II]/S SYNTHESE

médecine/sciences 2000 ; 16 : 528-39

Alain Bernheim
Anne-Marie
Vagner-Capodano

Jérome Couturier

et le Groupe Francais
de Cytogénétique
Oncologique

A. Bernheim: Laboratoire de génomique
cellulaire des cancers, Cnrs UMR 1599, Ins-
titut Gustave-Roussy, 39, rue Camille-Des-
moulins, 94805 Villejuif Cedex, France.
AM. Vagner-Capodano: Laboratoire de
cytogénétique oncologique, Hopital
d’adultes de la Timone, boulevard Jean-
Moulin, 13385 Marseille Cedex 05, France.
{. Couturier: Unité de cytogénétique onco-
ogique, Institut Curie, 26, rue d’Ulm,
75248 Paris Cedex 05, France.

Groupe Francais de Cytogénétique Oncolo-
§ique (GFCO): Ce groupe se réunit trois
ois par ans et fait des études coopératives
sur la cytogénétique des tumeurs. S’adresser

msssss——— 2 A. Bernheim pour tout contact.

528

De la cytogénetique
a la cytogenomique
oncologique

La pertinence de ’hypothese de Boveri selon laquelle le can-
cer serait une maladie génétique, ou plutot génomique, de
la cellule, a été amplement démontrée par la cytogénétique
des cellules malignes au cours de ces trente dernieres
années. La grande majorité des tumeurs présentent, en
effet, des anomalies génomiques acquises et monoclonales.
Le premier type est la formation de genes de fusion dont
Pexemple classique est celui de la fusion FLII-EWS consé-
cutive a la translocation t(11;22)(q24;q12) de la tumeur
d’Ewing. Le second type est la perte d’information géné-
tique, que ce soit par délétion, translocation déséquilibrée,
ou tout autre mécanisme entrainant une perte d’hétérozygo-
tie ou de fonction. Fréquentes, ces pertes impliquent en
général des genes suppresseurs de tumeurs. Le troisieme
type, tres commun également, est le gain de matériel géné-
tique, allant de simples sur-représentations de segments
chromosomiques, de signification moléculaire encore mal
connue, a des amplifications, dont certaines ont une valeur
pronostique péjorative. Ces amplifications touchent de
nombreux oncogenes, qui semblent en général non altérés,
et dont P'expression serait ainsi augmentée par effet de
dose. Ces anomalies chromosomiques peuvent étre utilisées
pour le diagnostic, en raison de la spécificité de certaines
d’entre elles pour un type de tumeur donné, mais aussi,
dans un nombre encore limité de types tumoraux, pour
P’évaluation de leur pronostic. Souvent nombreuses et com-
plexes, les altérations du génome dans les tumeurs solides
doivent continuer a faire I'objet d’un inventaire le plus
exhaustif possible, essentiel pour notre compréhension des
maladies cancéreuses et de leur prise en charge thérapeutique.

‘éere moderne de la cytogéné-
tique oncologique débute en
1960 avec la découverte, par
Nowell et Hungerford, du
chromosome Philadelphie,
caractéristique de la leucémie myé-
loide chronique, interprété comme

le résultat de la délétion d’'un chro-
mosome 22. La mise au point, en
1970, des techniques de banding
chromosomique a permis ensuite
I’établissement précis du caryotype,
et un gain important de résolution
de I'analyse chromosomique. Grace a
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ces progres techniques, Rowley a pu
montrer en 1973 que le chromosome
Philadelphie résultait en fait d’une
translocation réciproque 9-22, et non
d’une délétion, démontrant ainsi
qu’un remaniement apparemment
équilibré pouvait étre a l’origine
d’un processus néoplasique. Par la
spécificité des anomalies identifiées,
I’approche cytogénétique s’est avérée
extrémement féconde dans 1’établis-
sement de la nosologie des leucé-
mies, puis des lymphomes, et fait
maintenant partie du bilan diagnos-
tique des hémopathies. L’extension
de l’analyse cytogénétique aux
tumeurs solides s’est avérée beau-
coup plus délicate en raison de la dif-
ficulté de leur mise en culture, de
leur indice mitotique souvent faible,
et, fréquemment, du nombre et de la
complexité de leurs anomalies chro-
mosomiques. Néanmoins, une
meilleure maitrise des conditions
techniques a mené progressivement,
et particulierement a partir du début
des années 1980, a I'identification de
marqueurs chromosomiques spéci-
fiques, tels que la perte d’'un chro-
mosome 22 dans les méningiomes et
la translocation 11-22 des tumeurs
d’Ewing. Ces découvertes ont mar-
qué le début d’'un développement
rapide de la cytogénétique des
tumeurs solides. Actuellement, plus
d’une vingtaine de types tumoraux
sont caractérisés par des remanie-
ments récurrents, en constituant une
véritable signature diagnostique. Les
analyses moléculaires menées a partir
de ces données ont abouti a 'identi-
fication des génes impliqués dans les
remaniements, et ont permis de pro-
poser pour ces tumeurs des modeles
fondamentaux de carcinogenese.

Les tumeurs présentent des anoma-
lies génétiques, chromosomiques en
particulier, acquises, et, en regle, clo-
nales. Des anomalies clonales récur-
rentes sont méme retrouvées dans
certains types de tumeurs bénignes.
Ces anomalies, au fur et a mesure de
leur découverte, sont maintenant
répertoriées dans des banques de
données [1-3]. La carcinogenese s’est
avérée résulter d’'un processus multi-
étapes, parfois relativement simple,
comme dans les sarcomes, souvent
complexe, comme dans les carci-
nomes. Dans la majorité des sar-
comes et dans une minorité de carci-
nomes, existent des anomalies
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initiales trés spécifiques, ayant ainsi
une forte valeur diagnostique, et des
anomalies additionnelles, moins spé-
cifiques, mais néanmoins non aléa-
toires, témoins de la progression
tumorale, dont certaines ont proba-
blement une valeur pronostique. Les
anomalies primaires meénent a des
remaniements géniques ponctuels,
tandis que les anomalies addition-
nelles aboutissent a des déséquilibres
impliquant souvent de larges seg-
ments chromosomiques. On observe,
dans les tumeurs solides, quatre types
principaux d’anomalies: les translo-
cations, les délétions, les sur-repré-
sentations et les amplifications. Nous
ferons ici un état des acquis et des
perpectives de la cytogénétique onco-
logique, plus en retenant des
modeles tumoraux caractéristiques,
qu’en donnant une présentation
exhaustive des trés nombreuses ano-
malies chromosomiques identifiées
dans les tumeurs.

