe anglaise
du UCL Institute of Child Health (Londres) nous avons, sur ces mémes cas, déterminé le
statut de LOH au niveau des chromosomes 1p et 16q et corrélé tous ces données aux
données cliniques (suivi).

La deuxieme partie a été réalisé sur la totalité des WTs inclus dans le protocole SIOP-2001 en
collaboration avec les équipes européennes du Renal Tumor Study Group (1) et a permis de
caractériser les anomalies structurelles de la WT par Multiple Ligation Probe Amplification
(MLPA), en particulier les régions d’intérét 1p, 16q, 1qg et les génes TP53, IGF2, NMYC.

De plus, sur les cas frangais, nous nous sommes focalisés sur la région 11p15, ou le géne
IGF2 est localisé, en analysant les anomalies structurales et de méthylation au niveau de
différents loci (IGF2-DMRO, ICR1, ICR2, H19), par MLPA et par ASMM RTQ- PCR (TagMan
allele-specific methylated multiplex real-time quantitative PCR).

Nous avons de plus étudié I'expression d’IGF2 dans les tumeurs et les reins sains
correspondants par RT-QPCR a partir de I’ARN extrait.

Une derniére partie de notre étude a porté sur la caractérisation de la réponse immune

intratumorale par immunohistochimie (CD3, CD4, CDS8, PD1, PDL1).

Au total, nous avons pu confirmer la validité de la stratification pronostique actuellement

utilisé pour la WT, qui prend en considération le type histologique, le groupe de risque
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histologique et le stade local. Nous avons confirmé sur les tumeurs pré-traités la validité
pronostique de marqueurs moléculaires comme le gain de 1q, de MYCN et la perte de 1p et
16q, marqueurs qui étaient déja connus comme étant pronostiques mais étudié que dans les
tumeurs traités par chirurgie premiere. De plus nous avons identifié des potentiels
marqueurs  pronostiques  supplémentaires concernant la  prise en charge
anatomopathologique des WTs: le volume et le pourcentage de blastéme, I'index mitotique
et de prolifération du blastéme, la perte de méthylation d’IGF2-DMRO et le rapport CD4/CD8
évalué par immunohistochimie au sein de la tumeur.

Dans le futur, le nouveau protocole SIOP-UMBRELLA prendra en considération le volume
absolu de blastéme et le marqueur moléculaire 1q pour le blastéme résistant comme critére
de stratification et le nouveau protocole du COG prendra en considération le pattern de
méthylation de la région 11p15 pour les patients en stade 1 et histologie favorable, chez qui

une thérapie adjuvante ne sera pas indiquée (12).

Notre travail développé au sein d’une collaboration internationale, pourrait contribuer a la
détermination d’une nouvelle classification bio-pathologique de la WT, sur laquelle sera

décidé un nouveau traitement dans le futur.
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Abstract

Purpose

Wilms tumour (WT) is the most common paediatric renal tumour. Treatment planning
under International Society of Paediatric Oncology (SIOP) protocols is based on
staging and histological assessment of response to pre-operative chemotherapy.
Despite high overall survival, many relapses occur in cases without specific risk
factors, while many successfully treated patients are exposed to treatments with
significant risks of late effects. To investigate whether molecular biomarkers could
improve risk stratification, we assessed 1q status and other potential copy number
biomarkers in a large WT series.

Patients and methods

586 WT nephrectomy samples from SIOP WT 2001 were analysed using a multiplex
ligation-dependent probe amplification (MLPA) assay that measured copy number of
1q and other regions of interest.

Results

167/586 (28%) WTs had 1q gain. 5 year event-free survival (EFS) was 75.0% in
cases with 1q gain (95% confidence interval: 68.5-82.0), and 88.2% in cases without
gain (95% Cl: 85.0-91.4). Overall survival (OS) was 88.4% with gain (95% Cl: 83.5-
93.6) and 94.4% without gain (95% Cl: 92.1-96.7). In univariable analysis, 1q gain
was associated with poorer EFS (p < 0.0001; HR = 2.33) and OS (p =0.01, HR =
2.16). The association of 1g gain with poorer EFS retained significance in
multivariable analysis adjusted for 1p and 16q loss, sex, stage, age and histological
risk group. 19 gain remained associated with poorer EFS in tumour subsets limited
either to intermediate risk localised disease or to non-anaplastic localised disease.
Other notable aberrations associated with poorer EFS included MYCN gain and

TP53 loss.
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Conclusion

1q gain is a potentially valuable prognostic biomarker in WT in addition to histological
response to pre-operative chemotherapy and tumour stage.

