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1. INTRODUCTION

L’améloblastome est une tumeur ¢épithéliale odontogéne bénigne, principalement intra-
osseuse, de localisation mandibulaire et maxillaire et a croissance lente. L'améloblastome est
caractérisé par une agressivité locale et une tendance a la récidive, si son exérése n'est pas
compléte lors de la chirurgie premiére. La chirurgie est le traitement de référence. Il existe des

formes rares d’améloblastomes malins primitifs.

La biologie moléculaire permet la recherche de mutations dans les tumeurs et a pour but de
comprendre la physiopathologie de ces dernieres. Elle sert aussi d’outil diagnostique,

pronostique et thérapeutique.

Récemment, des mutations du géne BRAF ont été décrites dans les améloblastomes,
permettant un début de compréhension des mécanismes étiopathogéniques de cette
pathologie. Cela pourrait étre, une alternative thérapeutique a la chirurgie, lorsque celle-ci
n’est pas indiquée. En effet, les inhibiteurs de BRAF sont utilisés en thérapeutique anti-
cancéreuse. Notre premier objectif était donc d’évaluer I’incidence des mutations BRAF dans
notre cohorte toulousaine d’améloblastomes par une double approche ; immunohistochimique

et moléculaire.

Enfin, le séquencage par RNAseq de deux améloblastomes, lors d’une autre étude dans le
service, a permis de découvrir deux mutations inconnues du géne EZH2. Ce dernier est un
gene permettant la méthylation des histones. Il joue un role épigénétique dans la transcription
et est impliqué dans le cycle cellulaire. Aucune mutation du géne EZH2 n’est actuellement
décrite dans les améloblastomes ou les tumeurs odontogenes. La confirmation de ces
mutations pourrait constituer une autre alternative aux traitements des améloblastomes. En
effet, les inhibiteurs d’EZH2 sont étudiés en thérapeutique anti-cancéreuse. Le deuxieme
objectif était donc de vérifier les résultats que nous avions obtenus sur deux cas

améloblastomes.
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1.1 Classification anatomo-pathologique des tumeurs odontogéniques et osseuses

macxillo-faciales

Une 4°™ édition de POMS a 6té publi¢e sur les tumeurs odontogenes en 2017, avec une
simplification volontaire de la dénomination des entités par rapport a la précédente édition.
Les tumeurs odontogenes (OGT) représentent moins de 1% des tumeurs de la cavité buccale.
I s’agit essentiellement de tumeurs bénignes avec pour certaines une agressivité locale et un
risque ¢€levé de récidive locale. Les tumeurs bénignes et malignes sont subdivisées en tumeur
épithéliales, tumeurs mixtes (épithéliales et mésenchymateuses) et tumeurs
mésenchymateuses. Les tumeurs odontogénes dérivent des cellules de 1’appareil odontogéne

et de leurs restes (germes de Malassez).
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L’améloblastome fait partie des tumeurs épithéliales bénignes pures avec trois autres entités:
la tumeur odontogénique squameuse, la tumeur odontogénique épithéliale calcifiée et la

tumeur odontogénique adénomatoide.

L’améloblastome conventionnel comporte trois sous types: I’améloblastome folliculaire,
I’améloblastome plexiforme et 1’améloblastome desmoplastique. Trois autres variants
d’améloblastome sont rapportés: 1’améloblastome de type unikystique, 1’améloblastome de

type extra-osseux/périphérique et I’améloblastome métastatique.

Enfin, il existe le carcinome améloblastique, & distinguer de I’améloblastome métastatique’.

Tous deux appartiennent au groupe des améloblastomes malins.

1.2 Améloblastome conventionnel
1.2.1 Epidémiologie

Bien que rare, avec une incidence annuelle estimée a environ 0,5 cas par million d’habitants,
’améloblastome est la tumeur odontogénique la plus fréquente en dehors des odontomes?” °.
Il représente 1% de toutes les tumeurs orales®, et 9 a 11% des tumeurs odontogénes’ °. Le pic
d’incidence diagnostique est situé aux 4™ et 5™ décades et il est décrit chez des patients de
8 a4 92 ans” 7 ®. Le sexe ratio homme/femme est de 1/1°. L’améloblastome est la tumeur
odotogénique la plus fréquente en Asie et en Afrique, avec un dge moyen de découverte de

39,1 ans'® .

Chez les patients ayant la mutation BRAFV600E, 1’age moyen au diagnostic est de 34 ans,
versus 54 ans pour les BRAF wild-type''. L’atteinte mandibulaire est plus fréquente chez les

patients mutés BRAF'* 1°.

La localisation intra-osseuse la plus fréquente est la mandibule (80%), le plus souvent dans la
.. , . .. .. . . , . 14 . . .
région postérieure, suivie de la région mandibulaire antérieure ~. La deuxieéme localisation en
fréquence est le maxillaire dans sa partie postérieure, suivie de la région maxillaire antérieure
l 1 r b . M /4 . r . .
781516 1 *améloblastome desmoplasique a la particularité d’avoir une prédilection pour le

maxillaire'”.

1.2.2 Embryogénese

L’améloblastome est issu de la lame dentaire comme le montre 1’expression de marqueurs

précoces de I’épithélium dentaire comme PITX2, MSX2, DLX2, RUNX1 et ISL1'% ",
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La dent est un organe compos¢ de tissus d’origine épithéliale et conjonctive.

A la 6eme semaine du développement, 'ectoderme qui recouvre la cavité buccale s'épaissit et
s'invagine dans le mésenchyme sous-jacent. Le versant externe de cet €épaississement recouvre
en dehors le sillon gingivo-labial et la face externe de la lévre. Le versant interne constitue la
lame dentaire, qui présente rapidement des zones de condensation et de prolifération
cellulaire, qui s'enfoncent dans le mésenchyme. Elles sont a l'origine des bourgeons de la
premiére dentition. Chaque bourgeon dentaire comporte 1’organe de 1’émail (expansion
globuleuse en cloche), la pulpe dentaire et le follicule dentaire, futur ligament alvéolodentaire.
Dans I’organe de I’émail, les cellules de la concavité, contiennent les améloblastes qui vont
produire 1’émail. Dans le mésenchyme de la concavité, en regard des améloblastes, les

odontoblastes vont produire la dentine.

1.2.3 Clinique

La démarche diagnostique est identique a toutes les Iésions maxillo-mandibulaires.
L’anamnése médicale est souvent pauvre et n’inclut aucune comorbidité. Le plus souvent,
I’améloblastome est de découverte fortuite lors d’un examen d’imagerie ou devant
I’apparition de manifestations cliniques non spécifiques. En effet, les signes cliniques sont
tardifs et d’apparition lente. Parfois, lors de 1’augmentation de taille, des complications
apparaissent, a type de perte et malocclusion dentaire, paresthésies et hypoesthésies dans le
territoire du nerf maxillaire V.2 ou mandibulaire V.3, douleurs, invasion des tissus mous avec
déformations ou asymeétrie faciale, trismus, difficultés de mastication et obstruction des voies

aériennes’.

L’examen clinique s’effectue en deux temps. Dans un premier temps, est effectué¢ un examen

- 20
exobuccal puis dans un second temps, un examen endobuccal (figure 1) .
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Figure 1. Vue endobuccale d’un améloblastome mandibulaire, Pr Lauwers, Dr Georg.

1.2.4 Anatomo-pathologie
Macroscopiquement, I’améloblastome peut se présenter sous forme solide et/ou kystique.

Microscopiquement, il en existe trois sous-types. Le sous type le plus fréquent est
I’améloblastome folliculaire. Celui-ci ressemble a 1’épithélium de I’émail, et se compose de
massifs épithéliaux qui siegent dans un stroma fibreux. Les cellules en périphérie des massifs
sont prismatiques/cylindriques ou cubiques, avec des noyaux hyperchromatiques et
palissadiques & polarité inversée’'. Au centre des massifs, I’organisation cellulaire est plus
lache, rappelant le réticulum étoilé de 1’émail. Il existe parfois des aspects microkystiques

(figures 2, 3 et 4).
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Figure 2. Améloblastome de sous-type folliculaire. Grossissement x2,5.

Figure 3. Améloblastome de sous-type folliculaire. Grossissement x10.
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Figure 4. Améloblastome de sous-type folliculaire. Grossissement x40.

Le deuxiéme sous type le plus fréquent est 1’améloblastome de type plexiforme. I est
composé de travées anastomotiques avec des cellules périphériques cubiques et un contingent

réticulé stellaire peu abondant (figures 5 et 6).

Les sous types folliculaire et plexiforme peuvent coexister'.
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Figure 5. Améloblastome de sous-type plexiforme. Grossissement x2,5.

Figure 6. Améloblastome de sous-type plexiforme. Grossissement x10.

28



Le sous type desmoplasique est composé de cellules cubiques périphériques et de cellules
fusiformes centrales. Le stroma collagénique est dense et comprime les massifs épithéliaux.

Parfois il existe des foyers de métaplasie osseuse (figure 7).

Figure 7. Améloblastome desmoplasique. Grossissement x10.

1.3 Améloblastome de type unikystique
1.3.1 Généralités
L’améloblastome de type unikystique est un variant de I’améloblastome intra-osseux.

Il survient dans une cavité kystique unique avec ou sans prolifération dans la lumiére du

kyste. Il représente 5 & 22 % des améloblastomes™.

Environ 50% des cas sont diagnostiqués dans la deuxieme décade et ils sont décrits entre 1 et

23 24 15

79 ans . L’age moyen de découverte est de 16 ans s’il existe une dent incluse, et 35 ans

> 2 11 a une légére prédominance masculine mais

23 24

en I’absence de dent incluse®
I’amélobastome unikystique sans dent incluse présente une légére prédominance féminine
1526 1] se localise dans la région mandibulaire & proximité de la troisiéme molaire et de la
branche ascendante suivie par la symphyse. La plupart des atteintes maxillaires ont lieu dans

. i n23 241526
la région postérieure .

Cliniquement, il est le plus souvent asymptomatique mais parfois douloureux.
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Au niveau de I’imagerie, il est caractérisé par une image radio-transparente unique, le plus
9

souvent dans la région de la troisieme molaire. L’atteinte de la racine dentaire est fréquente et

une atteinte corticale est présente dans 1/3 des cas”’.

1.3.2 Anatomo-pathologie
Le diagnostic d’améloblastome unikystique se fait aprés examen de 1’ensemble de la 1ésion.

Le type luminal montre un simple kyste avec un épithélium de type améloblastome (figures 8,
9 et 10). Le type intraluminal est caractérisé par des extensions €pithéliales intraluminales, le

plus souvent de type plexiforme.

Entre 50% et 75% des diagnostics initiaux d’améloblastome kystique ont un contingent
mural®®. Celui-ci est plus agressif, avec un comportement évolutif semblable 4 améloblastome

. 128
conventionnel™ “°.

Figure 8. Améloblastome de type unikystique. Grossissement x2,5.
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Figure 9. Améloblastome de type unikystique. Grossissement x10.

Figure 10. Améloblastome de type unikystique. Grossissement x20.

1.4 Améloblastome de type extra-osseux/périphérique

C’est un améloblastome développé dans les tissus mous de la gencive et des régions édentées

avec les mémes caractéristiques microscopiques que 1’améloblastome conventionnel.
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2939 1 ’40e moyen des patients est de 50-54 ans et

Il représente 1 a 10 % des améloblastomes
il est décrit de 9 a 92 ans. Environ 2/3 des cas surviennent entre la 5™ et la 7°™ décade® . Le

sexe ratio homme/femme est de 1,4/1.

La localisation la plus fréquente est la région des tissus mous mandibulaire rétro-molaire suivi
de la région des tissus mous de la tubérosité¢ maxillaire, le plus souvent a la partie linguale de

la mandibule.

Cliniquement, il s’agit d’une lésion douloureuse, sessile et exophytique. La dent adjacente
peut étre inclinée.

Macroscopiquement et microscopiquement, il a les caractéristiques de 1’améloblastome

conventionnel’’.

1.5 Améloblastomes malins

Cette catégorie inclut a la fois, I’améloblastome métastatique et le carcinome améloblastique.
Dans 1I’OMS 2017, I’améloblastome métastatique est classé comme variant de

I’améloblastome conventionnel.

L’incidence de I’améloblastome malin représente 1,6 a 2,2 % de toutes les tumeurs
odontogéne32. Aux Etats Unis, I’incidence de 1’améloblastome malin est de 1,79 cas par
million d’habitant, augmentant avec I’age™. L’incidence du carcinome améloblastique est

supérieure a celle de 1’améloblastome métastatique (2 :1)**.

1.5.1 Améloblastome métastatique

C’est un améloblastome ayant métastasé malgré une histologie bénigne. Il s’agit d’un

diagnostic rétrospectif.

La tumeur primitive est localisée le plus fréquemment au niveau de la mandibule puis du
maxillaire™. Elle est d’architecture solide ou multikystique. Les métastases sont localisées
essentiellement au niveau pulmonaire (70%), vient ensuite 1’atteinte ganglionnaire (28%)),

puis I’atteinte osseuse (12%)>> ** 7%,
La clinique varie en fonction de I’organe atteint.

Pour poser le diagnostic, les tumeurs primitives et secondaires doivent avoir les

, e . . . , . , . 1
caractéristiques microscopiques d’un améloblastome conventionnel bénin (figure 11) ** .
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Figure 11. Améloblastome métastatique. Grossissement x10.