Des méthodes d’analyse
du génome .
en éevolution continue

Le génome est morcelé en chromo-
somes, organites complexes qui
maintiennent leur intégrité tout au
long du cycle cellulaire en dépit de
modifications morphologiques et
fonctionnelles, allant du classique
chromosome métaphasique au
domaine interphasique. Des outils
complexes de génomique sont en
cours de développement, mais la
cytogénétique constitue déja un
moyen global d’exploration du
génome, en I'absence de toute orien-
tation diagnostique. Elle est fondée
sur des principes déja anciens, mais
toujours actuels: cellules en mitose,
choc hypotonique, bandes chromoso-
miques. Cependant, la mise au point,
au début des années 1990, de la tech-
nique de FISH (hybridation in situ en
fluorescence), puis de techniques
dérivées, a fait exploser sa résolution
et ses capacités d’analyse, puisque la
totalit¢é du génome peut désormais
étre explorée au kilobase pres a
I’aide de sondes fluorescentes (m/s
1997, n°11, p. 1237). Cela la différen-
cie de la biologie moléculaire clas-
sique, trés puissante, mais qui ne
peut s’intéresser qu’a une région
d’ADN, a un ARN ou a une protéine
déterminés.

Les techniques
cytogénétiques
classiques

L’obtention de cellules tumorales en
cours de division, par culture en sus-
pension ou en monocouche, est
indispensable pour I’analyse caryoty-
pique. Par des traitements adaptés
des préparations de métaphases, on
fait apparaitre sur les chromosomes
une alternance de bandes sombres et
claires que I'on appelle soit bandes
R, riches en séquences GC et en
genes, et de synthese précoce pen-
dant la phase S, soit bandes G, riches
en AT, plus pauvres en génes, et de
synthése tardive. Entre 300 et
500 bandes peuvent étre couram-
ment mises en évidence sur le caryo-
type haploide. Les chromosomes
sont appariés et ordonnés selon leur
longueur et la topographie des
bandes, spécifique d’une paire chro-
mosomique donnée, caractérisant
ainsi le caryotype. La nomenclature
des bandes et la description des ano-
malies font ’objet d’une convention
internationale [4]. Le génome
haploide humain est estimé a
3000 mégabases (Mb), et une bande
chromosomique moyenne a une
dizaine de Mb. La résolution de la
technique cytogénétique classique
empéche évidemment a priori d’envi-
sager la détection d’anomalies
géniques. Toutefois, la mise en évi-
dence de remaniements intergé-
niques, conséquences de déplace-
ments de segments chromosomiques
détectables, translocations ou inver-
sions, a montré que ’approche mor-
phologique était un outil puissant
pour orienter la recherche et le clo-
nage de geénes impliqués dans les
tumeurs. La cytogénétique morpho-
logique restera ainsi probablement
irremplacable, du moins dans les
prochaines années, du fait de sa
vision globale du génome et de sa
capacité a détecter des remaniements
de structure non encore identifiés.

Des outils récents
performants

* L’hybridation in situ
en fluorescence

Son principe est de visualiser in situ,
sur les chromosomes ou les noyaux,

apres dénaturation thermique, la m——— —.m—
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réassociation moléculaire ADN-ADN
d’une sonde génique ou anonyme
spécifique, a sa cible chromosomique
(m/s 1997, n°11, p.1294). Un hap-
tene (biotine, digoxigénine) ou un
fluorochrome (fluorescéine, Texas
red, cyanine) est lié de facon cova-
lente par un bras de 11 a 16 atomes
de carbone a un nucléotide. Les
nucléotides ainsi marqués peuvent
étre incorporés efficacement par voie
enzymatique (nick-translation, random
priming, PCR), pour le marquage de
sondes d’ADN. Ces sondes «froides »
ont des propriétés de dénaturation et
de réassociation quasi similaires a
celles des polynucléotides radio-
actifs. Apres lavage et détection
immunochimique éventuelle (dans le
cas d’'un marquage par un haptene),
on obtient un signal fluorescent spé-
cifique de la sonde sur mitoses ou sur
noyaux. Les avantages des sondes
non radioactives fluorescentes (stabi-
lité, résolution, rapidité de détection,
marqueurs de multiples couleurs...),
ouvrant la possibilité d’une cytogéné-
tique moléculaire, y compris sur
noyaux interphasiques sur coupes
histologiques, expliquent le dévelop-
pement rapide que connait la FISH.
La technique a beaucoup bénéficié
des progres de l'imagerie microsco-
pique numérisée. Adaptée a la détec-
tion de séquences uniques (cos-
mides, PAC, YAC) avec une efficacité
de plus de 90 % des cibles, la tech-
nique de FISH s’est montrée tres per-

k -
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formante, méme dans 'utilisation de
sondes complexes. Ainsi, les pein-
tures chromosomiques, totales ou
partielles, obtenues apres tri de chro-
mosomes ou microdissection, sont
des cocktails de séquences formant
des sondes spécifiques de chromo-
somes ou de régions chromoso-
miques. Disponibles commerciale-
ment en plusieurs couleurs, voire en
24 couleurs différentes visibles simul-
tanément (SKY, multifish) [5, 6]
(figure 1), ces réactifs bouleversent la
cytogénétique, car des remaniements
variés précédemment passés inaper-
cus sont désormais détectables.