Introduction

Wilms tumour (WT) is the most common childhood renal malignancyl. Most cases
are treated effectively, with around 90% of patients achieving 5 year survival, but
new approaches are needed to improve the outcome of the remainder, especially in
cases of recurrence, where ~50% will have a fatal outcome2,3. More specific
biomarkers for treatment stratification could also reduce the therapeutic burden on
the successfully treated majority. Treatment planning is currently based on clinical
staging and histopathological criteria. In countries that follow the protocols of the
International Society of Paediatric Oncology (SIOP), WT patients typically receive
neoadjuvant chemotherapy, and the histopathology at nephrectomy is used to
classify the cases into risk groups. Tumours with diffuse anaplasia, or containing a
high proportion of chemo-resistant blastema (blastemal type) are regarded as high
risk; epithelial, stromal, mixed and regressive subtypes are classed as intermediate

risk, and completely necrotic tumours as low risk4. Using this classification, the SIOP

WT 2001 trial recently reported that doxorubicin can be safely omitted from treatment

of stage Il/1ll intermediate risk histology tumours, although it still adds benefit in high
risk histology cases5,6. However, high risk tumours are relatively uncommon, and
most relapses still occur in cases with localised (stage I-1ll) low and intermediate risk
histology tumours. There is therefore a clinical need to improve the sensitivity and
specificity of risk prediction in WT. The SIOP WT 2001 trial included, as a secondary
aim, investigation of the potential value of including molecular biomarkers in addition
to the current use of tumour stage and histology in risk stratification.

Previous analyses have identified multiple recurrent aberrations in Wilms tumour.
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Notable genes with documented mutations include WT17-9, CTNNB110, WTX
(AMER1)11, TP5312, FBXW713, MYCN, SIX1/2, DICER1, DROSHA, and DGCR814-18.
Copy neutral loss of heterozygosity on 11p, common in stromal type tumours, can
lead both to second hit inactivation of mutated WT1 on 11p13, and to aberrant
expression of the imprinted genes H19 and IGF2 on 11p15; the latter locus is also
frequently targeted by epigenetic abnormalities19. Several WT genes, including WT1,
WTX, TP53, FBXW7, and MYCN are also subject to recurrent copy number
aberrations (CNAs), as are a number of larger scale genomic regions, but few of
these are of known prognostic relevance. Simultaneous allele loss of 1p and 16q is
associated with adverse outcome in patients with favourable histology WT treated
with immediate nephrectomy, and this biomarker is already used in treatment
stratification by the Children’s Oncology Group (COG) of North America20. We have
recently shown that TP53 mutation and 17p loss, aberrations largely confined to
anaplastic histology (AH) WT, are potential adverse indicators within this subtype21.
However, the utility of both these biomarkers is limited by their relative rarity.
Genomic gain of 1q, one of the most common copy number changes in WT22-25,
appears to be associated with poor outcome, as does gain of MYCN18. Recent
studies in the US and UK have focused on the significance of 1q gain and support its
prognostic value26,27.

The principal aim of this study was to assess the feasibility of using 1q gain as a
prognostic biomarker by determining its association with EFS and OS in the largest
cohort of WTs investigated to date, drawn entirely from the SIOP WT 2001 clinical
trial. Accordingly, a rapid and relatively low cost multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA) assay28 was developed and optimised to assess the copy
number status of 1q and other key regions or gene-specific loci including 1p, 16q,

WT1, WTX, TP53, MYCN and FBXW?7.
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Materials and Methods
Patients

Patients registered prospectively in the SIOP WT 2001 clinical trial and treated with

pre-operative chemotherapy according to standardised risk stratified regimens based

on tumour stage, histology and metastatic response to pre-operative
chemotherapy5,29 with stage I-IV WT and available frozen tumour were eligible for
this study. Selection criteria are given in the Supplementary Methods, and case
characteristics in Supplementary Table 1. Informed consent was obtained from all
families. Our research was approved by local ethics committees and conducted in
accordance with the Helsinki Declaration.

Samples

All samples were freshly frozen specimens obtained at nephrectomy. Genomic DNA
was prepared by standard methods. Only WTs where a paediatric pathologist had
determined the tumour content was 250% were used for the study (N=586,
Supplementary Table 1). Full details, including sample inclusion criteria and DNA
guality control metrics are given in the Supplementary Methods.

MLPA

The MLPA assay (P380-X2) was designed and developed in collaboration with
MRC-Holland (Amsterdam, The Netherlands). The panel included 33 probes
(Supplementary Table 2) for regions or genes of interest, including seven on 1p, five
on 1q, six on 16qg, and three each targeting MYCN (2p), TP53 (17p), FBXW7 (4q),
WT1 (11p) and WTX (AMER1, Xq), as well as reference and quality control probes
(Supplementary Methods). MLPA reactions were performed according to the
manufacturer’s instructions with appropriate internal quality and external normal
controls. PCR products were analysed on an ABI 3730 DNA Analyser.

Data Analysis
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Copy number ratios relative to the normal reference were calculated with
Coffalyser.NET software (MRC-Holland) using the default settings. A numerical gain
was scored when the ratios exceeded 1.2, and a loss when the ratios were lower
than 0.8; all other values were considered to be normal diploid. For individual genes,
aberrations were scored by the median ratio of the gene-specific probes. For 1p, 1q
and 16q, gain or loss of at least two consecutive probed loci was required to score a
whole arm aberration. Associations between CNAs and histopathological subtypes
were calculated by logistic regression, and survival analyses were performed using
the Kaplan-Meier estimator, log-rank test and the Cox proportional hazards model
(Supplementary Methods). For multivariable analyses, the factors considered are

those listed in the ‘Variable’ column of Table 2.