1.5.2 Carcinome améloblastique
1.5.2.1 Généralités

I1 se définit comme étant une tumeur maligne primitive développée au dépend de I’épithélium

odontogene. C’est la contrepartie maligne de 1’améloblastome et il est rare.

Les hommes sont 1égerement plus a risque que les femmes et la plupart des cas surviennent
chez des patients de plus de 45 ans. En Chine, il représente environ 2% de tous les
améloblastomes et la majorité des patients sont jeunes™.

Le segment postérieur des machoires est le site le plus atteint. La moiti¢ a 2/3 des cas

41 42

touchent la mandibule™ ™. La plupart des cas surviennent de novo. Quelques cas sont décrit

dans les améloblastomes périphériques®.

Au niveau de I’imagerie, il est radiotransparent, mal limité, envahit la corticale et infiltre les

structures adjacentes.

Concernant 1’évolution, un tiers des patients auront des métastases pulmonaires, tandis que
’atteinte ganglionnaire est rare. La médiane de survie est 17,6 ans, deux fois plus longue pour
les 1ésions maxillaires que mandibulaires™. La récidive locale est de 28 % aprés chirurgie
radicale™. La radiothérapie semble étre bénéfique mais a tendance & n’étre utilisée qu’en

. .. . . . ‘ y r 4
dernier recours. L’addition de plusieurs traitements agressifs dés le départ est recommandée™.
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1.5.2.2 Anatomo-pathologie

Au niveau microscopique, il doit comporter des critéres cytologiques malins et des aspects
morphologiques rappelant I’améloblastome. L’architecture peut étre folliculaire ou plexiforme

ou peut former des plages et des nids.

La couche cellulaire périphérique est palissadique et une inversion de polarité des noyaux
peut étre focalement présente (figure 12). Le centre des ilots épithéliaux peut étre remplacé

par un épithélium basaloide, malpighien, par des cellules fusiformes ou des kystes.

Figure 12. Carcinome améloblastique. Grossissement x4.

Les criteres de malignité sont le pléomorphisme, 1’augmentation du rapport nucléo-
cytoplasmique, I’hyperchromatisme, I’activité mitotique, les mitoses anormales et 1’invasion
vasculaire et nerveuse. Tous ces critéres doivent étre présents pour affirmer le diagnostic de
carcinome améloblastique. On peut aussi retrouver de la nécrose. Ce dernier critére n’est pas

obligatoire (figures 13 a 16).

L’activité mitotique a elle seule n’est pas un critére de malignité. La cellularité et I’activité
mitotique sont plus marquées dans le maxillaire que dans la mandibule. L’infiltration de la
médullaire osseuse doit étre évaluée avec précaution car I’améloblastome est a développement

. 1
1ntra osseux .
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Figure 13. Carcinome améloblastique. Augmentation du rapport nucléo-cytoplasmique.
Grossissement x20.

Figure 14. Carcinome améloblastique. Engainement nerveux. Grossissement x20.
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Figure 15. Carcinome améloblastique. Mitoses et mitoses anormales. Grossissement x40.

Figure 16. Carcinome améloblastique. Nécrose. Grossissement x10.

Au niveau immunohistochimique, le carcinome améloblastique exprime SOX2 et on observe

une augmentation de 1’index de prolifération ki67* .
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Au niveau des anomalies génétiques, on retrouve la mutation BRAF comme dans

I’améloblastome.

1.6 Imagerie des améloblastomes

Les examens radiologiques permettent d’objectiver la lésion et d’affiner 1’orientation
diagnostique. La localisation, I’origine, le volume tumoral et son rapport avec les structures

voisines pourront étre déterminés.
L’examen de référence est 1’orthopantomogramme.

D’autres examens complémentaires sont possibles, comme la tomodensitométrie (TDM) sans
et avec injection de produit de contraste pour affiner les données de la radiologie
conventionnelle, et I’imagerie par résonnance magnétique (IRM) qui permettra I’examen des

tissus mous.

Ces examens radiologiques permettent de guider la décision thérapeutique dont le geste

. . . . ;e qe 2
chirurgical. Ils permettent aussi la surveillance des récidives™.

1.6.1 Radiologie conventionnelle

L’image typique mais non pathognomonique est une 1ésion radiotransparente multiloculaire

«en bulle de savon » ou « en rayon de miel » (figure 17).

Le caractere uniloculaire de la Iésion est moins fréquent. Le contour de ces lésions est bien
défini, délimité par un liseré osseux réactionnel. La corticale peut étre atteinte.

L’ améloblastome desmoplasique peut étre radio-transparent ou radio-opaque'’ *'.
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Figure 17. Orthopantomogramme.

Image radio-claire semblant souffler les corticales, CHU Toulouse.

1.6.2 Imageries complémentaires

On peut aussi réaliser un examen tomodensitométrique (TDM) sans et avec injection de
produit de contraste. Il permet de déterminer la taille de 1’améloblastome, ainsi que son

rapport avec les structures environnantes comme le canal mandibulaire et la corticale osseuse.

Enfin, une imagerie par résonnance magnétique (IRM), non irradiante, permet une acquisition

d’images de haute résolution et d’évaluer I’extension dans les tissus mous.

1.7 La voie RAS/MAPK

La voie RAS/MAPK constitue, avec la voie PI3K/AKT, une des voie de transmission du
signal les mieux connues en cancérogénese. Elle aboutit, aprés une cascade de
phosphorylations successives, a 1’activation de la transcription, et ainsi, a la prolifération

cellulaire, a I’invasion, a la migration cellulaire, a I’angiogenése et a la survie cellulaire.

La protéine BRAF est un élément essentiel de la voie RAS/MAPK. Une dérégulation de cette

voie peut se faire par I’intermédiaire d’'une mutation de BRAF.

1.7.1 La voie de signalisation RAS/MAPK- Généralités

Son activité est modulée par des mécanismes de phosphorylation et de déphosphorylation.
Elle implique I’activation de facteurs de croissance, de récepteurs transmembranaires a

o« e,y . . ye . . . \ 2
activité tyrosine kinase, de protéines kinases, ainsi que de proto-oncogénes™.
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La voie RAS/MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) est, généralement, activée par
I’intermédiaire d’un récepteur transmembranaire, qui lui-méme est stimulé par un facteur de
croissance ou une cytokine. Ces derniers, sans entrer dans la cellule, vont transmettre le signal
extracellulaire. Les récepteurs membranaires de ces facteurs de croissance ont la particularité
d’avoir une activité tyrosine-kinase qui permet [D’activation du récepteur par
autophosphorylation. Il s’en suit D’activation d’une cascade de phosphorylations de

nombreuses protéines intracytoplasmiques.

La voie RAS/MAPK est activée dans de nombreux cancers. Les mécanismes d’activation de
cette voie sont variés. Ils peuvent se faire via les récepteurs membranaires comme I’EGFR,
mais aussi via la survenue de mutations somatiques au niveau des proto-oncogenes codant
pour la protéine RAS ou la protéine RAF. Elles constituent des cibles thérapeutiques de

choix.*®

1.7.2 Exemple du récepteur de ’TEGFR

L’EGFR ou HERI, principal récepteur transmembranaire capable d’activer la voie
RAS/MAPK, est une glycoprotéine transmembranaire appartenant a la famille HER ou ErbB
(figure 18). Cette famille appartient a la famille des récepteurs a facteurs de croissance a

activité tyrosine kinase.

Figure 18. Les différents récepteurs aux signaux extracellulaires.

Extrait de « Notion de transduction du signal » Paraystre B, 2014,

L’EGFR est composé¢ d’un domaine extracellulaire assurant la fixation avec le ligand, d’un

domaine transmembranaire et d’un domaine effecteur tyrosine-kinase intracellulaire.
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L’EGFR possede plusieurs ligands. Par exemple, ’EGF et le TGFa (Transformating Growth
Factor a). La fixation du ligand sur le récepteur entraine, apres homo et/ou hétérodimérisation
de ce récepteur, son activation par phosphorylation au niveau de résidus tyrosine spécifiques

situés sur son domaine intracellulaire.

Ces résidus phosphorylés servent d’ancrage pour un certain nombre de protéines
intracellulaires contenant un domaine Src homology-2 (SH2). Ces domaines sont capables de

reconnaitre ces protéines phosphorylées.

Ces protéines a domaine SH2 jouent un rdle central dans la transmission de signaux
intracellulaires, raison pour laquelle, on les retrouve dans les voies de signalisations

RAS/MAPK et PBK/AKT".

Dans la voie RAS/MAPK, il s’agit du complexe Grb2/SOS, qui active la protéine RAS. Lors
de la phosphorylation du récepteur a activité tyrosine kinase, le complexe Grb2/SOS est
recruté via le domaine SH2 de Grb2. Ce complexe se lie a RAS et permet I’activer, en

remplagant le GDP par le GTP”'.

1.7.3 Les protéines RAS et RAF
La famille des proto-oncogenes RAS comprend trois geénes, qui sont KRAS, HRAS et NRAS.

Les protéines issues de ces geénes ont un poids moléculaire de 21 000 daltons, d’ou leur nom
p21. Elles sont localisées a la face interne de la membrane cytoplasmique, ancrées dans la

couche phospholipidique membranaire par leur extrémité C terminale.

Les protéines RAS font parties des GTPases et jouent donc un role dans la transmission des

signaux extracellulaires vers le noyau.
Elles oscillent entre deux états, actif et inactif.

Dans [D’état actif, elles sont liées au GTP (Guanosine TriPhosphate), ce qui permet
transitoirement ’interaction de RAS avec d’autres molécules intracellulaires effectrices et

I’activation de différentes voies de signalisations, notamment RAS/MAPK et PI3K/AKT.

Dans I’état inactif, elles sont liées au GDP. L’activation des protéines RAS survient lors du

remplacement du GDP par le GTP (figure 19).

Elles activent les protéines de la famille RAF-1, constituées de sérine-thréonine-kinases. Les
protéines de la famille RAF-1 sont ARAF, BRAF et CRAF. Ce sont trois différentes

- 48 52
isoformes™® 2.
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Figure 19. Mécanisme d’activation de RAS par Grb2/SOS®".

1.7.4 Les kinases intracellulaires effectrices de la voie MAPK

L’activation de la voie MAPK également appelée ERK (Extracellular signal-Regulated
Kinase) débute par I’activation et le recrutement a la membrane par RAS de la protéine RAF-
1 (figure 20). Cette protéine kinase est responsable de 1’activation par phosphorylation de la

MAPK-Kinase ou MEK (MAPK-ERK-Kinase).

A son tour MEK active, de maniére hautement spécifique par double phosphorylation, ERK.
Cela entraine sa translocation au niveau du noyau et ’expression de genes précoces codant

pour des facteurs de transcription (c-FOS, c-MYC et c-JUN).

A leur tour, ils stimulent I’expression d’un grand nombre de génes, en particulier ceux de la
cycline D1 et de cdk6. Ces dernicres ont un role majeur dans I’initiation du cycle cellulaire en

phase G.
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Figure 20. Voie de signalisation RAS/MAPK.

Extrait de « Notion de transduction du signal » Paraystre B, 2014".

1.7.5 Activation anormale dans les cancers

L’activation anormale de la voie RAS/MAPK peut se faire par I’intermédiaire des différents

effecteurs de la voie et par divers mécanismes mutationnels.

L’activation d’EGFR joue un rdle dans la genése de nombreux cancers. Elle peut se faire par

plusieurs mécanismes :

- Augmentation de son expression liée a une augmentation du nombre de récepteurs a la

surface de la cellule
- Mutations du gene de ’EGFR au niveau de son domaine transmembranaire
- Augmentation de la quantité de ligand d’EGFR
- Amplification du gene de ’EGFR

KRAS est I'un des oncogene le plus fréquemment activé dans les voies de cancérogénese

puisqu’on le retrouve dans 20% des tumeurs.

L’activation de la protéine RAS se fait par une mutation de KRAS, qui lui confére un pouvoir
oncogénique, en étant responsable d’une accumulation de la forme active en rapport avec le
GTP.

Les génes NRAS et KRAS sont moins souvent mutés et le type de cancer est différent™.
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Concernant les protéines de la famille RAF-1, seul BRAF a été décrit comme muté. Une
mutation prédominante sur les autres est retrouvée au niveau de ce gene, qui est la substitution

d’une valine en un acide glutamique, au niveau du codon 600 (V600E).

Cette mutation activatrice est responsable d’une augmentation de I’activité¢ kinase de la

protéine BRAF, avec un effet oncogénique démontré dans des modéles cellulaires™,

1.7.6 Mutations du géne BRAF et tumorigéneése
1.7.6.1 Geéne et protéine BRAF

Le géne BRAF est situé¢ sur le bras long du chromosome 7, au niveau du locus 7q34 et
comprend 18 exons. Il code pour une protéine de la famille RAF, appelée BRAF, qui est une
sérine-thréonine kinase de 766 acides aminés, qui intervient dans la voie de signalisation

RAS/MAPK.

Elle est composée de trois régions conservées (CR): CR1 et CR2 qui sont des domaines
régulateurs et CR3 qui contient le domaine catalytique enzymatique kinase de BRAF (figure
21). CRI1 auto-inhibe le domaine kinase de CR3 et contient le domaine de liaison & RAS. En

se liant a RAS- GTP, CRI1 libére CR3 et arréte I’inhibition de la kinase™’.

Les mutations somatiques touchent principalement le domaine catalytique de la kinase CR3,
avec pour mutation prédominante, la substitution d’un acide glutamique par une valine sur
I’exon 15 au niveau du codon 600, c.1799T>A, (p.Val600Glu). Cela aboutit a une mutation

faux sens. Environ 90% des mutations sur le codon 600 sont dues a cette mutation>®.