¢ L’hybridation génomique
comparative (CGH)

La CGH [7, 8] consiste a hybrider
ensemble un mélange équimolécu-
laire d’ADN tumoral marqué par la
fluorescéine (vert) et d’ADN normal
marqué par la rhodamine (rouge),
en présence d’ADN Cot 1 (non mar-
qué) comme compétiteur des
séquences répétitives, sur des chro-
mosomes humains normaux, véri-
tables micromatrices naturelles. Les
images en fluorescence sont saisies
par un systeme d’imagerie numérisée
qui permet de classer les chromo-
somes et d’établir des profils du rap-
port des fluorescences vertes/rouges
le long de ces derniers (figure 2). Un
rapport vert/rouge équilibré donne
une couleur ocre. La couleur rouge

d’un segment de chromosome tra-
duit un déficit de 'ADN tumoral,
donc une perte de cette région chro-
mosomique ; un segment de chromo-
some coloré en vert signe I’exces de
séquences de cette région, donc une
sur-représentation ; une intense
bande verte signe 'amplification de
I’ADN tumoral de cette région. La
technique est ainsi particulierement
adaptée a la détection des anomalies
quantitatives du génome tumoral. La
résolution reste un facteur limitant
de la technique, car une perte ou un
gain ne peuvent étre visible que s’ils
dépassent plusieurs mégabases.
L’ADN peut étre préparé a partir de
matériel frais, congelé, et méme de
coupes en paraffine (convenable-
ment fixées). Cela permet une éven-
tuelle microdissection des seules
zones tumorales et aussi de travailler
a partir de matériel archivé.

e Les fibres d’ADN

Afin d’augmenter la résolution de
I’analyse, ’ADN nucléaire ou chro-
mosomique peut étre déspiralisé sous
forme de fibres, apres étalement par
des techniques variées (halo, pei-
gnage) (m/s n° 11, vol. 13, p. 1299).
Ces fibres forment d’excellentes
cibles pour la FISH [9] (figure 3).
Avec de telles techniques, on peut
atteindre au microscope optique une
résolution de 1 a 2 kb, ce qui permet
de caractériser des remaniements

2 3
|:|---- 11
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Figure 1. Caryotype spectral d’'une tumeur complexe. A chaque paire chromosomique normale correspond une cou-
leur déterminée. A gauche, le chromosome en pseudocouleur, a droite le chromosome en fluorescence réelle. Les
sesee——— remaniements sont visualisés par la juxtaposition de segments de couleurs différentes (fleches). (D’aprés [6].)
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Figure 2. Extrait des profils de CGH d’un rhabdomyosarcome. Pour chaque
chromosome, la courbe représente le rapport entre la fluorescence de '’ADN
tumoral et celle de 'ADN normal. Les régions chromosomiques sur-repré-
sentées dans I’ADN tumoral sont indiquées par un décalage a droite, par rap-
port a l'axe, les régions délétées, par un décalage a gauche. Il existe dans
cette tumeur, qui était tétraploide, une perte d’'un chromosome 10, et une
amplification de la région distale du chromosome 12, liée a la présence de
chromosomes double minutes. Une région du bras long du 17 est, en outre,
sur-représentée.

-H_RG2523813

Figure 3. Fibre d’ADN peigné provenant d’une tumeur papillaire du rein
xénogreffée (RCC 47, AF Goguel). Elle est révélée par FISH avec le BAC H-
RG253B13 révélant I'oncogéne MET en vert entouré de cosmides révélant les
régions 5’ et 3’ en rouge (A. Bensimon).
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avec une précision voisine de celle
du Southern blot.

A plus long terme, les «puces» a
ADN vont permettre d’analyser le
génome [10] et la transcription d’un
point de vue quantitatif (m/s 1997,
n°11, p.1317). Les anomalies qui
seront révélées seront a interpréter
en fonction des autres caractéris-
tiques génomiques, sachant que les
remaniements de structure respon-
sables de ces anomalies quantitatives
ne seront pas détectés par les tech-
niques envisagées actuellement.

Des modeéles
de carcinogenése

Les tumeurs a genes de fusion

Dans ces tumeurs, sont observées des
translocations apparemment équili-
brées dont les points de cassure sie-
gent, pour chacun des deux chromo-
somes, a l’intérieur des génes
impliqués (pour revue, voir [11, 12]).
Elles forment ainsi des genes de
fusion et des transcrits chimériques,
pouvant aboutir a I’expression d’une
protéine anormale. Ces transloca-
tions constituent des événements ini-
tiaux spécifiques d’un type de
tumeur donné, donc de grande
valeur diagnostique, qui seront suivis
d’anomalies de nombre ou de struc-
ture surajoutées au cours de la pro-
gression tumorale. Ce modéele, tres
représenté dans les hémopathies, est
observé particulierement dans les sar-
comes et les tumeurs neuroectoder-
miques (Tableau I). L’identification
des genes impliqués dans ces rema-
niements a montré qu’il s’agissait
essentiellement de genes de facteurs
de transcription, pouvant donc déré-
gler des expressions géniques. La
confrontation des remaniements
identifiés avec les types de tumeurs
examinés a apporté plusieurs infor-
mations importantes. Elle a montré
tout d’abord qu’une méme transloca-
tion peut étre partagée par des
tumeurs différentes sur le plan histo-
logique, permettant de les rattacher
a la méme origine histogénétique. 11
en est ainsi de la translocation
t(11;22), aboutissant a la fusion des
genes FLII et EWS, retrouvée dans la
tumeur d’Ewing (figure 4), mais aussi
dans le neuroépithéliome, la tumeur
d’Askin, et I’esthésioneuroblastome

(m/s 1993, n°9, p.994). Cela a amené mmmm—
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Tableau |

REMANIEMENTS CHROMOSOMIQUES ET GENES IMPLIQUES DANS LES TUMEURS A GENE DE FUSION

Type tumoral

Remaniement chromosomique

Geénes fusionnés

Tumeur d’Ewing

Chondrosarcome myxoide

Tumeur desmoplastique
a cellules rondes

Mélanome
des tissus mous

Dermatofibrosarcome protubérant

Fibrosarcome congénital,
néphrome mésoblastique
Rhabdomyosarcome alvéolaire
Sarcome synovial
Liposarcome myxoide

Carcinome papillaire juvénile du rein

Carcinome papillaire de la thyroide

1(11;22)(q24;912)
1(21;22)(922;912)
t(7;22)(p22;912)
1(17;22)(912;912)
1(9;22)(922;912)

1(11;22)(p13;912)

1(12;22)(913;912)

r, t(17;22)(g22;923)
t(12;15)(p13;q25)
1(2;13)(q35;914)
t(1;13)(p36;914)

t(X;18)(p11.2;911.2)

1(12;16)(q13;p11)
t(X;1)(p11;921)
t(X;1)(p11;p34)
t(X;17)(p11;925)

inv, 1(10;...)(q11.2;...)