Results

Sample series and histological subtypes

586 patients with stages I-IV WTs in which tumour content was confirmed by
histological review, high quality DNA was successfully extracted, and data exceeded
QC thresholds (Supplementary Methods) were included in the analysis. In this series
(Supplementary Table 1), median clinical follow-up was 68 months, 92 patients had
an event (relapse), and 41 died. In 55% (321/586) of tumours at least one of the
major copy number aberrations targeted by the assay (19 gain, 1p loss, 16q loss,
MYCN gain, TP53 loss, WT1 loss, WTX loss, or FBXW?7 loss) was detected
(Supplementary Table 1). Overall, the numbers of alterations identified across all
markers were consistent with previous reports. Some aberrations were more
common in specific subtypes (Figure 1, Supplementary Table 3) and some significant
associations were noted. In comparison with mixed type histology, diffuse anaplasia

was significantly associated with TP53 (17p) loss (p = 2.99x10-12), MYCN (2p) gain
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(p =0.000883), 16q loss (p = 0.000578) and FBXW?7 (4q) loss (p = 2.68x10-05), the

latter presumably reflecting an association between anaplasia and whole arm 4q loss

we have described previously30. The stromal subtype was associated with WT1 (11p)

loss (p = 0.0014), consistent with previous reports, and with a significantly lower
frequency of 1qg gain than the other subtypes (p = 0.00912). 1q gain was most
frequent in blastemal type tumours (Figure 1), but not to a statistically significant
extent. We also noted an association between the regressive type and a lower
frequency of WTX (AMER1, Xq) loss. Most aberrations, including 1q gain, were
somewhat less common in stage | than in higher stage tumours (Supplementary

Table 4).

Univariable outcome analysis of 1q gain

In the complete series of 586 patients (Table 1, Figure 2a, 2b), 167 (28.5%) tumours
had 1q gain. 5 year event free survival (EFS) in the ‘1q gain’ group was 75.0% (95%
confidence interval (Cl) = 68.5-82.0%), and 88.2% in the ‘no 1q gain’ group (95% ClI
= 85.0-91.4%). The corresponding overall survival (OS) values were 88.4% (95% C

= 83.5%-93.6%) and 94.4% (95% Cl = 92.1-96.7%), respectively. At the alpha = 0.05
significance level, univariable analyses using the Cox Proportional Hazards Model
showed that 1qg gain was associated with poorer event-free survival (Hazard ratio
(HR) = 2.33, log-rank p < 0.0001) and overall survival (HR = 2.16, p = 0.01).

Since 1g gain as a potential biomarker would be of most value in optimising risk
stratification in localised tumours, we also considered two important subsets. The
first consisted of 441 patients with localised disease (stage I-lll), intermediate risk
histology tumours according to the SIOP classification. In univariable analysis (Table
1, Figure 2c, 2d), 1q gain was significantly associated with inferior EFS (p = 0.004,

HR = 2.21), but not OS (p = 0.99, HR = 1.01). The second subset was selected to
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allow direct comparison with the Children’s Oncology Group risk stratification. Among
482 patients with localised, non-anaplastic tumours (i.e. excluding both diffuse and
focal anaplastic but including blastemal type WTs), 1q gain was associated with
poorer EFS (p = 0.001, HR = 2.34), but not OS (p = 0.1, HR = 2.48) (Table 1, Figure

2e, 2f).

Univariable outcome analysis of 1p loss and 16q loss

Neither 1p loss, nor 16q loss, nor combined loss of 1p and 16q considered as a

single biomarker in a univariable Cox model were significantly associated with EFS

or OS in the entire tumour series at the p = 0.05 level (Supplementary Figures 1-3).

This was also true for the subsets, with the single exception of a marginal
association between 1p loss and poorer OS in non-anaplastic cases (Table 1,
Supplementary Figures 1-3).

Multivariable outcome analyses

In a multivariable outcome analysis including 1q gain, 1p loss, 16q loss, tumour
stage and histological risk group, sex and age, 1q gain was significantly associated
with poorer EFS (HR = 1.98, p = 0.002), but not OS (HR 1.61, p = 0.16) (Table 2).

The only other independent factors of those assessed for adverse outcome in the full
series (n = 586) were high risk histology and stage IV disease. The significant
independent association of 1g gain with adverse EFS but not OS persisted in the
subsets of intermediate risk histology, localised Wilms tumours (n = 440, EFS HR
1.92, p = 0.04) and non-anaplastic, localised Wilms tumours (n =481, EFSHR 2.0, p
=0.02).

Univariable analysis of gene-specific markers

The outcome data for the other markers covered by the assay were also analysed on

an exploratory basis (Table 1, Supplementary Figures 4-9). MYCN (2p) gain was
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significantly associated with poorer EFS and OS in the complete data set, in the
localised disease intermediate risk subset, and in the localised disease subset with
anaplastic WTs excluded (Supplementary Figure 4). Using a more specific definition
of MYCN gain, ‘MYCN only’ gain (excluding from the MYCN gain group those
tumours where the DYSF control probe on 2p is also gained, since gains at both loci
are likely to be whole arm gains) we see higher hazard ratios and lower p values
(Table 1, Supplementary Figure 5). Similarly, TP53 (17p) loss was significantly

associated with inferior EFS and OS in the complete series and, perhaps

surprisingly, in both subsets, neither of which included diffuse anaplastic WTs (Table
1, Supplementary Figure 6).