Cette mutation provoque 1’activation permanente de la sous-unité catalytique de BRAF, et le
recrutement de BRAF & la membrane cytoplasmique’’. BRAFV600E a une activité

catalytique 500 fois supérieure a la protéine normale®, en faisant un oncogéne puissant.

Approximativement 15% des cancers possédent une anomalie de BRAF>. Elles ont été
rapportées dans les mélanomes, les carcinomes papillaires de la thyroide, les tumeurs séreuses
ovariennes, les cancers colorectaux, les carcinomes hépatocellulaires et les leucémies a

tricoleucocytes.

Enfin, les mutations de BRAF peuvent étre germinales, ce qui donne lieu a un groupe de
syndrome génétique appelé « RASopathies ». Elles regroupent 1’ensemble des maladies
génétiques secondaires a une mutation germinale de génes codant pour les protéines de la voie

RAS/MAPK®.
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Figure 21. Représentation des 3 domaines structuraux de BRAF.

La position de la mutation oncogéne V600OE est indiquée par une fléche rouge. CR :
Conserved region, RBD : RAS binding domain®".

1.7.6.2 Mutations BRAF dans les tumeurs

Les tumeurs les plus fréquemment mutées BRAF sont les mélanomes et les tumeurs de la
thyroide (40%), suivies par les cancers colorectaux (5-10%). Ces mutations sont exclusives

des mutations du géne KRAS™.

La mutation BRAF est la mutation la plus fréquente dans les mélanomes. La moiti¢ des
patients ayant un mélanome métastatique sont BRAF mutés®. Elle est aussi présente dans
80% des naevi, constituant ainsi un événement trés précoce® dans 1’oncogénése de ces
tumeurs. Les inhibiteurs de BRAF sont donnés en premicre intention dans les mélanomes

métastatiques BRAF mutés.

Les carcinomes papillaires de la thyroide, mutés BRAF sont plus agressifs®* que ceux non

mutés.

Dans les ovaires, les tumeurs séreuses de bas grade et les tumeurs séreuses borderline (35%),

la mutation du géne BRAFV600E est associée a un bon pronostic .

L’activation BRAF a été reportée dans 60-80% des astrocytomes pilocytiques pédiatriques.
Dans cette tumeur, il existe deux types d’activation de BRAF. La premiere est une anomalie
chromosomique qui conduit a la fusion entre deux geénes. La plus fréquente est celle entre

KIAA1549 et BRAF. La deuxiéme est la mutation ponctuelle BRAFV600E® 7.

Dans les cancers du poumon, la mutation BRAF est retrouvée dans 1 a 3% des carcinomes
bronchiques non a petite cellules, la plupart dans des adénocarcinomes®. En effet, 6% des
adénocarcinome sont mutés BRAF mais la mutation V600OE ne représente que 24% des

mutations BRAF®. Les mutations BRAF sont exclusives des mutations fréquentes comme
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celles de PEGFR ou de KRAS. Une prévalence de 4% dans les carcinomes épidermoides du

r r r 1
poumon a ete retrouvée’ .

Les études sur les tumeurs hépatiques et des voies biliaires sont peu nombreuses. Une étude
trouve 23% de carcinome hépatocellulaire BRAFV600E muté’?, une autre rapporte 22% de

mutation BRAF dans les cholangiocarcinomes.

Enfin, la mutation BRAFV600E est une mutation constitutive de la leucémie a

tricoleucocytes, avec 100% de mutation””.

1.7.6.3 Mutation BRAFV600 et améloblastome

Deux études ont montré que la mutation BRAFV600E était la mutation la plus fréquemment
retrouvée dans les améloblastomes, avec une fréquence d’environ 62-63%'" 2. Une troisiéme

étude rapporte des mutations de BRAFV600 dans 46% .

De fagon intéressante la mutation BRAFV600 n’est pas rapportée dans les autres tumeurs
odontogénes, non améloblastiques. D’autres mutations sont rapportées dans les
améloblastomes : mutations de KRAS, HRAS, NRAS et FGFR respectivement dans 8%, 6%,
6% et 6% des cas'".

La voie MAPK joue ainsi un réle prépondérant dans la tumorigénése des améloblastomes. Les
mutations des genes dans la voie MAPK sont exclusives et sont vraisemblablement de
survenue précoce dans 1’oncogénese de ces tumeurs. Cela suggére que ces mutations sont un

événement précoce et sont critiques dans la pathogénie de I’améloblastome.

D’autres mutations dans des geénes de voies non MAPK, comme SMO, PIK3CA, CTNNBI et
SMARCBI ont été retrouvées 4 un faible pourcentage''. Elles sont fréquemment associées a

des mutations dans les génes de la voie des MAPK.

1.7.6.4 Traitements inhibiteurs de BRAF
Les inhibiteurs de BRAF bloquent la fonction de la protéine.

I1 existe deux types d’inhibiteurs de BRAF : les sélectifs, de type 1, qui se lient et inhibent la
conformation active de la kinase BRAF et les non sélectifs, de type 2, qui se lient a la

conformation inactive de la kinase’".

Les inhibiteurs de type 1 se lient au domaine de liaison de I’ATP de BRAFV600, inhibant son

activité kinase et la voie MAPK en aval.
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Les inhibiteurs de BRAF sont utilisés majoritairement en thérapeutique contre le mélanome.
Les deux premiers a avoir eu ’AMM en 2012 et 2013 sont le vemurafenib et le dabrafenib.
En 2011, suite a la publication de Chapman et al, qui ont comparé¢ le vemurafenib a la
dacarbazine lors d’un essai de phase III randomisé¢ chez des patients mutés BRAF, le
vemurafenib a été approuvé comme traitement de premiére intention des patients porteurs de

mélanome métastatique muté BRAFV600°.

Concernant les inhibiteurs de type 2, ils n’ont dans un premier temps pas montré d’efficacité
clinique. Cela est probablement di a I’inhibition non sélective de la kinase, qui a entrainé une
toxicité significative a des doses bien inférieures de celles requises pour inhiber la voie des
MAPK. Son intérét est de 1’associer a de la chimiothérapie ou des inhibiteurs de type 1, pour

-, 758
augmenter son efficacité>®.

1.7.6.5 Effets indésirables des traitements inhibiteurs de BRAF
La principale toxicité des inhibiteurs BRAF est cutanée.

La plus documentée est 1’apparition de Iésions hyperkératosiques. Les carcinomes
épidermoides touchent 12 a 26% des patients traités par vemurafenib et les kérato-acanthomes

8414 %7,

De plus, il a été rapporté des proliférations épithéliales bénignes a type de papillomes cutanés.
A ceci s’ajoute, des lésions de kératose pilaire, de panniculite, de dermatose acantholytique,

de syndrome main-pied, des réactions de photo-sensibilité et des naevus éruptifs’®.

Les effets indésirables des inhibiteurs de BRAF sont diminués par I’association a des

inhibiteurs de MEK.

1.7.6.6 Inhibiteurs de MEK

Les traitements inhibiteurs de MEK agissent sur la voie MAPK en aval de BRAF. Le

trametinib est I’inhibiteur de MEK le plus connu.

Différentes études ont montré la supériorit¢é de 1’association des deux thérapeutiques en
termes de survie globale et de survie sans progression, par rapport a ’utilisation d’inhibiteur

BRAF seul chez des patients mutés BRAF ”°.
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La toxicit¢ des inhibiteurs de MEK se manifeste par des é&ruptions cutanées, de
I’hypertension, des diarrhées, de 1’cedéme, de I’insuffisance cardiaque, des choriorétinopathies

et des €lévations des enzymes créatine kinases.

L’association des inhibiteurs de BRAF et des inhibiteurs de MEK a pour but d’améliorer le
taux de réponse et de retarder les mécanismes de résistance. De plus, cela permet de diminuer

les effets secondaires de chaque médicament lorsqu’il est administré individuellement.

1.8 La voie EZH2

1.8.1 Voie EZH2- Généralités

Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) est une enzyme histone-lysine N-méthyltransférase
codée par le géne EZH2. Elle est la sous- unité catalytique enzymatique fonctionnelle du
Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2), responsable de I'activité de méthylation de PRC2%
8! La fonction principale de PRC2 est de catalyser I'addition de groupes méthyles & ’histone
H3, au niveau de la lysine 27 pat Iintermédiaire d’EZH2%. Cette étape a lieu en post-

traductionnel.

Les histones sont la cible d’un grand nombre de modifications post-traductionnelles telles que
I’acétylation et la méthylation. Ces modifications sont des mécanismes ¢€pigénétiques
essentiels, permettant la modification de la structure de la chromatine et donc la régulation de

la fonction des genes.

Contrairement aux anomalies génétiques comme celles de BRAF, qui altérent de maniere
irréversible la fonction du gene, les modifications épigénétiques sont réversibles. Ce sont
donc des cibles thérapeutiques intéressantes. Ainsi depuis que le lien entre méthylation des
histones et progression tumorale a été prouvé, les histones-méthyl-transférases représentent

. . . , . 83
des cibles potentielles anti-cancéreuses de choix™".

1.8.2 Géne et protéine EZH?2

Le géne EZH2 est situé sur le bras long du chromosome 7, au niveau du locus 7q36.1. Ce
gene comporte 10 transcrits qui codent pour 8 protéines allant de 144 a 751 acides aminés.
Selon le Catalogue of Somatic Mutations In Cancer (COSMIC), 1155 mutations ont été
répertoriées (figure 22).
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Colour Mutation type Number of
samples (%)

Nonsense substitution 61 (5.28%)
Missense substitution 838 (72.55%)

. Synonymous substitution 52 (4.50%)

. Inframe insertion 9 (0.78%)

. Frameshift insertion 39 (3.38%)

. Inframe deletion 4 (0.35%)
Frameshift deletion 45 (3.90%)

B  complex mutation 8 (0.69%)

B other 32 (2.77%)
Total unigue samples 1155

Figure 22. Répartition des mutations du géne EZH2 selon COSMIC.

1.8.3 Role d’EZH?2 dans la régulation de la transcription

La méthylation, 1’acétylation, et l'ubiquitination des protéines d'histone jouent donc un role

dans la régulation épigénétique de la transcription.

EZH2 est capable de mono-, di- et tri- méthylation de 1’histone H3, par 1’addition de groupes
méthyles par I'intermédiaire de son domaine SET C-terminal. La lysine méthyl-transférase
utilise le cofacteur S-adénosyl-L-méthionine (SAM ) comme substrat pour le transfert du

groupement méthyl sur le résidu aminé®*?,

Les histones sont des protéines structurales qui se lient a 'ADN et qui permettent sa
compaction®*. La fonction d’EZH2 est donc de faciliter la formation d' hétérochromatine, ce

qui réduit la fonction du géne et conduit a la répression transciptionnelle™.

La catalyse médiée par EZH2 est associée a une répression de la transcription di au
recrutement ultérieur de PRC1, qui facilite la condensation de la chromatine et la formation d'

81 86

hétérochromatine PCR2 et PCR1 agissent en synergie pour réprimer la transcription,

PCR2 par méthylation et PCR1 par ubiquitination (figure 23).
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Figure 23. Inhibition épigénétique de la transcription par les PcG.
La triméthylation de H3K27 permet le recrutement de PRC1, induisant une compaction

de la chromatine et une inhibition de la transcription87.

Pendant la division cellulaire, la formation d'hétérochromatine est nécessaire permettant la
séparation des chromosomes. EZH?2 est une cible des protéines de la famille E2F comme pRB
lors du cycle cellulaire. Enfin, des cyclines impliquées dans le cycle cellulaire telles que cdk1

et cdk2 potentialisent le role d’EZH2 (figure 24)Y.
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Figure 24. Modéle de régulation de la protéine EZH2 durant le cycle cellulaire®’.

Le complexe PRC2/EZH2 peut également étre impliqué dans le recrutement d'ADN
méthyltransférases (DNMT), ce qui entraine une augmentation de la méthylation de I’ADN,

un autre mécanisme épigénétique de répression de la transcription®.

L'activit¢ de EZH2 est régulée par la phosphorylation post-traductionnelle des résidus

thréonines et sérines sur EZH2% .

1.8.4 EZH2 et tumorigéneése

Différentes mutations dans I’axe PRC2-EZH?2 ont été décrites comme des mutations gains et
pertes de fonction d’EZH2, des surexpressions d’EZH2 ou des mutations d’autres protéines
intervenant dans cet axe’’.

Des études récentes suggerent qu’EZH2 se comporte comme un gene suppresseur de tumeur

o s 91 92 93
alors qu’il était auparavant considéré comme un proto-oncogéne’’ ** *°.

De maniere générale, EZH2 n’est pas exprimé dans les cellules non tumorales. Dans les
cellules tumorales, il a été démontré que des génes suppresseurs de tumeurs étaient méthylés
et par conséquent réprimés, tandis qu’une déméthylation générale de I’ADN était observée™.
I1 a été mis en exergue qu’une surexpression d’EZH?2 était corrélée a une augmentation de la
prolifération cellulaire”. Le lien entre surexpression d’EZH2 et mauvais pronostic a été

établi pour la premiére fois dans le cancer de la prostate métastatique™.
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1.8.5 Mutations EZH?2 et cancers

Des mutations du gene EZH2 ont été rapportées dans différentes hémopathies malignes.