FLIT/EWS
ERG/EWS
ETVI/EWS
ETAF/EWS
TEC/EWS

WTT1/EWS

ATF1/EWS

COL1A/PDGFB
ETV6/NTRK3
PAX3/FKHR
PAX7/FKHR

SSX1/SYT
SSX2/SYT

CHOP/FUS-TLS
TFE3/PRCC
TFE3/PSF

RET/PTCI1, 2, 3

a regrouper toutes ces tumeurs dans
la famille des tumeurs d’Ewing [13].
Il existe des variants de ce remanie-
ment, et, dans environ 10 % des cas,
le chromosome 22 est transloqué
avec d’autres partenaires que le 11,
principalement le 21 et le 7, aboutis-
sant a une fusion ERG/EWS et
ETVI/EWS. Un autre point impor-
tant a été la démonstration qu'un
méme geéne pouvait étre impliqué,
par remaniements avec d’autres par-
tenaires, dans des tumeurs de types
différents. Ainsi, EWS est impliqué
dans une fusion avec TEC a la suite
d’une translocation t(9;22) dans le
chondrosarcome myxoide, dans une
fusion avec WT1 par une transloca-
tion t(11;22), différente de celle des
tumeurs d’Ewing, dans la tumeur
desmoplastique a cellules rondes,
dans une fusion avec ATF1 par une

s translocation t(12;22), et dans le
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mélanome des tissus mous (m/s 1993,
n°l1, p.1267). 11 apparait aussi que
plusieurs génes impliqués dans les
tumeurs solides, le sont aussi dans
des leucémies. L’élément transloqué
peut étre, de plus, amplifié, c’est-a-
dire dupliqué en un grand nombre
de copies, comme dans le dermatofi-
brosarcome protubérant, ou le rhab-
domyosarcome alvéolaire. Ces rema-
niements constituant la signature
génétique d’un type de tumeurs
donné, ont une grande utilité dia-
gnostique, surtout du fait que ces
tumeurs sont souvent peu différen-
ciées sur le plan histologique. Le clo-
nage des points de cassure des trans-
locations et I'identification des geénes
impliqués a ouvert la possibilité d’un
diagnostic moléculaire rapide et sen-
sible par PCR. L’examen caryoty-
pique conserve son intérét pour la
reconnaissance des translocations

variantes et des anomalies addition-
nelles, gains et pertes de segments
chromosomiques, amplifications,
dont la signification pronostique est
actuellement a I’étude dans plusieurs
types tumoraux.

Les tumeurs avec délétions

Ce modele a été inauguré par
I’exemple du rétinoblastome, ame-
nant au concept de genes suppres-
seurs de tumeurs (pour revue, voir
[14, 15]. Cette tumeur pédiatrique de
I’ceil peut survenir soit sous forme
héréditaire, soit sous forme spora-
dique (m/s 1990, n° 10, p. 972). Knud-
son, en 1971, étudiant la fréquence
du rétinoblastome dans les deux
formes, a proposé le modéle mainte-
nant classique, a deux étapes [16]. Le
rétinoblastome survient par inactiva-
tion des deux copies du géne dans la
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Figure 4. Caryotype d’une tumeur d’Ewing, montrant la présence de la trans-
location 11-22 caractéristique. Trisomies 8 et 19, a titre d’anomalies addi-
tionnelles (les monosomies 10 et 12 étaient limitées a cette mitose).

méme cellule précurseur. Le premier
événement est une mutation germi-
nale, dans les formes héréditaires, et
somatique, dans les formes spora-
diques. Le second événement, tou-
jours somatique, est fréquemment
une perte ou une délétion partielle
du chromosome non muté, complé-
tant ainsi I'inactivation du locus. La
localisation et I'identification du géne
RBI a été rendue possible par I'exa-
men caryotypique de patients excep-
tionnels présentant, en plus d’un réti-
noblastome, des malformations
congénitales et un retard mental. Ces
patients montraient des délétions ou

des remaniements constitutionnels
impliquant constamment la bande
13q14, constituant le premier événe-
ment de la tumorigenéese. Des délé-
tions sont retrouvées dans seulement
environ 20 % des rétinoblastomes
caryotypés. En effet, des délétions
cytogénétiquement détectables ne
sont pas les événements les plus fré-
quents dans le rétinoblastome, de
méme que dans la plupart des
tumeurs a geénes suppresseurs de
tumeurs. Des mécanismes comme
une mutation, I'iso-disomie monopa-
rentale, ou la reduplication d’une
monosomie 13, peuvent expliquer

Figure 5. Amplification de I'oncogéene MIYCN dans un rétinoblastome. La
métaphase montre la présence de trés nombreux chromosomes double
minutes (a gauche). La FISH avec une sonde de MYCN marquée a la rhoda-
mine montre les signaux d’hybridation sur les double minutes (& droite).
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I’absence de délétion apparente.
Comme toute autre tumeur, les réti-
noblastomes peuvent montrer, en
plus de la délétion du 13, anomalie
primaire, des anomalies addition-
nelles, comme I'iso 6p, aboutissant a
une tétrasomie 6p, des gains de 1q, et
des pertes de 16, en particulier du
16q. Dans 2% a 4% des cas sont
observées aussi des amplifications de
MYCN, sous forme de chromosomes
double minutes (figure 5). Ces anoma-
lies sont liées a la progression tumo-
rale, et leur valeur pronostique éven-
tuelle est en cours d’étude. Le
rétinoblastome montre que les délé-
tions peuvent étre causales, ou surve-
nir a titre d’anomalies additionnelles.
Les autres tumeurs associées a une
délétion primaire démontrée sont
peu nombreuses: le carcinome rénal
non papillaire a cellules claires et le
carcinome du poumon a petites cel-
lules, avec une perte du 3p, la tumeur
de Wilms, avec une perte du 1lp, le
méningiome et la tumeur rhabdoide,
avec une perte du 22q [14, 17].