A third copy number change, loss of the FBXW?7 locus on 4q, was significantly
associated with poorer EFS and OS in the complete 586 tumour series, but only with
poorer EFS in both subsets (Table 1, Supplementary Figure 7). No significant
associations were noted between the copy number status of WT1 and outcome at
the p = 0.05 significance level (Table 1, Supplementary Figure 8). For WTX, there
was no significant association with EFS, but improved OS was marginally associated
with copy number loss in the complete series only (p = 0.04, Supplementary Figure

9).

Discussion

In this study we have carried out the first large-scale analysis of 1g copy number
aberrations in Wilms tumours sampled at nephrectomy after neoadjuvant
chemotherapy according to the SIOP WT 2001 protocol. The clinical characteristics

of the patient cohort were representative of the entire registered population who had
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received pre-operative chemotherapy and presented with unilateral disease; 586
cases with stage I-IV WT including all intermediate and high risk histological
subtypes were analysed. We found that 1q gain is significantly associated with
poorer EFS and OS in univariable analyses, with hazard ratios in excess of two-fold
for relapse and death. These results are broadly consistent with those recently
reported in a study of cases treated by immediate nephrectomy under COG
protocols without pre-operative chemotherapy26 and, while it is essential to assess
1q gain independently in cohorts treated under both regimens, it is encouraging to
note that it appears to be a prognostically valuable marker irrespective of treatment
protocol. However, in our multivariable analysis of the SIOP data, which also
considered 1p loss, 16q loss, sex, stage, age, and histological risk group, 1q gain
remained significantly associated only with EFS (HR 1.98, p = 0.002) and not OS

(HR 1.61, p = 0.16). This lack of association with OS is perhaps not surprising given
the comparatively low number of deaths in the patient series (41, compared to 92
relapses), reflecting the relative success of second line therapy.

Since just over half of all relapses occur in children with localised Wilms tumours that
are not of high risk histology, we analysed this subset of patients (n = 441) where
treatment intensification to reduce relapse risk would be clinically appropriate and
feasible. Here, we found that 1qg gain retained its independent prognostic

significance for EFS (HR 1.92, p = 0.04) but not OS in multivariable analysis. Similar

results (HR 2.00, p = 0.02) were obtained for localised non-anaplastic tumours (n =
481), excluding both diffuse and focal anaplastic WTs but retaining blastemal type.
This subset is comparable to the current North American definition of ‘favourable

histology’ for localised cases treated by immediate nephrectomy (where blastemal

type, which implies chemo-resistance, cannot be defined).
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In contrast to a previous report based on immediate nephrectomy cases20, we did
not find that the combination of 1p loss and 16q loss was prognostically significant in
the SIOP series in the univariable or multivariable analyses. This was true both for
EFS and OS, in the entire series and in the non-anaplastic and intermediate risk
subsets. However, the size of our sample series (significantly smaller than the
immediate nephrectomy cohort) meant that the current study did not have sufficient
power to assess reliably the prognostic significance of relatively rare aberrations like
combined 1p/16q loss, observed in only 16 cases (3 of which relapsed). We note
also that any copy neutral loss of heterozygosity, another possible mechanism of
allele loss at these loci, would not be detected by MLPA. A substantially larger series
would be required to obtain definitive results for this rare combined marker in SIOP
cases.

In a previous study we presented an analysis of MYCN copy number status that
included 234 of the samples described here18. Our observations are therefore not
independent, but the current expanded series should give a more reliable indication
of the prognostic relevance of MYCN gain. As before, we note that MYCN gain
appears to be a promising adverse prognostic indicator for WT, both for EFS and OS
(Supplementary Figure 4). We also analysed the data using a more specific

definition of gain (‘MYCN only’ gain, Supplementary Figure 5), excluding whole arm

gains. The adverse association with both EFS and OS was retained in all univariable
analyses, but with lower p values and higher hazard ratios throughout, perhaps
suggesting that the type of genomic disruption that has given rise to MYCN gain,
rather than the relative dose of MYCN relative to the genomic baseline, is more
prognostically relevant. A higher resolution (e.g. SNP array) platform that allows

precise delineation of the region of gain and distinguishes between focal events like
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those we described previouslyl3 and larger segmental changes would allow us to
address this question.

We have previously described an association between poor outcome and TP53
aberrations (typically point mutation coincident with whole arm copy number loss of
17p) in diffuse anaplastic tumours21. Interestingly, TP53 (17p) loss in the present
study was associated with poorer EFS and OS even in the subsets that excluded
anaplastic tumours. It is currently not known whether the non-anaplastic tumours
with CN loss at this locus also had TP53 mutations, or whether these tumours had
any unusual histological features such as ‘nuclear unrest’31.

Loss of the FBXW?7 locus on 4q was significantly associated with poorer EFS and

OS in the complete tumour series, and with adverse EFS only in the subsets. In
earlier studies, we reported focal homozygous loss and point mutation of FBXW7 in
several intermediate risk histology WT cases13 as well as broader but typically single
copy loss of 4q associated with anaplasia30; the current assay does not distinguish
between these types of aberration.