Une mutation hétérozygote de la tyrosine 641, située dans le domaine SET de la protéine
EZH2, a été observée dans 22% des lymphomes B diffus a grandes cellules a centres

germinatifs et dans 7 & 12% des lymphomes folliculaires’” *®.

Différentes mutations du géne EZH2 ont ¢été rapportées dans les syndromes

myélodysplasiques et myéloprolifératifs avec une fréquence de 10-13%°% *°.

Des mutations du gene EZH?2 ont aussi été décrites dans les cancers solides.

, . , 1 .
Dans les mélanomes, les mutations d’EZH2 ont une prévalence de 3%'*. Une surexpression
de ce gene est associée a une épaisseur plus importante, a un Clark plus élevé et a une

. . . 101
invasion vasculaire = .

. , . . 102 .
Dans les cancers prostatiques métastatiques, et dans les cancers du sein'*?, une surexpression

[P . : \ . [P .. 101
d’EZH2 est associée 4 un pronostic moins bon et a une faible différenciation® "',

Dans le cancer de I’endomeétre, une surexpression d’EZH2 est associée aux sous types
papillaires séreux et a cellules claires, a un plus haut grade nucléaire et a un stade FIGO plus

’ 101
éleve!®!,

Dans les carcinomes urothéliaux, une surexpression d’EZH2 est associée aux carcinomes

. . . . - 103 104
invasifs et non aux carcinomes non invasifs .

Dans les cancers gastriques, une surexpression d’EZH?2 est corrélée au pronostic, a la taille

tumorale, a la profondeur d’invasion, a I’invasion des vaisseaux, aux métastases
. . .. 1

ganglionnaires et au stade clinique'®.

Une surexpression d’EZH2 a été décrite dans d’autres cancers tels que les carcinomes

. : N 106 107
hépatocellulaires et les cancers du poumon non a petites cellules .

Enfin, aucune mutations ou surexpression du gene EZH2 n’a été décrite dans les

améloblastomes ou les tumeurs odontogenes.

1.8.6 EZH2 en thérapie ciblée
1.8.6.1 Généralités
EZH2 est une cible en thérapie anticancéreuse de choix puisqu’on la retrouve dans de

nombreux cancers. Un anti-cancéreux est optimal lorsqu’il cible les cellules tumorales et qu’il

51



épargne les cellules non tumorales. Pour cela, il est nécessaire d’identifier des cibles
thérapeutiques qui soient quasi-exclusivement exprimées dans les cellules tumorales, ce qui
est le cas ’EZH2'%. De plus, les altérations épigénétiques sont réversibles, ce qui permet de
rétablir un cycle cellulaire normal. Le ciblage d’EZH2 permettrait de remédier aux problémes

de résistance, rencontrés avec les inhibiteurs de la voie MAPKinase.

1.8.6.2 Inhibiteurs d’EZH2

Les inhibiteurs de I'EZH2 ciblent le site actif du domaine SET de la protéine. Plusieurs
inhibiteurs d’EZH?2 ont été développés. L’inhibiteur d’EZH2 le plus évalué en cancérologique
est le DNZep.

Le 3-Deazaneplanocin (le DZNep) inhibe l'activité de la S-adenosylhomocyteine (AdoHcy)
hydrolase, qui est un dérivé méthylé de la S-adénosyl-L-méthionine (SAM), conduisant & son
accumulation. Cette accumulation inhibe I’histone-lysine N-méthyltransférase EZH2'".
DZNep conduit & la dégradation des protéines PRC2 cellulaires incluant EZH2''"°. Ainsi,
DZNep induit I’apoptose, inhibe I’invasion cellulaire et augmente la sensibilité¢ des cellules

) e 1112
tumorales a la chimiothérapie .

1.9 Diagnostics différentiels des améloblastomes

Les principaux diagnostics différentiels sont discutés collégialement lors de réunions
multidisciplinaires associant radiologues, chirurgiens-dentistes et stomatologues, et
anatomopathologistes. Les principaux diagnostics différentiels en dehors des tumeurs des
glandes salivaires ou de nature épithéliales non odontogenes, sont les tumeurs bénignes

¢épithéliales pures ou mixtes de nature odontogene.

1.9.1 Tumeur odontogeéne adénomatoide
C’est une tumeur épithéliale bénigne.

Elle représente moins de 5% des tumeurs odontogenes et est plus fréquente chez la femme

113 114

durant les trois premicres décades . Elle touche le plus souvent le maxillaire.

Radiologiquement, la tumeur est symétrique et bien limitée.
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Au niveau microscopique, elle a un aspect caractéristique et est composée de nodules
constitués de massifs épithéliaux ressemblant a des canaux. Parfois, on retrouve un matériel

hyalin éosinophile (figure 25)".

Figure 25. Tumeur odontogéne adénomatoide, WHO Head and Necks Tumors, 4éme
édition.

1.9.2 Tumeur épithéliale odontogénique calcifiée
C’est une tumeur épithéliale bénigne anciennement nommée, tumeur de Pindborg.

Elle représente moins de 1% des tumeurs odontogénes. Elle survient a tout age avec une

prédominance entre la 4™ et la 6™ décade avec une prédilection pour la mandibule.

Les patients sont le plus souvent asymptomatiques. La tumeur peut étre radio-opaque et/ou

radio-claire avec parfois un aspect de « neige fraiche » caractéristique.

Au niveau microscopique, cette tumeur est d’architecture trés variable composée de cellules
polyédriques avec un abondant cytoplasme aux limites nettes. Parfois les cellules sont claires.
Les noyaux sont souvent pléomorphes mais 1’index mitotique est tres faible. Enfin, il existe
une sécrétion amyloide avec calcification secondaire. Contrairement a 1’améloblastome il

. . ;. ;. . O] r1: 1
n’existe pas de palissade en périphérie des massifs €pithéliaux .

1.9.3 Fibrome améloblastique

C’est une tumeur bénigne épithéliale et mésenchymateuse odontogene.

Elle représente 1,5 a 6,5% des tumeurs odontogenes et 80% survient avant 22 ans'’> 16 17,

Elle touche le plus souvent la mandibule et est radio-transparente.
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Au point de vue microscopique, la composante épithéliale est de type améloblastique. La
composante mésenchymateuse qui fait le diagnostic est myxoide et riche en cellules'. Ces

derniéres ne présentent pas de critéres histologiques de malignité (figure 26).

Figure 26. Fibrome améloblastique, WHO Head and Necks Tumors, 4¢me édition.

1.9.4 Tumeurs kystiques odontogéenes

La fréquence des tumeurs kystiques odontogenes sur la totalité des tumeurs odontogénes n’est

pas connue.

La tumeur kystique la plus fréquente est le kyste radiculaire. En effet, il représente 55% de
toutes les tumeurs odontogenes kystiques. Les deux autres tumeurs kystiques les plus
fréquentes sont le kyste dentigére et le kératokyste odontogénique, avec une fréquence de

118 11
20% chacune''® ',

Au niveau microscopique, ces tumeurs ne présentent pas de difficultés particulieres dans le

diagnostic différentiel avec les améloblastomes d’aspect macroscopiquement kystiques.

1.10 Traitement des améloblastomes

Le traitement habituel consiste en une exérése chirurgicale de la 1ésion. La caractéristique des
r \ y e oqe 20 y e qe \ .
améloblastomes est la tendance a la récidive™. Les récidives locales sont de 60 a 80% si le
traitement est conservateur et s’observe dans plus de 50% des cas dans les 5 premieres années

apres le traitement initial.
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1.10.1 Traitement chirurgical

Aucun gold standard chirurgical n’est établi. Il existe deux types de traitements chirurgicaux.
Le traitement conservateur, a type d’énucléation, et le traitement radical, qui peut étre

interrupteur ou non interrupteur.

Le traitement conservateur permet de séparer la 1ésion de 1’os environnant, en respectant la

continuité osseuse. Il est peu délabrant.
Le traitement radical permet d’enlever la 1ésion en monobloc et assure des marges d’exérése.

Lorsque le traitement est non interrupteur, la continuité basale est respectée mais le risque de

fracture peropératoire est non négligeable.

Lorsque le traitement est interrupteur, une reconstruction de la perte de substance est
7 . 2
nécessaire®’.

La littérature actuelle tend a orienter d’emblée vers un traitement plus radical®”. Carlson, et al,

120

optent pour un traitement agressif, radical avec des marges de 1 a 1,5 cm . Jeblaoui, et al,

relatent un taux de récidive aprés chirurgie conservatrice de 100%. Ils préconisent donc de

. r . : 121 122
pratiquer des résections radicales .

L’OMS de 2005 conclut que les types périphérique et unikystique présentent un meilleur
pronostic que les types multikystique et desmoplasique. Ils pourraient donc bénéficier d’une

prise en charge conservatrice, consistant en une énucléation simple.

L’OMS en 2017 insiste sur la nécessité d’une résection en marges saines, hormis les formes

unikystiques luminales.

1.10.2 Radiothérapie

La radiothérapie semble étre une alternative aux traitements chirurgicaux selon quelques cas

rapportés dans la littérature.

Elle serait indiquée pour les tumeurs localement évoluées et permettrait de réduire la taille

123

tumorale ©°. De plus, elle constitue une alternative a la chirurgie lorsque celle-ci est

: : 124 125 12
impossible > 126,
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1.10.3 Chimiothérapie

Peu d’études portent sur la chimiothérapie mais les améloblastomes seraient chimio-résistants
ou peu chimio-sensibles'?’.

Seulement quelques cas ont été rapportés, associant radiothérapie et chimiothérapie™ ',

1.10.4 Thérapies ciblées
1.10.4.1 Inhibiteurs BRAF et améloblastomes

Un case report a montré, chez un patient ayant un améloblastome mandibulaire premi¢rement
énucléé et ayant récidivé, une réduction de plus de 90% de la masse tumorale en traitement

, , : o Y \ L 12
néo-adjuvant avant la reprise chirurgicale, sans récidive aprés un an de suivi'®.

Un autre cas, évoquant un améloblastome ayant une récidive locale et des métastases
pulmonaires, montre la disparition des métastases aprés 8 semaines de traitement par

inhibiteur BRAF et anti-MEK associés'>’.

1.10.4.2 Agents ciblant la voie SHH

Différentes études ont montré 1I’implication de la voie de signalisation Sonic Hedgehog (shh)

131 12

dans les améloblastomes . En effet, cette voie, activée dans [’embryogénese et le

développement, est réactivée dans les cancers dont les améloblastomes.

Le récepteur membranaire de Shh est Patched (Ptch). Lorsque Shh se fixe a son récepteur
Ptch, il y a levée de I’inhibition de la protéine Smoothened (SMO), qui va alors migrer a la
membrane. Il y a alors activation de la voie et des facteurs de transcriptions Gli. Ces derniers,
transloqués dans le noyau, vont activer les genes CCND1 et BCL2, qui jouent un rdle dans la

. . 132
survie cellulaire!®.

Dans les améloblastomes, les différentes protéines de la voie sont exprimées a nouveau. Une
é¢tude a montré les effets neutralisants in vitro des anticorps anti-SHH sur des modeles

. . . 1
cellulaires, avec induction de I’apoptose’ .
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1.11 Objectifs de I’étude
Nous avions deux objectifs principaux dans cette étude.

Le premier objectif était d’évaluer 1’incidence des mutations BRAF dans notre cohorte
toulousaine d’améloblastomes par une double approche : immunohistochimique et de biologie

moléculaire.

Le deuxiéme objectif était de vérifier les résultats que nous avions obtenus par des techniques
de séquencage de derniere génération (RNAseq) sur deux cas améloblastomes. Nous avions
retrouvé deux mutations inconnues du géne EZH2. Compte tenu de I’intérét potentiel du
ciblage d’EZH2 en thérapeutique, et de 1’absence de description de telles mutations dans les
améloblastomes, nous avons voulu vérifier 1’exactitude des données NGS par d’autres

approches de biologie moléculaire.
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1 Recueil des données cliniques

Nous avons analysé rétrospectivement 28 échantillons d’améloblastome, provenant de 28
patients, recensés entre le 01/01/2010 et 01/01/2018. Au final, le statut BRAF a pu étre

déterminé pour 21 échantillons.
Il s’agissait de cas avec un diagnostic confirmé ou établi a Toulouse.

Le versant clinique de cette étude a été possible grace au service de chirurgie maxillo-faciale
et plastique de la face de 1’hopital Pierre-Paul Riquet, plus particuliérement grace & Monsieur
le Professeur Lauwers et a Monsieur le Professeur Lopez. A ceci s’ajoute I’investissement et

le suivi clinique de Madame le Docteur Georg.

Les données cliniques ont été recueillies a I’aide des logiciels informatiques de traitement du
dossier médical Orbis et DPI (Dossier Patient Informatis¢). Les données

anatomopathologiques ont été recueillies a 1’aide du logiciel Diamic.
Pour chaque patient, les données suivantes ont été recueillies :
- Sexe
- Date de naissance
- Age au diagnostic
- Année du diagnostic
- Localisation : mandibulaire ou maxillaire
- Type de chirurgie : conservatrice ou radicale, interruptrice ou non

- Type histologique : conventionnel, unikystique, périphérique, métastatique ou

carcinome améloblastique
- Immunohistochimies réalisées
- Statut BRAFV600

- Traitements complémentaires: radiothérapie, curiethérapie, radiofréquence,

chimiothérapie
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2.2 Etude de la mutation BRAF

Nous avons recherché la mutation BRAFV600 par trois techniques différentes : HRM,
technologie TagMan et pyroséquencage. Pour chaque patient muté, au minimum, deux
techniques différentes ont ¢été réalisées pour confirmer les résultats positifs. Un

pyroséquengage a été réalisé lorsque les résultats HRM et TagMan étaient douteux.