Les sur-représentations
et amplifications

Les sur-représentations, qui commen-
cent avec les trisomies, qu’elles soient
complétes ou partielles, sont extré-
mement fréquentes. De signification
biologique trés mal connue, elles
font partie, en regle générale, des
anomalies additionnelles survenant
lors de la progression tumorale. Sans
avoir la spécificité des anomalies ini-
tiales, elles ne sont pas aléatoires. Le
carcinome papillaire du rein, avec ses
trisomies progressives (voir plus loin),
en est un modele caractéristique. Le
role de la région 7q31 qui porte
I’'oncogene MET a été souligné dans
ces tumeurs, malgré un nombre de
mutations apparemment faible (m/s
1997, n°8-9, p. 1077). La duplication
du chromosome Philadelphie, por-
teur du gene de fusion BCR-ABL,
observée parfois dans I’évolution de
la leucémie myéloide chronique,
laisse supposer aussi la possibilité
d’une sélection des cellules porteuses
de plusieurs copies d’'un oncogene,
actif spontanément ou apres gain de
fonction.

Les amplifications de geénes (plus de
5 copies par génome haploide) sont
assez fréquentes dans certains types
de tumeurs solides. Elles se font par s
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la multiplication parfois tres impor-
tante (50 a 100 copies) de chromo-
somes minuscules appelés «double
minutes» (figure 5). Ce sont des élé-
ments acentriques, et leur nombre
varie considérablement d’une cellule
aI’autre en raison de leur ségrégation
aléatoire lors de la mitose. Les ampli-
fications peuvent aussi prendre la
forme de HSR (homogeneously staining
region), segments de coloration homo-
gene attachés a un ou a plusieurs
chromosomes, faits de duplications
en tandem d’une séquence génique.
Des modeles expérimentaux d’ampli-

fication de genes de résistance a des
drogues induite par un traitement
des cellules avec ces produits mon-
trent le role de sites fragiles, la créa-
tion d’anneaux excisés ou I’obtention
de HSR par un processus de ponts-
cassures-fusion [18]. In vivo, les
amplifications touchent de nombreux
oncogénes dont la séquence ne
semble pas altérée. Il s’agirait 1a d’un
effet de dose. Les fonctions de ces
genes sont tres diverses (Tableau II).
Les amplifications s’observent dans
un grand nombre de types tumoraux
(Tableaw III) et surviennent, en regle

générale, au cours de la progression
tumorale [8, 19]. Dans le neuroblas-
tome, I'amplification de MYCN a une
valeur pronostique péjorative claire-
ment établie. L’oncogéne ERBB2 est
amplifié dans 20 % environ des can-
cers du sein [20], par formation
d’HSR (figure 6); cette amplification
est tres fortement corrélée a I’expres-
sion de la protéine [21]. Cette hyper-
expression est a ’origine d’une straté-
gie originale de traitement ciblé des
patientes ayant une tumeur avec
amplification du gene, par I'intermé-
diaire d’anticorps anti-c-erbB-2 [22].

Tableau Il
ONCOGENES CONNUS POUR ETRE IMPLIQUES DANS DES AMPLIFICATIONS
DANS LES TUMEURS SOLIDES
Oncogéne Localisation Fonction de la protéine Type de cancer
BCL1 11913.3 Cycline D1 Sein, ORL, vessie
G1/S-spécifique
CDK4 12914 Kinase dépendante des cyclines Sarcomes
MDM2 12914-15 Protéine se liant a p53 Sarcomes
EGFR/ERBB1 7p12 Récepteur de I'EGF Glioblastome multiforme,
carcinomes épidermoides, sein, vessie
ERBBZ2/NEU 17q12-921 Récepteur de Sein, ovaire, estomac, rein,
facteur de croissance glandes salivaires, cOlon
HSTF1 11913.3 Facteur de croissance des fibroblastes 4 Sein, cesophage
INT1/WNT1 12913 Facteur de croissance ? Rétinoblastome
INT2 11913.3 Facteur de croissance des fibroblastes 3 Sein, cesophage, ORL, mélanome
MET 7931 Récepteur du facteur Estomac
de croissance des hépatocytes
MYB 6g22-q23 Protéine se liant a I’ADN Colon, mélanome
MyYC 8024.12-13 Protéine se liant a I’ADN Poumon a petites cellules, poumon
a cellules géantes, sein,
colon, estomac, col utérin
MYCN 2p24.3 Protéine se liant a I’ADN adénocarcinome du poumon,
poumon a petites cellules,
neuroblastome, rétinoblastome,
médulloblastome, glioblastome,
astrocytome, rhabdomyosarcome
MYCL1 1p34.3 Protéine se liant a ’ADN Cancer du poumon a petites cellules
RAF1 3p25 Sérine/thréonine protéine-kinase Adénocarcinome du poumon
HRAS1 11p15.5 GTPase Vessie
KRAS2 12p12.1 GTPase Corticosurrénalome, carcinome
du poumon a cellules géantes
NRAS 1p13 GTPase Sein
D’aprés [19].
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Tableau Il

REGIONS CHROMOSOMIQUES D’AMPLIFICATION RECURRENTE DETECTEES PAR CGH (ADAPTE DE [19]

Tumeur d'Ewing

Histiocytome fibreux malin

des tissus mous

Liposarcome bien différencié
Léiomyosarcome

Synovialosarcomes
Rhabdomyosarcomes embryonnaires
Rhabdomyosarcomes alvéolaires

Carcinomes

Sein

Ovaire

Col utérin

Testicule

Cancer papillaire du rein

Cancer du poumon

a petites cellules

Cancer épidermoide du poumon

ORL

Foie
Esophage
Estomac
Colon

Tumeurs nerveuses
Tumeurs gliales
Médulloblastome
Neuroblastome
Neurosarcomes des NF1
Mélanome

Tumeur Régions amplifiées
Sarcomes
Ostéosarcome 1p22-31, 1921-23, 6p11-21, 8921-23, 12p13, 17p11-12, Xp11-21