Optimising treatment to minimise the risk of long-term side effects without
compromising EFS or OS is a principal aim of clinical research in WT. The previous

SIOP randomised trial5,6 showed that therapeutic intensity could be reduced in cases

with localised intermediate risk tumours without affecting OS, at the cost of a 4.4%
reduction in EFS (95% Cl 0.4-9.3). Since it is clearly desirable for patients to avoid

even treatable relapses, further refinement of first line therapy remains a priority, and
novel biomarkers may provide the key data required to improve risk stratification and
maximise EFS. In this study we have shown that MLPA provides a rapid and

effective means of determining the status of CN aberrations associated with poorer

EFS. The relatively high frequency of 1q gain makes this marker particularly
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attractive for potential use in risk stratification. However, any change in intensity
based on 1q status alone would affect a significant proportion of patients who have a
reasonably good EFS on current therapies and where relapse is salvageable.

Hence, the SIOP-RTSG considers it may be more appropriate to define risk groups

for treatment stratification based on several combined molecular biomarkers, taking
account of our findings of the adverse significance of MYCN gain and TP53 loss and
incorporating mutations in recently discovered WT genes, some of which are
reported to have prognostic significance. This requires a prospective clinical study
powered to include tumour stage and histological risk group, both individually
significant in our multivariable analysis, alongside quantitative assessment of the
volume of blastema that survives preoperative chemotherapy, a further potential
prognostic factor32. This prospective study will also incorporate multiple sampling of
each WT, to determine the extent of intratumoral heterogeneity of 1q gain and other
biomarkers. This forthcoming study will register all patients with a newly diagnosed
renal tumour and continue the risk stratificatiion and treatment arms for localised WT
used in the SIOP WT 2001 trial. The study will be known as UMBRELLA and is due

to openin 2016.
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Figure Legends

Figure 1. Aberration frequency histograms for loci of interest in specific histological
subtypes of Wilms tumour (full series, n = 586).

Figure 2. Event-free (a, ¢, e) and overall (b, d, f) survival curves for complete series
(a, b), intermediate risk localised disease (c, d) and non-anaplastic localised disease

(e, f) Wilms tumours, stratified by 1q status.
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Abstract

Wilms tumor (WT) is the most common pediatric renal malignancy. Patients are usually
classified in risk-groups according to the SIOP-classification based on morphological criteria
as the amount of preoperative chemotherapy induced changes and of viable blastemal,
epithelial and stromal components. So far, there is no other approved prognostic marker.
Moreover, there is a heterogeneity in clinical outcome despite the risk-group. We thus
postulated that this might be related to tumor infiltrating lymphocytes (TIL). We investigated
TIL’s (CD3, CD4, CD8, CD4/CD8-ratio) and immune checkpoint (PD1/PD-L1) expression in 55
pre-treated WT’s included in 2001-SIOP-protocol. Correlations of immune-infiltrate were
done with clinicopathological datas and tumor features. Overall, median patients’ age at
diagnosis was 3.3 years (range: 0.4-11.4), with equal sex ratio. We observed a large variation
of CD3+ TIL’s ranging from 31-835 per 10 HPF (median: 280). CD4 median value was 210
(range: 26-550) and CD8 was 94 (5-361). Median CD4:CD8-ratio was 2 (range: 0.2-50). CD3,
CD4, CD8 and CD4/CD8-ratio didn’t correlate with clinico-pathological datas, although CD4
and CD4/CD8-ratio were higher in WT with diffuse anaplasia as compared to others (p-value
0.101 for both). A membranous staining of PD-1 and PD-L1 was observed in two (3%) and
four (7%) cases. In univariate analysis, patients with diffuse anaplasia, high histological risk
(HR), low CD8 and high CD4/CD8-ratio had shorter progression-free-survival as compared to
others. In univariate analysis, overall-survival was worst in patients with diffuse anaplasia,
HR, local stage 1ll/1V and high CD4/CD8-ratio. The latter was retained in multivariate analysis
as an independent prognostic value (p =0.0027) in addition to prognostic stratification based
on the SIOP-2001-protocol. Our data suggests that high CD4/CDS8 is associated with poor
outcome in pretreated WT independently from current clinico-pathological factors. If
validated in an independent cohort, this ratio should be taken into consideration in the
future to better stratify WTs.

Introduction

Wilms tumor (WT) is the most common renal malignancy in children. In European countries,
children of at least 6 months are treated according to the SIOP2001 protocol with
preoperative chemotherapy(1) . After surgery, pathological examination of the tumor will
confirm WT diagnosis and patients are classified in different risk groups (low, intermediate,
high) according to the amount of chemotherapy induced changes and the amount of viable
blastemal, epithelial and stromal components. Pathological examination will also assess the
local stage of extension of the tumor (1). According to the previous SIOP93-2001 study, the
survival rate in stage | patients was 95-100%, in stage 11 90-95%, in stage Il 85-95%, in stage
IV 60-70% and 30% for patients with diffuse anaplasia. Despite adaptation of the treatment
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to this classification and progresses in chemotherapy regimen, 10 to 15% of the children
relapsed. Therefore, this prognostic classification should be revisited to adjust adjuvant
therapy in function of the real biological aggressiveness of the tumor and new prognostic
and therapeutic tools are needed in the management of this tumor.