2.2.1 Extraction de ’ADN

L’extraction d’ADN génomique a été réalisée a partir de copeaux de tissus tumoraux fixés et
inclus en paraffine (28 échantillons) a ’aide du robot extracteur Promega, aprés la réalisation

des étapes de digestion et de préparation a 1’extraction.

I1 a été utilisé un kit de purification « Maxwell® 16 FFPE Plus LEV DNA Purification Kit »

selon les recommandations du fournisseur.

Les prélevements paraffinés avaient fait 1’objet avant leur inclusion, d’une décalcification a

’acide nitrique (10%) ou a partir d’une solution DC3® d’acide chlorhydrique.

2.2.1.1 Digestion-Déparaffinage

Pour chaque échantillon, 5 a 10 coupes de tissus de 10um d’épaisseur ont été placées dans un
tube Eppendorf, dans lequel a été ajouté 20ulL de protéinase K 30 uM /mg et 180 uL de

tampon d’incubation.

L’ensemble a ensuite été placé a 70°C toute une nuit ou durant 4 heures, en agitant toutes les

30 minutes.

2.2.1.2 Extraction

A la fin de la digestion, a été ajouté a chaque échantillon 400 puL de tampon de lyse. Les tubes
ont été vortexés et placés a 70°C afin de faire fondre la paraffine, puis laissés a température

ambiante afin de figer cette derniere au-dessus de 1’échantillon.

L’ADN a ensuite été extrait de maniére automatisée pour un volume d’¢lution finale de 60

pL.

Les ADN extraits ont été stockés dans des réfrigérateurs a une température de 4°C apres le

dosage de leur concentration par spectrofluorométrie (Qubit invitrogen).
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2.2.2 Amplification par PCR en temps réel et technologie TaqMan
2.2.2.1 Principe de la PCR classique

C'est une technique d'amplification enzymatique, qui permet a partir d'un fragment d'ADN

donné, d'obtenir un grand nombre de copies identiques de ce méme fragment.

Pour cela, il faut une paire d’amorces encadrant le fragment a séquencer. Elles vont permettre
a la Taq polymérase de recopier le brin matrice de 5’ en 3°, grace a I’incorporation de

désoxyribonucléotides triphosphates (INTP : dATP, dCTP, dGTP, dTTP).

La premicére étape est la dénaturation de I'ADN a 95°C, permettant la séparation de I’ADN
double brin.

La deuxiéme étape est ’hybridation des amorces a une température, qui correspond a T hyb =

Tm-5°C (Tm: moyenne des Tm des 2 amorces).

Enfin, la troisieme étape est 1’¢longation. FElle correspond a la synthése du brin
complémentaire a partir des amorces, grace a I’ADN polymérase et aux nucléotides présents

dans le milieu réactionnel.

La multiplication du nombre de cycles permet une réaction en théorie exponentielle, méme si

cela n’est pas réellement le cas en pratique (figure 27).

Figure 27. Quantité d’ADN en fonction du cycle PCR, Pr Espinos.
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2.2.2.2 La Technologie TagMan
Seule la mutation ¢.1799T>A, p.V600E du géne BRAF a été recherchée.
Il s’agit d’une technique de PCR quantitative par détection en temps réel de la fluorescence.

La chimie TaqMan utilise une sonde oligonucléotidique spécifique de la mutation recherchée.
Cela signifie qu’un type de sonde ne permet de rechercher qu’une seule mutation. La
mutation recherchée est connue et décrite dans la tumeur étudiée. Ainsi, s’il existe une autre

mutation que celle détectée par la sonde, celle-ci ne sera pas retrouvée.

Le terme « TagMan » est dérivé des deux mots : Taq polymérase et de PacMan (figure 28).

Figure 28. Sonde TaqMan, Pr Espinos.

Lors de la PCR classique décrite précédemment, on ajoute a la réaction, la sonde d’hydrolyse
appelée sonde TagMan. La PCR devient une PCR quantitative, puisque grace a elle on peut

détecter la quantité d’ADN muté produite pendant la PCR.

La Taq polymérase posséde une activité exonucléase 5' vers 3'. Celle-ci débute a partir des

amorces permettant de dégrader tout oligonucléotide se trouvant sur son passage.

La sonde TagMan ou sonde d’hydrolyse est marquée par deux fluorophores, le Reporter et le
Quencher. Le spectre d’émission du Reporter chevauche le spectre d’excitation du Quencher,
il n’y a donc pas de fluorescence. Si lors de I’avancée de la Taq polymérase, le Reporter est
libéré par activité exonucléase de la Taq polymérase, cela signifie que la mutation est
présente. Apres la libération du Reporter, les fluorophores ne seront plus reli€s entre eux et la
fluorescence du Reporter est augmentée, I’augmentation du signal correspondant a la
composante du fluorophore Reporter (figure 29). Le fluorophore est proportionnel au nombre
de copies mutées qui sont détectées a chaque cycle de la PCR. Ainsi, la fluorescence détectée
est directement proportionnelle au relargage de fluorophore et donc a la quantit¢ d'ADN

mutée présent dans le produit de PCR.

Notre recherche de mutation a été réalisée a 1’aide du kit BRAF TagMan MGB Probes.
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Figure 29. Fonctionnement de la sonde TagMan, Pr Espinos.

Pour ce faire, un mélange réactionnel de 10 pL. comprenant (par réaction) 5 uL. d’un
MasterMIX, 0,25 uL du kit BRAF selon recommandation fournisseur et 2,75 pL. d’H20 a été
réalisé. A ces 10 uL ont été rajoutés 2 L d’ADN.

Les conditions de la PCR ¢étaient: 1 cycle de dénaturation a 95°C, 50 cycles
d’amplification/quantification de 15 sec a 95°C — 15 sec a 65°C — 25 sec a 72°C, 1 cycle de
fusion de 1 min a 95°C — 1 min a 40°C — 5 sec a 70°C - avec une augmentation lente de la

température jusqu’a atteindre 95°C, 1 cycle de refroidissement 30 sec a 40°C.

2.2.3 Amplification par PCR en temps réel et HRM
2.2.3.1 Etape de la PCR en temps réel
Seul le codon 600 du gene BRAF a été amplifié.

Cette amplification a été réalisée grace a une réaction en chaine par polymérase (PCR) en

temps réel ou qPCR (PCR quantitative). Cette technologie est basée sur la détection et la
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quantification d’un reporter fluorescent, dont I’émission est directement proportionnelle a la

quantité d’amplicons générés pendant la réaction de PCR.

Par rapport a la technologie TagMan, cette technologie permet de retrouver toutes les
mutations présentes dans la région d’intérét mais ne permet pas de dire qu’elle est la mutation

détectée.

Notre qPCR a été réalisée avec le kit ROCHE (Lightcycler® 480, High Resolution Melting

Master), qui utilise un intercalant saturant.

Lors des cycles de PCR, les intercalants présents dans le MIX, ne se fixaient qu’a ’ADN

double brin, ce qui permettait de majorer leur fluorescence.

La qPCR est caractérisée par I’existence de deux phases : une phase exponentielle durant
laquelle la quantité d’ADN est doublée a chaque cycle, suivie d’une phase de plateau durant

laquelle il existe une diminution progressive des réactifs d’amplification.

Pour ce faire, un mélange réactionnel de 10 pL comprenant (par réaction) 6 uL. d’un
MasterMIX, 0,3 uL. d’amorce sens BRAF, 0,3 pul. d’amorce anti-sens BRAF, 1,44 uL de
MgCI2 et 1,96 uL d’H20 a été réalisé. A ces 10 pL ont été rajoutés 2 uL d’ADN.

Les conditions de la PCR étaient: 1 cycle de dénaturation a 95°C, 50 cycles
d’amplification/quantification de 15 sec a 95°C — 15 sec a 65°C — 25 sec a 72°C, 1 cycle de
fusion de 1 min a 95°C — 1 min a 40°C — 5 sec a 70°C - avec une augmentation lente de la

température jusqu’a atteindre 95°C, 1 cycle de refroidissement 30 sec a 40°C.

Les données de fluorescences sont collectées a la fin de chaque cycle de la PCR et
représentent la quantité de produits amplifiés a cet instant. Plus la quantité d’ADN initiale est
importante, moins il faut de cycles pour atteindre un point, pour lequel, le signal fluorescent
est significativement supérieur au bruit de fond. Ce point est défini comme le Ct (Cycle

threshold) et apparait en début de phase exponentielle.
Les échantillons présentant un Ct supérieur a 35 ont été considérés comme non analysables.

Tous les échantillons ont été analysés en duplicat et chaque réaction comportait des témoins

positifs mutés et négatifs sauvages.
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2.2.3.2 HRM

A la fin de la PCR en temps réel, a été réalisée une courbe de fusion haute résolution ou High
Resolution Melting (HRM). Cette étape permet la détection d’une mutation si celle-ci est
présente. Lors de cette étape les amplicons ont progressivement été dénaturés, entrainant une

perte de fluorescence.

La dénaturation de I’ADN a initialement été obtenue par une augmentation brutale de la
température a 95°C suivie d’une renaturation a 40°C favorisant la formation d’hétéroduplex
(hybridation brin muté-brin sauvage). A la phase de dénaturation suivante, ces hétéroduplex,
du fait de leurs mésappariements, présentaient une dénaturation précoce avec un Tm
(température de fusion) moins ¢élevé que pour un homoduplex wild-type, signant la présence
d’une mutation (le Tm étant la température a laquelle 50% de I’ADN est dénaturé).

Cette mutation a été ainsi repérée par une modification de la cinétique de la fluorescence par
rapport a un témoin non muté. L’enregistrement de 1’intensité de la fluorescence en fonction

de la température est appelé courbe de fusion.

Les courbes de fusion ont été analysées avec le logiciel Lightcycler® 480. Parmi nos
échantillons seuls les profils HRM mutés ou douteux ont été séquencés afin de caractériser les

mutations. Les échantillons aux profils non mutés ont été considérés comme sauvages.

2.2.4 Pyroséquencage

Cette technologie permet la recherche toutes les différentes mutations présentes dans la
région ciblée. Le temps nécessaire pour réaliser cette technique est plus important que pour

la PCR en temps réel avec HRM et la technologie Tagman.

Il s’agit d’un séquencage direct d’une courte séquence d’ADN biotinylé, dont le principe
correspond a I’incorporation de nucléotides dans un ordre déterminé. Ce séquencage permet

d’étudier 24 échantillons en une courte durée (15-20 min).

Notre pyroséquengage a ¢té réalisé a 1’aide du kit BRAF therascreen Pro kit.

2.2.4.1 Réaction d’immobilisation et préparation du MIX

Il était nécessaire de réaliser en premier lieu une réaction d’immobilisation de ’ADN a la
streptavidine. Cette réaction comprenait pour un tube, 28 uL d’eau purifiée, 40 pL de

Pyromark binding buffer, 2 puL de billes de streptavidine (Sepharose High performance), 10
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pL de PCR. Les prélévements ont ensuite été placés sur un agitateur durant 30 min a 1400
rpm.

Parall¢lement, 25 pL d’un MIX comprenant pour un échantillon 24,2 pl de Pyromark
annealing et 0,8 uL du kit BRAF selon recommandations fournisseur ont ét¢ déposés dans

chaque puit de la plaque du run (1 plaque comprenant 24 puits).

Par I’intermédiaire d’une « station de travail », I’ADN biotinylé capturé et fixé sur les billes
lors de la réaction d’immobilisation, a été dénaturé a la soude (passage d’un ADN double brin
a un ADN simple brin et élimination du brin non biotinyl¢), lavé et ¢lué dans le tampon
d’annealing contenant I’amorce de séquencage. La plaque a ensuite été chauffée 2 min a 80°C
puis laissée a température ambiante durant 15 min afin de permettre une hybridation

spécifique des amorces. Les échantillons de la plaque ont ensuite été séquencés.

2.2.4.2 Pyroséquencage
Seul le codon 600 du géne BRAF a été exploré.
Principe du pyroséquencage :

Lors du séquencage, si un nucléotide est incorporé dans le brin en cours de synthése, un

pyrophosphate est libér¢.

Ce pyrophosphate est alors transformé en ATP par une ATP sulfurylase. Cet ATP est utilis¢

par une luciférase pour produire un signal lumineux.

Le pyroséquenceur capte ce signal et le transforme en pic sur un pyrogramme, dont la taille

correspond au nombre d’un méme nucléotide incorporé.

Les nucléotides non incorporés ou en exces sont dégradés par une apyrase (figure 30).
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Figure 30. Principe du pyroséqueng:age”".

Lors des pyroséquencages, chaque patient a été analysé en duplicat et pour chaque plaque, un
témoin positif muté, négatif sauvage et un témoin nul (sans ADN) ont également été analysés

(figures 31 et 32).

Figure 31. Témoin positif en pyroséquencage, Grand D.

66



Assay: BRAF codon 600

Sample ID: T-

S S P ST TP PT R PTPRTRTTTOTY S UPRTOTRP

Py UUURUUUIRTEREUIUUUPRIPSPRRN STRUSRTRRISUITRTRY URURITRTSURY ASUSUPN ARRETN RIORPRN SAUURNY | AU SN

1000l
B B B e T

Figure 32. Témoin négatif en pyroséquencage, Grand D.