1921-22

1921-23, 5p14-15, 12q13-14, 13g31-qgter

1921-23, 12914-21
1921-23, 8q, 17p

8q

8q

2p24, 12q13-q15, 13914

8p11-12, 8g23-qgter, 11913-q14, 15q24-qter, 17q11-12, 17922-925, 20912-q13

1923-32, 6p21, 12p12
3q24-28, 5p13-pter
12p11-12, 19p13.2-pter
7931

1p32-36, 2p23, 3g26-qgter, 5p, 7911, 8924, 13933-34, 19913
3926, 5p15, 6p12, 7911, 89g22-24, 11q13-14, 12p11-12, 13q22-qgter, 14g13-21,

17924-25, 19q, 20p11-12

1921-23, 2931-33, 3q24, 3q26-qter, 5p15, 7921-22, 8924, 11913-q14, 12p12-

pter

1911-923, 6p11-22, 8q11-24, 17p11, 20q13-qgter, Xq22-qter

5p, 11911-13, 20q

7q31, 8p22-23, 8q23-24, 17q12-21, 20q

8g24, 20913

7p12-13, 7921, 8923-24, 12p, 12q13-15, 13932-34

8qg24

2p23-p25
17924-925

6p, 8q, 8g24-qter,

I Les tumeurs bénignes

Les études cytogénétiques ont mon-
tré que des tumeurs bénignes pou-
vaient présenter des anomalies chro-
mosomiques clonales, équilibrées ou
déséquilibrées (pour revue, voir
[12]). Des sous-types caryotypiques
peuvent méme étre individualisés sur
la base des remaniements observés,
comme dans les adénomes pléo-
morphes de la parotide, les leio-
myomes et les lipomes.

Certaines tumeurs bénignes ont un
potentiel de récidive. Le modele du
méningiome est caractéristique : envi-
ron 10 % d’entre eux, considérés
comme atypiques sur le plan histolo-
gique, sont classés grade II ou III, et
peuvent récidiver, méme apres exé-
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rése apparemment compléte. Les
corrélations histopathologiques et
cytogénétiques ont montré que les
tumeurs de grade I présentent une
monosomie 22 compléte ou partielle
isolée, alors que des anomalies com-
plexes de nombre et de structure
sont observées dans les tumeurs de
grades II et III [23, 24]. Les études
en CGH ont montré I'accumulation
des anomalies génomiques quantita-
tives avec ’augmentation de la mali-
gnité. Dans les tumeurs de grade II
sont observées, en plus de la perte de
22, des pertes des 1p, 14q, 18q, 10, et
6q, et des gains de 20q, 12q, 15q, 1q,
9q, et 17q, par ordre de survenue
[25]. Dans les tumeurs de grade III,
les pertes des 10, 14q, 6q, et 9p sont
observées avec une fréquence accrue.

Ces tumeurs présentent en outre des
amplifications fréquentes de 17q23
[25]. Ce modéele montre I'apport de
la cytogénétique dans I’évaluation du
pronostic de tumeurs de malignité
mcertaine.

I Des tumeurs complexes

Certains types de tumeurs peuvent
étre complexes du fait de leur hété-
rogénéité génétique, ou de l'intrica-
tion dans le méme type tumoral de
plusieurs modeles de carcinogenese,
comme dans le neuroblastome et
les carcinomes rénaux. D’autres
tumeurs, comme la majorité des car-
cinomes, sont complexes car elles
sont le produit d’'une accumulation

d’événements génétiques progressifs. m—
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Figure 6. Analyse du statut de I'oncogéne ERBB2 par FISH avec une sonde
marquée a la fluorescéine sur coupes histologiques dans les cancers du sein.
A gauche, tumeur sans amplification: présence de 2 a 3 copies du géne par
noyau. A droite, tumeur avec forte amplification : présence de trés nombreux
signaux par noyau, groupés en amas.

Le neuroblastome

Le neuroblastome constitue la
tumeur solide extracérébrale la plus
fréquente de I’enfant, avec une inci-
dence de 1 cas pour 7 500 naissances.
Il se caractérise par une extréme
variabilité clinique. Dans certains cas,
la tumeur guérit aprés un traitement
minime, ou méme régresse spontané-
ment. Dans d’autres cas, la tumeur
est tres agressive. Cerner au plus
juste, des le diagnostic, le pronostic
de chaque cas est capital, car les déci-
sions thérapeutiques qui en décou-
lent sont lourdes de conséquences.
Ont valeur pronostique, I’age au dia-
gnostic et I'extension de la tumeur.
Les stades I et 11, localisés, sont d’évo-
lution favorable, alors que les
tumeurs de stades III et IV, volumi-
neuses et métastatiques, sont de pro-
nostic réservé [26]. Ces seuls critéres
cliniques restent cependant incer-
tains, surtout dans les formes inter-
médiaires (stades IIb et III). Ces
tumeurs présentent plusieurs mar-
queurs génétiques caracteristiques
[27, 28]. Les tumeurs des stades I, II,
et parfois III sont fréquemment tri-
ploides Cette triploidie est, en regle
générale, associée a un pronostic
favorable. Une amplification de
I’oncogene MYCN sous forme de
chromosomes double minutes, détec-
table par technique de FISH (figure
7), est observée surtout dans des
stades III et IV, et est de mauvais pro-
nostic. L’existence de micrométas-
tases médullaires peut aussi étre

détectée par cette approche, qui peut
étre sensibilisée en combinant anti-
corps spécifiques de neuroblastes et
FISH. Une délétion du bras court du
chromosome 1, dans la région 1p36
est observée fréquemment (figure 7).
Elle serait aussi de valeur pronos-
tique défavorable (m/s 1996, n°6,
p. 756). 11 est probable qu’une autre
région, plus proximale, soit aussi
impliquée. La sur-représentation de
la région 17q a été mise en évidence
plus récemment [29]. Il s’agit en
général de fragments del17q22-17qter
transloqués sur d’autres chromo-
somes de maniere déséquilibrée,
avec des points de cassure variables
d’un malade a I'autre et parfois dans
la méme cellule. Une forme récur-
rente d’anomalie est le der(1)
t(1;17) qui aboutit au remplacement
de 1p34-p36 par 17q22-qter. Cette
anomalie, qui se produit en phase
G2, aboutit fonctionnellement a une
del(1p) et a une trisomiel7q22-qter.
La sur-représentation du 17q est
I’anomalie génétique la plus fré-
quente du neuroblastome, suivie de
la del(lp) et de I'amplification de
MYCN. Ces résultats ont été ultérieu-
rement confirmés sur plus de 300 cas
par une étude collaborative par tech-
nique de FISH ou CGH entre plu-
sieurs laboratoires européens, dans le
but de préciser le rdle pronostique
de ces remaniements [30]. Toutes les
tumeurs présentant une amplifica-
tion de MYCN présentaient, soit la
sur-représentation de la région