On the other hand, a growing number of studies showed a role of the immune response and
tumor-infiltrating lymphocytes (TIL’s) in different adult cancer (2-7). However, their
prognostic significance is a subject of great debate. In fact, in many types of cancers, the
infiltration by CD8+ cytotoxic T cells has been associated with either good (8, 9) or poor
prognosis (10-14). In addition, the ratio of CD4+/CD8+ cells, which is a key parameter for
appropriate TIL function, has been correlated to prognosis in adult cancer (15, 16). Beside
prognostic values of lymphocytes, T-cells microenvironment are characterized by high
expression of PD-1 and PD-L1 which are key players of the immune checkpoints (17). In
tumors arising in children, little is known about the role of immune response in the
development of Cancers.

Thus, the impact of immune system on prognosis of patients with WT remains limited. Two
recent reports characterized immune infiltrate in 5 (18) and 16 untreated WT patients (19),
and showed that in contrast to adult cancer, pediatric cancers including WT are infiltrated by
macrophages and CD3+ T cells whereas dendritic cells are very few. However, these studies
did not address the relationship between WT tumors and the immune system. In the present
study, to examine the immune status of WT tumors, we evaluated by immunohistochemistry
the status of CTLs (CD3, CD4, CD8) and the expression of the markers of the immune
checkpoint (PD-1/PD-L1) in a large number and homogeneous group of French WT patients
treated with preoperative chemotherapy according to the SIOP protocol. We correlated
them to the clinicopathological parameters and evaluate their predictive value for
progression free and overall survival benefit. Overall, we found that high CD4/CDS8 ratio was
retained in multivariate analysis as an independent prognostic value in addition to the
SIOP2001 histological risk group and the stage.

Materials and methods
Patients and samples

Tumors related to patients registered in 31 centers of the “Société Francaise du Cancer de
I’Enfant” (SFCE) with available paraffin tissue blocks were included in this study. All tumors
were evaluated by the local pathologist, reviewed at the national level and the
histoprognosis was established according to the SIOP risk group classification (1). This study
was approved by the institutional review board and the ethics committee. All cases received
chemotherapy prior to surgery. Follow-up, clinical and pathological data were obtained from
the SIOP 2001 database.
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According to SIOP 2001 recommendation, all pediatric patients aged between 6 months and
18 years received preoperative chemotherapy. Patient’s with localized disease, treatment is
based on a 4 weeks chemotherapy with Vincristine and Actinomicyn D (2 drugs regimen). In
patients diagnosed with a metastatic disease, the treatment consists in a 6 weeks

chemotherapy regimen with Vincristine, Actinomycin D and Doxorubicin (3 drugs regimen).

Histological study

The three dimensions of the tumor were measured on the nephrectomy specimen by the
local pathologist. The formula used to calculate the blastemal absolute was: Vblastema =

Vtumor on macroscopy x (1- fraction necrosis) x fraction bastema. This formula has been

proposed during the European RTSG (Renal Tumors Study Group) annual brainstorming in
2013.

Immunohistochemical study

The formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) samples were cut into 4 um thick sections and
subsequently de-waxed in xylene, rehydrated through graded alcohols and placed into a
phosphate buffered saline solution pH 7.4 (PBS). Antigen retrieval was done by heating
tissue section, followed by incubation in peroxidase blocking solution. The
immunohistochemical staining for the expression of CD3, CD4, CD8 T cells and PD-1, PD-L1
was performed according to the manufacturer’s instructions (Table 1) on a Roche Ventana
Benchmark XT automated slide stainer (Ventana Medical Systems, Roche, France).

The reaction was carried out using secondary antibodies, then sections were washed with
PBS solutions and subsequently coloured by diamminobenzidin. Sections were
counterstained with haematoxylin, dehydrated in alcohol, cleared in xylene and cover
slipped.

For PD-L1 two primary antibodies were used. Tissues known to contain the antigen of
interest were chosen as positive control to determine the better dilution, incubation time
and to optimize the staining. A positive control tissue slide was included in each batch of
immunostaining. CD3+, CD4+ and CD8+ T cells quantification was evaluated by choosing a
minimum of 10 representative High Performed Fields (HPF, X400 magnification) per tissue
section using an Olympus microscope. The number of cells with positive staining was
counted manually in three locations, tumor stroma, epithelial and tumor islets. Microscopic
analysis was carried out blindly to the clinical data. PD-1 and PD-L1 were evaluated as
positive or negative.
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Statistical Methods

Statistical analysis was performed using the SPSS software (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). The
Mann-Whitney U-test for unpaired mean and the Fisher’ Exact Test were used to assess
whether continuous variables differed significantly between categories, depending on data
distribution. Follow-up time was calculated as the interval between the date of diagnosis
and last follow-up or death. Cut-off values were determined using descriptive statistics and
median values of the mean distribution were used. To assess the prognostic value of each
single marker and each ratio, curves of progression free survival (PFS) and overall survival
(OS) according to the cut-off were generated using the Kaplan-Meier method in combination
with the log-rank test. Two-sided P < 0.05 was considered to be statistically significant. The
multivariate Cox-regression analysis was performed to determine significant predictors.
Hazard ratios (HR) and 95% confidence intervals (Cl) were used.