Les pyrogrammes ont été analysés a 1’aide du logiciel Pyromark Q24 2.0.6. Les mutations

recherchées étaient :
- BRAF V600E (GAG) et (GAA)
- BRAF V600D (GAT)
- BRAF V600K (AAG)

- BRAF V600R (AGG)

2.3 Etude des mutations EZH?2

Deux mutations EZH2 ont été retrouvées lors de la réalisation d’'un RNAseq sur tissus
congelés de deux de nos cas d’améloblastomes. Le RNAseq a été réalisé par IntegraGen. Les

deux mutations retrouvées sont :

- c¢. 148513869T>C, qui a pour conséquence le remplacement d’une valine par une

alanine, p.V466A

- c. 148524298C>T, qui a pour conséquence le remplacement d’une sérine par une

lysine, p.S229L

Ces mutations sont des mutations faux sens.

Notre objectif était de vérifier si ces deux mutations retrouvées chez deux patients étaient
réelles. Pour cela, nous avons utilisés deux méthodes de biologie moléculaire différentes, qui

sont la PCR en temps réel avec HRM et la méthode Sanger.
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2.3.1 Séquencage des ARN tumoraux

L’autre ¢tude faite dans le laboratoire, avait pour but de caractériser et comparer sur un plan
moléculaire les améloblastomes et les adamantinomes et d’étudier les profils mutationnels des
OFD et adamantinomes. Pour réaliser ce dendogramme, deux cas d’améloblastomes avaient

été sélectionnés.

L’ARNseq (analyse du transcriptome) est une technique NGS qui permet non seulement de
réaliser un catalogue de génes exprimés mais aussi de quantifier I’expression des geénes et de

déterminer la structure de chaque transcrit (identification des variants d’épissage et analyse de

polymorphismes).

La préparation des librairies, le séquencage et 1’analyse des données ont été réalisés par

IntegraGen SA (Evry, France).

Les librairies ont été préparées a 1’aide du kit de préparation TruSeq Standed Total
RNASample en accord avec les recommandations du fabricant : élimination des ARN
ribosomaux a partir d’1pg d’ARN totaux en utilisant le kit Ribo-Zero Gold, fragmentation des
ARNs par la chaleur permettant d’obtenir des fragments d’environ 300pb et synthese des
ADNCc double brins en utilisant une transcriptase inverse et des amorces aléatoires. Enfin, une
ligation d’adaptateurs Illumina et une amplification de la librairie d’ADNc par PCR ont été

réalisées avant le séquencage en paired-end 75b sur Illuina HiSeq4000.

Apres évaluation de la qualité par FastQC, les séquences obtenues ont été alignées sur le
génome de référence hgl9. L’expression des génes a été quantifiée en utilisant HTSeq et la

base de données du Gencod v19 comme référence.

2.3.2 Amplification par PCR en temps réel et HRM

Le principe est le méme que pour BRAF. Celui-ci a été précédé d’une digestion, d’un
déparaffinage et d’une extraction de ’ADN comme pour BRAF. Les deux loci étudiés étaient

ceux des deux mutations retrouvées.

Pour ce faire, un mélange réactionnel de 10 pL. comprenant (par réaction) 6 uL. d’un
MasterMIX, 0,36 uLL d’amorce sens, 0,36 pL. d’amorce anti-sens, 1,2 uL. de MgCI2 et 2,08 uL
d’H20 a été réalisé. A ces 10 puL ont été rajoutés 2 pL d”’ADN.

Les conditions de la PCR ¢étaient: 1 cycle de dénaturation a 95°C, 50 cycles

d’amplification/quantification de 15 sec a 95°C — 15 sec a 65°C — 25 sec a 72°C, 1 cycle de
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fusion de 1 min a 95°C — 1 min a 40°C — 5 sec a 70°C - avec une augmentation lente de la

température jusqu’a atteindre 95°C, 1 cycle de refroidissement 30 sec a 40°C.

2.3.3 Séquencage Sanger

Le séquengage de I'ADN consiste a déterminer 1'ordre d'enchainement des nucléotides pour un

fragment d’ADN donné, afin de pouvoir le comparer a une séquence de référence.

La méthode Sanger était adaptée dans notre situation puisque nous n’avions que 2 patients
avec deux régions cibles présentes dans le méme geéne. Le NGS, qui permet un séquencage
massif d’un grand nombre de patient et d’un grand nombre de geéne, n’était pas adapté dans

notre cas pour vérifier la réalité des mutations trouvées

Tout d’abord, il a été réalisé une PCR classique. Ensuite les produits PCR ont été purifiés.

Cette purification est faite selon la méthode de purification enzymatique Agencourt®
AMPure XP®. Elle permet I’¢limination en une seule étape des amorces et des ANTP non
incorporés restants en fin de PCR. Ces contaminants résiduels interférent avec la réaction de

séquencage, leur élimination est donc nécessaire.

Puis les produits de PCR purifiés sont mis en contact avec du GenomeLab™ DTCS Quick
Start Kit de Beckman. Il contient de I’ADN polymérase, des ANTP, des ddNTP, du MgCI2 et
tampon (figure 33). Il faut de faible quantité de didéoxyribonucléotides triphosphates
terminateurs de chaines fluorescents qui permettent 1’arrét de I’élongation. En effet, ceux-ci
sont incapables de réaliser des liaisons phosphodiester. De maniére aléatoire, on obtient des

fragments de différentes tailles.

Pour ce faire, un mélange réactionnel de 20 pLL pour chaque amorce comprenant (par réaction)
5 uL de produit PCR purifié, 2 pL de I’amorce de séquengage a 1,6 uM, 8 uL Master mix «
Quick 200 » un MasterMIX et 5 uL d’H20 a été réalisé.
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Figure 33. Les composants de la PCR de séquence, Pr Espinos.

Le séquenceur utilisé est un séquenceur Beckman. Les fragments d'ADN obtenus, qui sont de
différentes tailles, sont soumis a une électrophorese capillaire durant laquelle les fragments
migrent a différentes vitesses a travers une matrice de gel en fonction de leur taille. Apres
avoir fait migrer les différents fragments, on a obtenu un électrophérogramme. Chacun des
quatre ddNTP modifiés est porteur d'un marqueur fluorescent distinct. Le signal fluorescent
émis par chaque fluorophore excité détermine I'identité du nucléotide dans la matrice d'ADN
d'origine. Les données de fluorescence sont récupérées au niveau d’une cellule de détection et

transmises vers une caméra pour étre analysées.

Les données ont été interprétées avec le logiciel Beckman. En alignant les séquences forward

et reverse et en comparant a la séquence de référence du génome humain sur COSMIC.

2.4 Etude immunohistochimique des améloblastomes
Une ¢étude immunohistochimique avec les anticorps anti-CK5/6, anti-CK14, anti-CK8/18,
anti-CD56, anti-cycline D1, anti-B-caténine, anti-E-Cadhérine et anti-BRAF a été réalisée sur

I’ensemble des 28 cas d’améloblastomes.

Pour chacun des blocs sélectionnés, une coupe colorée a 1’¢éosine-hémalun a été réalisée pour

I’analyse morphologique.

L’immunohistochimie a ensuite été réalisée sur des coupes de 3um d’épaisseur montées sur
lames Superfrost Plus et ayant subi les étapes habituelles de déparaffinage, réhydratation puis

un démasquage antigénique adapté a 1’anticorps.

Les lames ont ensuite été incubées avec les anticorps suivant anti- : CK5/6, CK14, CK8/18,

CD56, Cycline D1, B-caténine, E-Cadhérine et BRAF.

70



Toutes les lames ont été révélées par le systéme peroxydase-DAB et contre colorées a
I’hématoxyline sur les automates BenchMark ULTRA de Ventana Roche ou Autostainer Link

ou OMNIS de Dako.

Les caractéristiques de ces anticorps et les méthodes utilisées sont synthétisées dans le

Tableau 1.
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Tableau 1. Caractéristiques des anticorps et méthodes utilisés.

ANTICORPS REFERENCE FOURNISSEUR CLONE ESPECE DILUTION et METHODE DE SYSTEME DE
temps DEMASQUAGE  REVELATION
d’incubation

CK5/6 GA780 DAKO D5/16 B4 Monoclonal  Pré-dilué OMNIS OMNIS

souris 12 min EnVision FLEX  EnVision
pH9-97°-30 min [ LEX

CK8/18 Keratin 8/18 THERMO 5D3 Monoclonal  1/100 PTlink Autostaineur

17Af3_-181 MS- Scientific souris 20 min EnVision FLEX  EnVision
pH9-97°20 min [ -EX

CK14 NCL-L- LEICA LL002 Monoclonal 1/20 PTlink Autostaineur

Ltz ez souris 20 min EnVision FLEX  EnVision
pH6-97°-20 min T -EX

CD56 760-4596 CELL MARQUE MRQ-42 Monoclonal  Pré-dilué BenchMark OptiView

lapin 16 min ULTRA

pH9-100°-32 min
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Tableau 1 : Caractéristiques des anticorps et méthodes utilisés (suite)

ANTICORPS REFERENCE FOURNISSEUR CLONE ESPECE DILUTION et METHODE DE SYSTEME DE
temps DEMASQUAGE REVELATION
d’incubation

Cycline D1 790-4508 VENTANA SP4-R Monoclonal Pré-dilué BenchMark OptiView

lapin 24 min WILITRA
pH9-100°-64 min

B-caténine IR702 DAKO B-caténine-1 Monoclonal Pré-dilué PTlink Autostaineur

souris 20 min EnVision FLEX  EnVision
pH9-97°-20 min  FLEX

E-Cadhérine  GAO059 DAKO NCH-38 Monoclonal Pré-dilué OMNIS OMNIS

Souris 25 min EnVision FLEX  EnVision
pH9 -97°-30 min T LEX

BRAF E19294 SPRING VEI1 Monoclonal 1/100 Ventana OptiView

Bioscience souris 36°-32min  pH8.6-95°-64min
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2.5 Analyses statistiques
Le logiciel Excel® 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, USA), version 14.0, a été utilisé
pour les analyses descriptives. Les caractéristiques des patients étaient exprimées en médiane,

moyenne et pourcentage pour les variables quantitatives.

Les résultats n’ont qu’une valeur indicative du fait du faible nombre de patient.
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3. RESULTATS

3.1 Données épidémiologiques de I’ensemble de la cohorte
Notre cohorte incluait 28 échantillons de tumeurs provenant de 28 patients recensés entre le

01/01/2010 et 01/01/2018. Les caracteristiques sont décrites dans le tableau 2.

L’age moyen était de 45,8 ans (12-79 ans). Les patients avec un age < 18 ans représentaient
17,9% des cas. Notre cohorte était composée de 15 hommes et de 13 femmes, (sex-ratio

homme/femme de 1,2).

La localisation préférentielle était mandibulaire avec 82,1% des cas. La localisation maxillaire

était de 17,8%.

Concernant le type histologique, nous avions 25 améloblastomes conventionnels, deux

améloblastomes métastatiques et un carcinome améloblastique.

Au point de vue chirurgical, le traitement le plus fréquent était le traitement conservateur,
représentant 51,9% des cas. Le type de traitement chirurgical n’était pas connu pour une

patiente.

Au niveau des traitements complémentaires a la chirurgie, un patient avait bénéfici¢ de
radiothérapie et un autre de chimiothérapie. Ce dernier avait aussi eu de la radiofréquence et

de la curiethérapie.
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Caractéristiques Nombre Pourcentage

Sexe Femme 13 46,4
Homme 15 53,6
Age Moyen au diagnostic 45,8
Localisation Mandibulaire 23 82,1
Maxillaire 5 17,8
Type histologique Améloblastome 25 89,3
conventionnel
Améloblastome 2 7,1
métastatique
Carcinome
améloblastique : 30
Type de traitement Conservateur 14 51,9
chirurgical Radical non interrupteur 3 11,2
Radical interrupteur 10 37,0
Traitement Radiothérapie 1 3,7
complémentaire Chimiothérapie 1 3,7
Autre 1 3,7

Tableau 2. Caractéristiques clinico-histopathologiques de I’ensemble des patients.

3.2 Analyse de la mutation BRAF

3.2.1 Immunohistochimie BRAF

Nous avons obtenu une positivité¢ cytoplasmique de 39,3% de nos cas. Cela représentait 11
cas sur 28 (figure 34). Un témoin positif servait de contrdle. La confirmation de cette
positivité a été obtenue avec la biologie moléculaire chez 100% des patients positifs en

immunohistochimie.
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Figure 34. Cas avec marquage positif de ’anticorps anti-BRAF.

Dix-sept cas étaient négatifs en immunohistochimie. Deux de nos cas négatifs étaient positifs
en biologie moléculaire. La validité intrinseque de I'immunohistochimie BRAF est présentée

tableau 3.

Cas mutés Cas non mutés

Cas immunohistochimie BRAF +  Vrais positifs = 100%  Faux positifs = 0%

Cas immunohistochimie BRAF - Faux négatifs = 20,0% Vrais négatifs = 80 %

Sensibilité = 83,3% Spécificité = 100%

Tableau 3. Validité intrinséque de ’immunohistochimie BRAF.

Nous n’avons pas pu prouver I’absence de mutation BRAFV600 sur sept de nos cas négatifs
en immunohistochimie du fait de la dégradation du matériel aprés décalcification par acide

chlorhydrique ou nitrique.