17q22-qter (71 % des cas), soit la

délétion 1p, soit encore une associa-
tion des deux. Aucune amplification
de MYCN n’a été observée en
I’absence de I'un ou l'autre de ces
deux remaniements. Ces résultats
suggerent que la sur-représentation
du 17q ou la délétion lp sont des
préalables indispensables a I’amplifi-
cation de MYCN. L’étude de la survie
de ces patients a démontré que les
facteurs de plus mauvais pronostic
étaient, par ordre décroissant, le gain
de 17q (facteur de risque de déces X
3,4), la délétion 1p (risque x 2,2), le
stade IV (risque X 1,9). Le neuroblas-
tome est ainsi un exemple de la
contribution de la cytogénétique a la
classification d’une entité morbide
hétérogeéne, et a I'établissement du
pronostic de ses sous-types. C’est
aussi I’exemple d’une tumeur com-
plexe associant le modele de geéne(s)
suppresseur(s) de tumeur, et I'exis-
tence d’amplifications d’un onco-
gene.

Les carcinomes rénaux

Ils forment un groupe hétérogene de
tumeurs qui peut étre divisé en plu-
sieurs types en fonction de leur cyto-
logie, de leur architecture, et de la
cellule du néphron de laquelle ils
sont supposés dériver. Deux types
principaux, les carcinomes non papil-
laires a cellules claires, et les tumeurs
papillaires, représentant respective-
ment 80% et 10% des carcinomes
rénaux peuvent étre distingués, mais
il existe parfois des chevauchements
entre les deux types. Typiquement,
les tumeurs non papillaires sont
d’emblée carcinomateuses, tandis
qu’existe, pour les tumeurs papil-
laires, un continuum entre adénome
et carcinome, rendant parfois diffi-
cile le diagnostic de malignité. Le
pronostic des tumeurs papillaires est
meilleur que celui des non-papil-
laires. Les données cytogénétiques,
puis moléculaires, ont montré que
les deux types différaient clairement
sur le plan génétique: les carcinomes
non papillaires sont caractérisés par
une perte du bras court du 3 impli-
quant au moins la région p11-21, non
retrouvée dans le type papillaire
[31]. Cette délétion est, dans 50 %
des cas, le résultat d’une transloca-
tion déséquilibrée du 3 avec la région
5q22-23, aboutissant aussi a une triso-
mie partielle pour le bras long du 5.
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Figure 7. Analyse par FISH du statut de deux facteurs pronostiques dans le
neuroblastome: la délétion du bras court du 1, et I'amplification de MYCN.
A gauche, double hybridation avec une sonde centromérique du 1 marquée
par la fluorescéine, et une sonde télomérique du 1p marquée par la rhoda-
mine, sur une métaphase d’un neuroblastome. L’un des 1 n’hybride pas la
sonde rouge, et est donc délété. A droite, hybridation avec une sonde de
MYCN marquée par la rhodamine sur des noyaux interphasiques de la
méme tumeur. Présence de trés nombreux signaux attestant la présence

d’une amplification de I'oncogéne.

La perte du 3p est treés probablement
initiale. Cette délétion évoque un
modele par perte de géne(s) sup-
presseur(s) de tumeurs, dont I'identi-
fication est en cours. Le gene VHL,
dont les mutations prédisposent,
entre autres, aux tumeurs du rein
dans le syndrome de Von Hippel Lin-
dau, est localisé a proximité du télo-
mere en 3p25-p26, mais n’est proba-
blement pas impliqué dans la
majorité des carcinomes sporadiques.
Les tumeurs papillaires ne montrent
pas la délétion du 3p, mais des gains
systématisés de chromosomes, avec,
au stade adénome, trisomies 7 et 17,
et perte de I'Y chez 'homme. La pro-
gression du stade adénome au stade
carcinome se fait par gain de chro-
mosomes 7, 12, 16, 17, et 20, par
ordre d’acquisition [31]. Ce type
tumoral illustre le caractéere multi-
étapes de la carcinogenese, particu-
lierement clair dans les carcinomes.
La signification de ces sur-représenta-
tions chromosomiques n’est pas
connue a I'’heure actuelle. I’analyse
de carcinomes papillaires métasta-
tiques a montré dans deux tumeurs
la présence en exces de minichromo-
somes dont 'analyse apres microdis-
section a montré qu’ils étaient consti-
tués de la bande 7q31, contenant
I'oncogene MET [32]. 11 est ainsi pos-

m/s n°4, vol. 16, avril 2000

sible que la sur-représentation du 7
puisse augmenter I’expression de
MET. Cela est a rapprocher de tres
rares tumeurs papillaires familiales
du rein dans lesquelles le gene de
susceptibilité est, la aussi, MET, mais
avec des mutations oncogeénes [33].
Des mutations de MET entrainant un
gain de fonction ont été aussi trou-
vées dans quelques tumeurs spora-
diques. Récemment, a coté de ce
type de tumeurs rénales papillaires
avec anomalies de nombre, a été
individualisé un sous-type rare, surve-
nant chez le sujet jeune, caractérisé
par des translocations du chromo-
some X: t(X;1)(p11.2;q21.2), et,
exceptionnellement, t(X;1)(p11.2;
p34) et t(X;17) (p11.2;925) [34, 35].
La conséquence de ces translocations
est la formation de geénes de fusion
entre le gene de facteur de transcrip-
tion TFE3, sur I'X, et différents parte-
naires, les genes PRCC, sur le 1q, et
PSFE, sur le 1p [36]. Ce type de rema-
niements, trés inhabituel dans les
carcinomes, rappelle celui observé
principalement dans les sarcomes.
Ainsi, comme pour le neuroblas-
tome, la cytogénétique a contribué
largement, dans ces derniéeres
années, a la révision de la nosologie
de ce groupe histologiquement com-
plexe des carcinomes rénaux.