Results
Characteristics of patients population

The characteristics of the 55 WT patients included in this study are summarized in Table 2.
Median patients age at diagnosis was 3.3 years [range 0.4-11.4], with no male or female
predominance. The median follow-up was 57.4 months [range, 10.4-112.6]. The pathological
classification of the patients included in this study was as follow, 19 mixed (34.5%), 10
regressive (18%), 7 stromal (13%), 4 blastemal (7%), 3 epithelial (5.5%), 1 WT with focal
anaplasia (2%) and 11 with diffuse anaplasia (20%). No low risk tumor was included in the
study, 71% of the studied tumors (n=39) were intermediate risk and 29% (n=16) high risk.

All patients aged between 6 months and 18 years received preoperative chemotherapy
(54/55 patients=98%) and 1 patients with an age of 4 months was treated by surgery first.
Patients with localized disease at diagnosis (n=46, stage |, Il and Ill) received the 2 drugs
regimen (83.5%) and patients with metastasis at diagnosis (n=9, stage IV) received the 3
drugs regimen (16.5%).

Evaluation of CD3, CD4 and CD8 T cells infiltration

The analysis of the CD3, CD4 and CD8 expression showed a significantly higher number of
infiltrating lymphocytes in WT tumors compared to the normal kidney (p=0.0001) (Figure
1).This infiltration was predominately present in the stroma and in a lower manner in
epithelial and blastemal components (Figure 2).
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Median number of Tumor infiltrating lymphocytes (TIL) counted in 10 HPF fields was as
follow: 280 [range, 31-835] for CD3+ T lymphocytes, 210 [range 26-550] for CD4 and 94
[range 5-361] for CD8. Ratio of CD4/CD8 TIL has a median value of 2 [range: 0.2-50].

We then decided to analyse correlations between CD3+, CD4+, CD8+ and CD4/CDS ratio and
clinicopathological patients and tumors features. To do so, tumors were classified according
to the median number of each parameter into 2 groups (low and high) (Table 3). Of note,
CD4 high-density group was significantly associated with an age above 3 years and with WT
without nephrogenic rests (Fischer Exact test, p =0.031 and p =0.036 respectively). CD4/CD8
ratio was significantly higher in females than in males (Fischer Exact test, p=0.0002). There
was no correlation between CD3, CD4, CD8 density, CD4/CD8 ratio and histological risk
group, tumor size, local stage, the amount of chemotherapy induced changes, the blastemal
volume and the chemotherapy regiment with 2 or 3 drugs.

PD-1 and PD-L1 expression

Two out of 55 patients (3%) showed a membranous PD-1 expression in lymphocytes. PD-L1
was positive in 4 cases (7%) within 5 to 40% of tumoral cells (median expression in 20% of
tumoral cells). In the 2 patients expressing PD-1, a high CD8 infiltration level was noted,
whereas in 3 out of the 4 patients expressing PD-L1, a low level of CD8 was noted. No
association was found between PD-1 or PD-L1 expression and clinicopathological data (Table
3)

Clinical outcome

At the time of analysis, after a median follow-up period of 57.4 months [range 0-144
months], ten patients recurrent (18%) and 6 (11%) patients died from their cancer. Median
recurrence time was 10 months [range 1.3-21.5]. Using univariate analysis, patients with

diffuse anaplasia histology, and high histological risk group according to the SIOP
classification displayed the worst progression-free survival (Figure 3A, 3B and Table 4) as
well as OS (Figure 4A, 4B and Table 4). Patients with stage I-Il had a better overall survival
than patients with stage Ill-1V (p=0.018) (Figure 4C and Table 4). Low CD8 density was
significantly correlated with shorter PFS (p=0.01, HR=9.18, 95% C.l.=1.46-17.50) (Figure 3C
and Table 4) but not with OS (Table 4). Of note, increased CD4/CD8 ratio significantly
correlated with a worse PFS (p=0.026, HR=0.20, 95% C.1.=0.06-0.84) (Figure 3D and Table 4)
and OS (p=0.024, HR=0, 95% C.1.=0.03-0.024) (Figure 4D and Table 4). By contrast, gender,
age, tumor size, tumoral volume, local stage, presence of nephrogenic rests, necrosis,
blastemal volume, CD3, CD4 density or PD-L1 expression didn’t not correlated with PFS or
OS (Table 4).

137



Multivariate Analysis of Risk

We then asked whether prognostic values of CD4/CD8 ratio was independent from other
clinicopathological criteria. Using Cox proportional hazard regression analysis adjusted for
the prognostic stratification and histological risk, we identified CD4/CDS8 ratio as an
independent predictor of PFS (p=0.033) and OS (p=0.002) (Table 4).

Discussion

It has been established that the immune microenvironment plays a significant role in the
progression of adult cancer; however, its potential contribution in pediatric cancers has not
yet been well evaluated. In this study, we described for the first time in a large cohort of 55
WTs, the most frequent pediatric cancer of the kidney, the phenotype of tumors infiltrating
lymphocytes, the expression of the markers of the immune checkpoint and we showed that,
CD4/CDS ratio is a predictive factor of progression free and overall survival.