3.2.2 Biologie moléculaire de BRAF
Nous avions 61,9% de cas mutés BRAFV600E dans notre cohorte. Sept cas négatifs n’étaient
pas analysables en biologie moléculaire du fait de la décalcification par acide chlorhydrique

ou acide nitrique. Nous avions donc 13 cas mutés sur 21 amplifiables.
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Nous avons recherché la mutation BRAFV600 par trois techniques différentes : HRM,
technologie TagMan et pyroséquencage.

Tout d’abord, nous avons réalisé pour chaque patient une HRM. Ensuite, pour chaque patient
muté, au moins une autre technique a été réalisée pour confirmer le résultat de ’HRM. Pour

les patients non mutés en HRM, aucune autre technique n’a été réalisée.

Résultats obtenus par PCR en temps réel et HRM.

C’est la méthode qui permet de détecter si une mutation est présente dans la région d’intérét.

Dans un premier temps, pour chaque cas, nous avons réalis¢ une courbe d’amplification
(figure 35). La fluorescence était proportionnelle a la quantité d’ADN formée pour les 21 cas

amplifiables.

Fluorescence History

i 2 % 4 5 & 7 &8 3 11 73 15 17 13 2 £ 25 27 3 El £ E3 37 ES P 3 45 &7 E
Cycles

Figure 35. Courbe d’amplification dans le cadre de PTHRM.

Met en évidence la fluorescence en fonction du nombre de cycle, indiquant que la
technique a bien fonctionnée, Grand D.

Dans un deuxiéme temps, nous avons réalisé¢ une courbe de fusion qui résultait de ’HRM
(figure 36). Lorsque la mutation était présente, pour 13 cas, on observait deux courbes
différentes. Un des 13 cas a été considéré comme douteux. Pour ce cas, une recherche
secondaire en pyroséquencage et non TagMan a été réalisée. Le pyroséquencage permet de

trouver toutes les différentes mutations présentes au niveau du codon 600, pas seulement la
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mutation BRAFV600E. De plus, cette technique est effectuée en double, ce qui permet de

vérifier les résultats obtenus.

Normalized and Shifted Melting Curves
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Figure 36. Courbe de fusion HRM.

Met en évidence la fluorescence en fonction de la température. En rouge les séquences
mutées et en bleu les non mutées, Grand D.

Résultats obtenus par la méthode Tagman.

Pour 12 des 13 cas mutés en HRM, une recherche de mutation par technologie TagMan a été
réalisée. C’est la méthode qui recherche de fagon spécifique la mutation BRAFV600E. Pour
nos 12 cas mutés en HRM, nous avons obtenu deux nuages de points prouvant la
BRAFV600E (figure 37). Un des 12 cas a été considéré comme douteux. Pour ce cas, une

recherche tertiaire en pyroséquencage a été réalisée.
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Figure 37. Nuages de points résultant de la technologie TaqgMan.

Met en évidence la fluorescence des séquences mutées et non mutées. En rouge les mutés
et en bleu les non mutés. En couleurs plus intenses, les témoins, Grand D.

Résultats obtenus par pyroséquencage.

C’est la méthode qui permet de rechercher les différentes mutations BRAF de maniére
spécifique dont la VO60OE. Pour les deux patients mutés, une partie des séquences d’ADN
possédaient une thymine (T) au lieu d’une adénine (A) en position 1799 au niveau du codon
600 (figure 38). Cette technique nous a donc permis de confirmer la positivité d’un cas

douteux en HRM et d’un autre cas douteux en TagMan.

Assay: BRAF codon 600
Sample ID: 17T035807

Figure 38. Cas BRAFV600E muté en pyroséquencage.

Présence d’environ 30% de séquences ADN amplifiées présentant un nucléotide T et
60% présentant un nucléotide A, Grand D.
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3.3 Immunohistochimies complémentaires

Les anticorps anti-CK5/6 et anti-CK14 étaient positifs dans 100% des cas. La positivité était
trés marquée pour tous nos cas au niveau du cytoplasme de la prolifération épithéliale. Pour
les cas de sous-type folliculaire, la positivité était aussi marquée au centre qu’en périphérie

des massifs épithéliaux. Le stroma était négatif dans 100% des cas (figures 39 et 40).

Figure 39. Cas avec marquage positif de ’anticorps anti-CK5/6.

Figure 40. Cas avec marquage positif de ’anticorps anti-CK14.
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L’anticorps anti-CK8/18 était positif dans 92,9% des cas au niveau du cytoplasme des cellules
¢épithéliales tumorales (figure 41). En effet, un cas était négatif. Le stroma était quant a lui

négatif.

La positivité de cet anticorps €tait moins marquée que la positivité des anticorps anti-CK5/6 et
anti-CK14. Concernant le sous-type folliculaire, le centre des massifs épithéliaux était plus

marqué que la périphérie palissadique.

Figure 41. Cas avec marquage positif de ’anticorps anti-CK8/18.

L’anticorps anti-CD56 était positif dans 96,4% des cas. L’intensité de la positivité était
marquée au niveau membranaire mais hétérogene au sein des différents massifs épithéliaux

d’un méme cas (figure 42).

82



Figure 42. Cas avec marquage intense positif de I’anticorps anti-CD56.

L’anticorps anti-Cycline D1 était positif dans 96,4% des cas. L’ensemble des noyaux des
massifs épithéliaux était marqué avec une intensité allant de moyenne a importante. Des

noyaux du stroma étaient aussi marqués (figure 43).

Figure 43. Cas avec marquage positif de ’anticorps anti-cycline D1.

Aucun des cas n’était marqué avec 1’anticorps anti--caténine au niveau du noyau. Par contre,
82% des cas étaient positifs au niveau de la membrane et du cytoplasme des cellules des

massifs tumoraux (figure 44).
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Tous les cas étaient positifs avec 1’anticorps anti-E-Cadhérine. Le marquage avec 1’anti-E-
Cadhérine était similaire au marquage avec de I’anti-B-caténine lorsque 1’anti-B-caténine était

positive (figure 45).

Figure 44. Cas avec marquage nucléaire négatif de I’anticorps p-caténine.

Présence d’un marquage membranaire et cytoplasmique positif.

Figure 45. Cas avec marquage membranaire et cytoplasmique positif de I’anticorps anti-

E-cadhérine, corrélé au marquage de ’anticorps p-caténine.
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3.4 Analyse des mutations EZH?2
La recherche des deux mutations, qui se situaient sur le géne EZH2, s’est avérée négative.

Elles avaient été retrouvées initialement par la technique NGS RNAseq.

La mutation c. 148513869T>C, qui a pour conséquence le remplacement d’une valine par une
alanine, p.V466A, et la mutation c. 148524298C>T, qui a pour conséquence le remplacement
d’une sérine par une lysine, p.S229L, n’ont pas été retrouvées par les deux techniques

réalisées : PCR en temps réel avec HRM et la méthode Sanger.

Les résultats du RNAseq étaient donc des faux positifs.

Résultats obtenus par PCR en temps réel et PHRM.

Pour les deux mutations les résultats étaient similaires.

Dans un premier temps, on a réalis€ une courbe d’amplification pour chaque cas. La

technique a fonctionné pour les deux cas (figure 46).

Figure 46. Courbe d’amplification dans le cadre de "THRM.

Met en évidence la fluorescence en fonction du nombre de cycle, Grand D.

Dans un deuxiéme temps, nous avons réalisé une courbe de fusion qui résultait de ’HRM.
Pour les deux patients, une seule courbe de fusion était présente, ils n’étaient donc pas mutés

(figure 47).
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Figure 47. Courbe de fusion HRM.

Met en évidence la fluorescence en fonction de la température. Dans notre cas, nous

n’avons obtenu qu’une seule courbe ; il n’y avait donc pas de mutation. Grand D.

Résultats obtenus par méthode Sanger

Pour les deux mutations les résultats étaient similaires.

L’enchainement des nucléotides obtenu avec la méthode Sanger était le méme que dans le
gene EZH2 de référence sans mutation. Les deux patients n’avaient donc pas de mutation du

gene EZH?2 (figure 48).

@ B V| 9 + # 7
Open  Save Export | Prnt | Net  Find | Reverse
10 2 30 40 50 &0 70 a0 90

Sample: 11PO14204-E7H] tCa-Ta-R2.003_18030816RC

ARTAC TG GCRTAZARTTIRIT GARGCCAT ITCCTCAATG I TTICTIG ATARAGGGCACLG CAG ARG AACTAL RAG GG BALAAMGTAR

Figure 48. Electrophérogramme.

Séquence du patient identique a la séquence de référence, Grand D.
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4. DISCUSSION

4.1 BRAF : étude immunohistochimie et en biologie moléculaire

Immunohistochimie

Deux cas négatifs en immunohistochimie, étaient mutés BRAF en biologie moléculaire, ce
qui représente 20 % de cas faux négatifs. Une étude en biologie moléculaire est donc

indispensable pour détecter de nouveaux cas mutés.

A contrario, 100% des cas positifs en immunohistochimie étaient retrouvés mutés en biologie
moléculaire. Le taux de faux positif était de 0%. L’¢étude en biologie moléculaire des cas

positifs n’est donc pas indispensable.

Des résultats similaires sont rapportés dans la littérature. Kurppa et al ™* a retrouvé une
mutation BRAF en biologie moléculaire par technique Sanger, alors que 1’expression en
immunohistochimie de BRAF de ce méme cas était négative. Ce cas avait été décalcifié par
acide chlorhydrique. L’¢étude de Brown et al montrait une concordance de 100% entre
I’évaluation moléculaire et le statut immunohistochimique de BRAF'' mais aucun des

améloblastomes étudiés n’avait été décalcifié.

Analyse moléculaire de BRAF

Nous avons rapportés dans notre série que 61,9% de nos cas étaient mutés BRAFV600E, en
accord avec les données de la littérature, avec 25% des cas non évaluables en biologie
moléculaire du fait de la décalcification. L’étude de Giiltekin et al retrouvait un taux de 60%
de mutation BRAFV600E par NGS (34 cas sur 62), avec 18,4% non évaluables (14/76)".
L’¢tude de Brown et al indiquait un taux de mutation BRAFV600E, évalué par méthode
Sanger, de 62%. (31/50'"). Enfin, 1’étude de Kurppa et al signalait 63% de cas BRAFV600E
mutés en Sanger (15/24)™.

Notre étude pose le probléme de 1’analyse en biologie moléculaire des cas décalcifiés par
acide chlorhydrique ou nitrique. En effet, ces solutions sont a base d’acides forts. Elles sont
déléteres pour les acides nucléiques et les protéines. Les solutions a base d’acide formique,

appelée aussi méthanoique, qui est un acide faible, semblent moins déléteres.

En effet, une étude multicentrique francaise réalisée par le GFPO (groupe francais des

pathologistes osseux) a évalué I’impact de la décalcification par différents acides (formique,
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chlorhydrique, nitrique) sur la préservation des acides nucléiques et sur la préservation
protéique. Il a été clairement démontré qu’une décalcification a 1’acide formique permettait
une meilleure préservation des acides nucléiques et des protéines par rapport a une
décalcification a ’acide chlorhydrique'®>. Le seul avantage de I’acide chlorhydrique par
rapport a I’acide formique était, un temps de décalcification 2 a 3 fois plus court. Aucun

impact sur la morphologie cellulaire n’avait été noté entre les différents acides.

La décalcification par acide fort induisait une perte de marquage pour la plupart des anticorps
dirigés contre les antigénes nucléaires, alors qu’ils étaient conservés dans les mémes
prélevements décalcifiés par I’acide formique. Les marquages par les anticorps dirigés contre
les antigénes membranaires ou cytoplasmiques étaient, pour la plupart, conservés quel que
soit le décalcifiant utilisé. Ceci a été confirmé par d’autres études'*® *7. Cela pourrait
expliquer I’absence de cas positif au niveau nucléaire avec 1’anticorps anti-B-caténine dans

notre étude.

Ceci laisse entrevoir, sur ces tissus, la possibilit¢ d’une meilleure analyse en biologie
moléculaire. Dans notre laboratoire, nous avons donc récemment introduit des solutions a

base d’acide formique.

4.2 Immunohistochimies complémentaires
Les résultats des différentes immunohistochimies étaient globalement comparables a ceux de

la littérature.

Concernant les anticorps anti-cytokératines CK5/6, CK 14, CK8/18, nous avions un taux de

positivité de 100% pour les deux premiers et de 92,9% pour I’anticorps anti-CK8/18.

Les cytokératines sont les constituants des filaments intermédiaires de kératine, que l'on
retrouve spécifiquement dans les tissus épithéliaux. Elles sont positives dans les

’ 1 1
améloblastomes'>® ¥

Une étude montrait que la CKS5 est plus intensément exprimée au niveau de I’épithélium
central stellaire des améloblastomes, tandis que la CK14 était positive de manicre diffuse. La
CKS8 était quant a elle négative'*’. Notre anti-CK8 était couplé a I’anti-CK18, ce qui ne

permettait pas d’étudier I’anti-CKS8 seul.

Concernant I’anticorps anti-CD56, nous avions un taux de positivité de 96,4%. Dans la

littérature, des études ont mentionné des taux de positivité¢ de 97%, 91% et de 74% de 1’anti-

CD56 dans les améloblastomes'#! 142 143,
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CD56 appelée aussi NCAM, est une glycoprotéine exprimée sur la surface de plusieurs types
cellulaires tels que les neurones et les lymphocytes NK. Elle est impliquée dans l'adhérence
cellulaire et est essentielle dans le développement du systéme nerveux central et intervient

dans le développement de la dent par le biais de I’ectomésenchyme'*'.