Les carcinomes

Les carcinomes papillaires du rein
mis a part, les carcinomes en général,
tumeurs de loin les plus fréquentes
en pathologie humaine, échappent
pour le moment largement a I’ana-
lyse cytogénétique, et c’est probable-
ment pour ces tumeurs que des pro-
gres significatifs sont a attendre dans
les prochaines années. Les carci-
nomes sont le modéle du processus
multi-€tapes de la progression tumo-
rale, et I'introduction de la CGH est
en train de clarifier notre compré-
hension des déséquilibres géno-
miques complexes de ces tumeurs [3,
8]. Au contraire des sarcomes ou des
tumeurs neuroectodermiques, les
carcinomes posent peu de difficultés
diagnostiques. Ils posent, en
revanche, le probléme de la recon-
naissance, parmi les tumeurs de bas
grade histologique, de celles qui
seront néanmoins de pronostic défa-
vorable. L’identification de mar-
queurs génomiques, tels que pertes,
gains, ou amplifications, devrait per-
mettre d’améliorer I’évaluation pro-
nostique et la prise en charge théra-
peutique de ces tumeurs.

I Conclusions

De multiples données expérimen-
tales, dont certaines toutes récentes
[37], conduisent a penser que la for-
mation d’un cancer est un processus
multi-étapes. Une tumeur évolue par
une succession d’expansions clo-
nales, chacune se caractérisant par
I’acquisition d’une nouvelle anoma-
lie génétique conférant a la cellule
des capacités invasives ou métasta-
tiques supplémentaires. Dans le cas
du neuroblastome, par exemple, les
tumeurs peu évoluées et de bon pro-
nostic ne présentent que peu d’ano-
malies génétiques, alors que les
tumeurs avancées, de pronostic péjo-
ratif, en cumulent. Cela explique la
complexité parfois extréme des ano-
malies et la difficulté de I'analyse. Il
est prévisible qu'une meilleure prise
en charge thérapeutique passe par
une meilleure caractérisation des
tumeurs, un véritable typage géné-
tique, qui devrait ouvrir la voie a des
traitements plus spécifiques. La cyto-
génétique oncologique a déja permis
d’identifier de nombreuses altéra-
tions génomiques: translocations for-
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mant des génes chimériques dans de
nombreux sarcomes, comme la trans-
location t(11;22) des tumeurs
d’Ewing, déletions spécifiques
comme la perte de 1p36 dans les
neuroblastomes, amplifications,
comme celle de MYCN dans cette
méme tumeur. Pour de nombreuses
délétions, sur-représentations et
amplifications, souvent liées au diag-
nostic, au pronostic et au suivi, est
attendue l’identification des geénes
impliqués. La progression tumorale,
les métastases, les résistances aux
drogues, témoignent de l’extréme
capacité d’adaptation d’'un génome
pathologique aux agressions. Il est
clair que l'intégration de tous les
outils de la génomique au niveau de
la cellule, la cytogénomique, qui
explore I'organisation du génome a
I’échelle de la cellule et du tissu, est
une réponse au défi de caractériser
chaque tumeur individuellement.
Cette stratégie, qui n’est plus futuriste,
pourra ouvrir la voie a I'adaptation a
chaque cas des thérapies existantes, et
surtout permettra I’émergence de
nouvelles approches vers des théra-
peutiques hautement spécifiques
ciblées sur les cellules présentant des
marqueurs génétiques déterminés m

A. Bernheim.
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Summary

From cytogenetics to cytogenomics of tumors

Cytogenetics of malignancy develo-
ped over the last thirty years have
clearly demonstrated that cancers
are an acquired genetic, in fact
genomic, disease of the cell, thus
validating the old Boveri hypothesis.
Nearly all tumors clearly show geno-
mic abnormalities with a monoclo-
nal expansion in most cases. Forma-
tion of fusion genes is the first type,
the prototype being the FLII-EWS
fusion due to the t(11;22) (q24;q12)
translocation from Ewing sarcoma.
These are most often observed in
sarcomas or in neuroectodermal
tumors. The fusion gene can be
amplified, for example the
PAX3/FKHR fusion of t(2;13)
(q35;q14) characteristic of alveolar
rhabdomyosarcoma. The second
type is loss of genetic information
either following chromosomal rear-
rangements (deletions, unbalanced

translocations) or other genetic
events (mutation, loss of function)
detected by a loss of heterozygosity.
Tumor suppressor genes are gene-
rally involved in these frequent rear-
rangements. The third type of geno-
mic event are gains of genetic
material, ranging from moderate
over-representation of a chromoso-
mal segment to amplified sequences
of oncogenes taking on the appea-
rance of double minute or HSR
during metaphases. Small gains are
more difficult to study than ampli-
fied regions, and are less well
known, but recent results clearly
show that the dosage effect of onco-
genes is also probably involved in
their selection. The multistep pro-
cess leading to malignancy is
demonstrated by the presence of
acquired multiple chromosomal
abnormalities in solid tumors, and

their increasing complexity during
metastasis or relapse. Several of the
genomic rearrangements are tumor-
specific and can be used for diagno-
sis, and in some situations for pro-
gnosis. For example in
neuroblastoma, one of the most fre-
quent solid tumor of children, dele-
tion of 1p36, amplification of MYCN
and over-representation of 17q in
tumor cells, are important prognos-
tic factors. Cytogenomics of mali-
gnant cells ranges from chromo-
some banding morphology to
DNA-DNA micro-arrays through
FISH, CGH, DNA fibers, microdis-
section and careful determination of
the phenotype of studied cells. This
will allow individual genotyping of
the malignant tumor which is a pre-
requisite to highly targeted and the-
refore specific treatments.
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