It was previously demonstrated that, in contrast to adult cancers which are frequently
preceded by a period of chronic inflammation due to infectious or environmental agents,
carcinogenesis in children occurs simultaneously with the maturation of the immune system
(18)(21). On the other hand, the capacity to promote immune responses to various antigens
is weaker during early childhood (20).

In our study, the quantitative assessment of immune cells in WT showed that, the infiltrating
lymphocytes varied among tumors and T adaptive immune cells were significantly higher in
WT tumors compared to the normal kidney. This expression was predominantly localized in
the tumor stromal component and in a lower manner in epithelial and blastemal
components. A previous study examined tumor-associated leukocytes in a small group of
five WTs and noted the presence of T cells and macrophages in these tumors (18). In our
larger panel of pretreated WTs, the number of CD4 lymphocyte was higher than CD8 with a
positive CD4/CD8 ratio in all studied patients. Interestingly, CD4 density and CD4/CDS8 ratio
were higher in 73% of diffuse anaplastic tumors, known to be the most aggressive as
compared to other histology (74% vs 43%). These results corroborated well with those
observed by Barros et al. (20), showing an increase of T helper CD4 lymphocytes and
CD4/CDS ratio in paediatric Hodgkin lymphomas, suggesting that, age-related changes of the
immune system could modify the tumor infiltration of lymphocytes in paediatric patients. No
correlation between CD3 and CD4 density, CD4/CD8 ratio and age, gender, risk group, tumor
size, local stage, presence of nephrogenic rests and blastemal volume.

Recently, Chowdhury F et al. (21) explored the expression of PD-1/PD-L1 in paediatric cancer
and highlighted the presence of PD-1 expressing CD8+ TlLs and an active PD-L1 pathway in a
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high proportion of paediatric cancers. The studied population included alveolar
rhabdomyosarcoma, high-risk neuroblastoma and Ewing's sarcoma suggesting that,
bolstering CD8+ T-cell responses through PD-1/PD-L1 blockade would be a viable treatment
strategy in paediatric tumors. In our study, similarly to adult renal cancer (22), PD-1 and PD-
L1 were expressed in a minority of the studied Wilms tumors. However, in accordance with
the results of Chowdhury, we observed that patients expressing PD-1 had high CD8
infiltration. No association was found between PD-1 or PD-L1 expression and
clinicopathological data. To be noted that, all relapsed patients, out of one, were negative to
PD-1 and PD-L1. Due to the low number of tumors expressing these markers, no correlation
with prognosis was established.

Many authors exploring the lymphocytes infiltrating tumors and CD4+/CD8+ ratio noted a
positive correlation between the number of infiltrating lymphocytes and patient prognosis
(23, 24). However, the presence of TIL’s, particularly CD8 is a subject of great debate in the
literature. While for some authors a high amount of TIL’s is a positive prognostic factor (7,8),
for others it’s a negative prognostic factor (9-13). Sheu et al; (16) observed a decreased
number of intratumoral CD4 with a reverse CD4/CD8 ratio in patients with high tumoral load
or with metastasis suggesting that, the inability of the host to overcome a tumor should be
the consequence of a lower production of CD4. This hypothesis was already supported by
others studies on lung (25), bladder carcinoma (11) and metastatic melanoma (24),
suggesting that low CD4/CDS ratio should be used as a universal negative prognostic marker
in adult cancer. Inversely to these observations, in our studied cohort of WT, a low CD4/CD8
ratio was identified as a positive prognostic marker. This result is in accordance with the
results reported in ovarian carcinoma (15) and in colorectal cancer (26). The possible
explanation is that CD4+ and CD8+ TIL’s alone are not associated with survival, which
indicates that a subpopulation of CD4+T lymphocytes might modulate the antitumoral
activity of CD8+T lymphocytes with an immunosoppressive activity (15).Coherently with this
theory, in our study neither CD4+ nor CD3 alone were associated with OS.

In conclusion, we described for the first time the phenotype of the immune infiltrate in
pretreated WT. We identified CD4/CDS8 ratio as a powerful prognostic factor influencing PFS
and OS. The prognostic value was greater than, and independent of the currently used
prognostic stratification based on the SIOP2001 protocol. These results must be validated in
a larger series of pretreated WT’s and if validated should be taken into consideration as an
useful tool for the pathologist to assess the biological risk of WT and better stratify these
tumors in the future.
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Figures legends

Figure 1. Quantification of average number of CD3, CD4 and CD8 + cells per 10 High Power
Fields in normal kidney and tumors.

Figure 2. A: Hematoxylin and Eosin staining showing a WT with stromal, epithelial and
blastemal component presenting an intratumoral immune infiltration made of lymphocytes.
B: Immunohistochemical reaction for anti-CD3. C: Immunohistochemical reaction for anti-
CDA4. D: Immunohistochemical reaction for and anti-CD8. Magnification X10.

Figure 3. Kaplan-Meier plots of Progression Free Survival (PFS) according to histology (A), risk
group (B), intratumoral CD8 density (C) and CD4/CDS ratio (D).

Figure 4. Kaplan-Meier plots of Overall Survival (OS) according to histology (A), risk group (B),
local stage (C), and CD4/CDS ratio (D).
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Figure 3
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