L’expression de CD56 était membranaire. Le marquage était intense mais hétérogéne en
terme de positivité au sein d’'un méme cas. De plus, dans certaines zones tumorales des cas de
sous-type folliculaire, les cellules périphériques étaient marquées, contrairement aux cellules

du réticulum stellaire.

La positivité de CD56 n’est pas exclusive aux améloblastomes, dans 1’étude des tumeurs

odontogénes. En effet, une étude a rapporté une positivité de 50% dans les kératokystes'*.

Concernant I’anticorps anti-cycline D1, nous avions un taux de positivité de 96,4%.

La cycline D1 est codée par le géne CCNDI. Elle est dérégulée dans de nombreux cancers'**,

Les cyclines sont des régulateurs de cdk. Le complexe cycline D1/cdk intervient dans le cycle
cellulaire a la phase Gl1. Il inhibe pRb par phosphorylation, permettant aux facteurs de
transcription E2F de transcrire les génes requis pour l'entrée dans la phase S. Le pRb inactif
permet la progression du cycle cellulaire a travers la transition G1 / S et donc la synthese de

I'ADN.

Dans la littérature, une étude décrivait 79,5% de cas positifs (31/39) avec 1’anticorps anti-
cycline D1'*. L’expression de la cycline DI était soit nucléaire (2/31), soit nucléaire et
cytoplasmique (19/31) soit cytoplasmique (10/31). Dans notre étude la positivité de I’anti-
Cycline D1 était nucléaire. Parfois, le cytoplasme était trés faiblement marqué mais le

caractere réellement positif de ce marquage cytoplasmique était difficile a affirmer.

Concernant I’anticorps anti-p-caténine, nous avions un taux de positivité de 0% au niveau du
noyau et de 82% au niveau du cytoplasme et de la membrane. Dans la littérature, une étude
retrouvait une expression nucléaire de la B-caténine de 61%'**. Une deuxiéme étude a
rapporté une positivité cytoplasmique de 30 cas d’améloblastomes sur 30 et une positivité
nucléaire de 8 cas sur 30. La décalcification pourrait expliquer 1’absence de positivité
nucléaire dans notre étude.

La B-caténine est exprimée dans la muqueuse orale normale, sans expression aberrante dans le

147

cytoplasme et le noyau *'. En effet, I’expression normale de la f-caténine dans la cellule est
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membranaire. Cette protéine intervient dans le développement dentaire via la voie Wnt'*® . La
B-caténine se lie a des protéines d’adhérences nommées cadhérines, tel que I’E-cadhérine, au
niveau des jonctions cellulaires, ce qui explique que leur marquage est similaire. Une étude
montre une absence de différence d’expression de la B-caténine et de 1’E-cadhérine dans les

améloblastomes et le tissu dentaire'*®,

L’exceés de P-caténine produit est constamment dégradé par le protéasome. En cas de
dérégulation, I’excés de B-caténine cytoplasmique est transporté vers le noyau et s’associe a
des facteurs de transcription. Cela permet I’activation transcriptionnelle de leurs génes cibles.
Le plus souvent en cancérogénése, c’est la mutation du géne APC qui entraine une
dérégulation de la voie Wnt'®.

Trois mutations différentes de 1’exon 3 de CTNNBI sur trois cas différents d’améloblastomes

150

ont été décrites dans la littérature ~. CTNNBI étant le geéne de la protéine B-caténine.

La différence constatée entre I’expression nucléaire ¢levée de la B-caténine et le faible
nombre de mutation du géne CNNTI retrouvé est contradictoire. L’accumulation de J3-

caténine est probablement secondaire a une autre mutation que celle du geéne de la B-caténine.

4.3 Analyse des mutations EZH?2 : limites de I’approche NGS (RNAseq)
Dans la littérature, aucune mutation du gene EZH2 n’a été décrite dans les améloblastomes ou

les autres tumeurs odontogenes.

La confirmation des résultats du NGS RNAseq s’est avérée négative. En effet, ceux-ci n’ont
pas été retrouves par deux techniques de biologie moléculaire différentes. Les deux mutations

n’étaient donc en réalité pas présentes chez les deux patients.

La méthode Sanger était adaptée dans notre situation puisque nous n’avions que 2 patients
avec deux régions cibles dans le méme gene. Le NGS, qui permet un séquengage massif d’un

grand nombre de patient et d’un grand nombre de gene, n’était pas adapté dans notre cas.

La deuxieme technique utilisée était ’HRM. Les mutations recherchées étant inconnues, les

sondes TagMan n’ont pas été envisagées.

Limites des résultats RNAseq

Ce qui permet d’expliquer les faux résultats du RNAseq est une erreur d’amplification.
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Erreur d’amplification lors de |’étape de PCR

Lors de cette étape, un nucléotide peut étre remplacé par un autre. En effet, la PCR permet de
recopier un grand nombre de fois un fragment d’ARN ou d’ADN d’intérét. Si cette erreur
intervient lors des premiers cycles de PCR, le fragment comportant 1’erreur va étre amplifié
un grand nombre de fois, au méme titre que le fragment sans erreur. Cette erreur va entrainer
la présence dans le milieu réactionnel, de deux fragments différents, celui que I’on souhaitait
recopier au départ et celui avec I’erreur. Ce dernier va étre interprété comme la présence
d’une mutation. Cette situation est la plus probable puisque la mutation a été retrouvée sur des

fragments de méme taille.

Nos résultats soulévent le probleme de la fiabilité et des limites des études en RNAseq, et

montre qu’une technique doit toujours étre contrdlée par une autre.

Profondeur et couverture de lecture de la technique RNAseq.

Deux critéres fondamentaux permettent d'évaluer la qualité des données de séquengage a haut

débit. Ces deux critéres sont la profondeur et la couverture.

La profondeur est le nombre de lectures (ou reads). Il est recommandé une profondeur
minimum de 20X, selon les recommandations de 1I’European Society of Human Genetic

(ESHG)151 152

La notion de couverture correspond au pourcentage de bases effectivement séquencées par

rapport au nombre total de bases ciblées au départ.

La qualité globale de 1'analyse sera donc appréciée par le pourcentage de couverture pour une

profondeur minimale fixée ou pour une profondeur moyenne (figure 49).
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Figure 49. Notion de profondeur et de couverture, Pr E. Uro-Coste, D. Grand.

Pour nos deux patients, les profondeurs de lecture étaient assez faibles. En effet, elles étaient
respectivement de 15 et 16X. Les erreurs d’amplification ont donc été artificiellement
augmentées car 4 copies mutées ont été trouvées pour chacun des patients. Ce qui représente

des taux de 27% et 25% de mutations.

Les couvertures étaient quant a elles complétes.

4.4 Ethique et NGS

Le NGS pose des problémes éthiques et sociétaux. En effet, lors du séquencage a haut débit,
on obtient des millions de reads pour chaque échantillon. Ceux-ci sont ensuite alignés
informatiquement sur le génome de référence, c’est ce qu’on appelle le mapping. On se trouve
confronté a des variants décrits comme étant pathogenes, mais dans des génes que I’on ne
souhaitait pas forcément explorer. Les résultats récents d’exploitation des données du projet
1000 Genomes par exemple, montrent qu’un individu considéré comme exempt de toute
pathologie porte entre 40 et 110 variants classés comme potentiellement pathogenes a ’issue

. . . , . 153
de I’analyse, sans que cela soit toujours explicable dans 1’état actuel des connaissances .

4.5 Autres mutations décrites dans les améloblastomes
BRAF est la mutation la plus décrite dans les améloblastomes mais d’autres mutations ont été

décrites. Les mutations du gene SMO, intervenant de la voie sonic hedgehog, sont les
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deuxiémes atteintes les plus décrites dans la littérature. Enfin, des effecteurs autres que BRAF
de la voie MAPK sont aussi mutés.

Deux études ont rapportées des mutations du géne SMO, respectivement a 39% et 14%'% .

Dans ces deux études, les atteintes BRAF et SMO sont mutuellement exclusives. Les
mutations SMO sont significativement plus fréquentes dans les améloblastomes de
localisation maxillaire (75%), tandis que les BRAFV600E sont significativement plus
fréquentes dans les améloblastomes de localisation mandibulaire (97,1%)". De plus, les
patients BRAF mutés sont plus jeunes que les patients SMO mutés (42 ans vs 67 ans)".
Ensuite, les mutations de SMO touchent plus les hommes que les femmes, contrairement aux
mutations BRAF, avec un sex-ratio homme/femme de 7/1 vs 1,6/1". Les améloblastomes
BRAF mutés ont un risque diminué¢ de récidive contrairement aux améloblastomes SMO
mutés, qui ont un risque augmentéu. Dans notre étude, un cas BRAF muté concernait un
améloblastome de localisation maxillaire et 12 cas concernaient des améloblastomes de

localisation mandibulaire.

Devant la présence importante de cas SMO mutés, il serait intéressant d’étudier les thérapies
ciblant SMO et la voie sonic hedgehog dans les améloblastomes. Actuellement, une seule
publication a montré des effets neutralisants in vitro avec des anticorps anti-SHH sur des

modéles cellulaires d’améloblastomes'>>.

Le fait que BRAF et SMO soient mutuellement exclusives, suggere, qu’il y a deux voies

étiogéniques dans les améloblastomes.

D’autres genes de la voie MAPK sont mutés. Sweeney, R. T. ef al ont rapportés dans quatre
améloblastomes, des mutations de KRAS (15%) et cing mutations de FGFR2 (19%)".
Brown, N. A. et al a retrouvé des atteintes de KRAS, HRAS, NRAS et FGFR, respectivement
dans 8%, 6%, 6% et 6% des cas''. Les mutations de la voie MAPK sont mutuellement
exclusives des mutations BRAF'' ' . IIs pourraient étre aussi utilisés comme cible

thérapeutique.

Enfin, des atteintes de PIK3CA, PTEN, CDKN2A, SMARCBI1 et CTNNBI, non exclusives

de la voie des MAPK ont été retrouvées 4 un faible pourcentage'' .
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5. CONCLUSION

L’améloblastome est une tumeur épithéliale odontogéne bénigne, principalement intra-
osseuse, de localisation mandibulaire et maxillaire. L'améloblastome est caractérisé par une

agressivité locale et une tendance a la récidive. La chirurgie est le traitement de référence.

Dans notre cohorte toulousaine comportant 28 améloblastomes, nous avons étudié
I’expression en immunohistochimie de BRAF et recherché la présence de la mutation
BRAFV600 par trois techniques de biologie moléculaire différentes : HRM, technologie
TagMan et pyroséquengage. Onze cas sur les 28 étudiés (39,3%) présentaient une expression
de BRAF en immunohistochimie et 13 cas sur 21 (61,9%) présentaient une mutation
BRAFV600E, en biologie moléculaire. L’étude en biologie moléculaire a permis de rectifier
la négativité des résultats en immunohistochimie pour 2 cas, soulignant I’intérét de I’étude en
biologie moléculaire pour les cas négatifs en immunohistochimie. A contrario, 100% des cas
positifs en immunohistochimie étaient retrouvés mutés en biologie moléculaire. L’étude en
biologie moléculaire des cas positifs n’est donc pas indispensable. Sept cas n’étaient pas
analysables du fait de l’altération trop importante des acides nucléique extraits liée a la
décalcification, en biologie moléculaire, renforgant les difficultés d’analyse des échantillons
décalcifiés, et incitant a prélever un fragment de tumeur pour une conservation sous forme

congelée.

Les deux mutations, qui se situaient sur le géne EZH2, initialement retrouvées par la
technique NGS RNAseq, n’ont pas été retrouveées par des techniques de biologie moléculaire
ciblées, prouvant que les résultats des techniques effectuées a haut débit doivent étre contrdlés

par d’autres approches moléculaires pour validation définitive.

Ainsi, la présence de la mutation BRAF dans les améloblastomes ouvre une perspective
thérapeutique intéressante du fait de 1’existence de traitement anti-BRAF. Ce traitement serait

utilisé en alternative ou en complément de la chirurgie dans des améloblastomes inopérables.
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ETUDE IMMUNOHISTOCHIMIQUE ET MOLECULAIRE D’UNE SERIE
DE 28 AMELOBLASTOMES.

RESUME EN FRANCAIS :

L’améloblastome est une tumeur épithéliale odontogéne bénigne. Cette tumeur est
caractérisée par une agressivité locale et une tendance a la récidive. La chirurgie est le
traitement de référence. Récemment, des mutations du géne BRAF ont été décrites dans les
améloblastomes.

Nous avons évalué I’incidence des mutations BRAF dans notre cohorte toulousaine de
28 améloblastomes par une double approche, immunohistochimique et moléculaire. De plus,
nous avons vérifi¢ les résultats que nous avions obtenus par une technique de séquencage de
derniére génération sur deux cas améloblastomes. En effet, nous avions retrouvé deux
mutations inconnues du géne EZH2.

Nous avons retrouvé 61,9% de cas mutés BRAFV600E dans notre cohorte
d’améloblastomes. Les deux mutations retrouvées par technique NGS, n’ont pas été validées
par deux autres techniques ciblées de biologie moléculaire. Les résultats du NGS étaient des
faux positifs.

Le traitement anti-BRAF pourrait donc étre une alternative thérapeutique en cas de
traitement chirurgical impossible.

TITRE EN ANGLAIS: Immunohistochemistry and molecular study of 28
ameloblastomas.
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