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RESUME

Introduction : La classification de 'OMS 2021 des tumeurs du systéme nerveux central (SNC)
a fait évoluer la démarche diagnostique en Neuro-Oncologie. Avec le développement de
techniques de biologie moléculaire toujours plus performantes, le diagnostic histomoléculaire,
ou « intégré » (intégrant les données histopathologiques et moléculaires), est devenu central
dans la classification des tumeurs du SNC. Le méthylome y occupe une place croissante,
notamment en pédiatrie. Méme si I'apport de cette technique est indiscutable, les résultats
obtenus a partir d’algorithmes d'intelligence artificielle doivent étre considérés avec un regard
critique. Le but de ce travail était d’évaluer I'apport du méthylome dans le diagnostic des
tumeurs du SNC depuis sa mise en place en 2021 dans le département de Pathologie du CHU
d’Angers.

Matériel et Méthodes : Notre cohorte rétrospective comprenait 256 tumeurs du SNC ayant
fait I'objet d'un diagnostic intégré avec analyse du profil de méthylation a I'aide de puces EPIC
vl (Illumina). Les données du méthylome ont été analysées par le classifier développé par
I'Université de Heidelberg, en Allemagne. Le diagnostic proposé par le classifier a été comparé
au diagnostic intégré pré-méthylomique retenu par un neuropathologiste expert. Les cas ont
été répartis en 5 catégories : catégorie I : les deux diagnostics étaient concordants ; catégorie
II: les diagnostics étaient concordants mais le méthylome apportait une précision
diagnostique ; III : le méthylome proposait un diagnostic différent mais au sein de la méme
famille de tumeurs; IV: les deux diagnostics étaient discordants (changement de
famille/super famille) ; V : le méthylome était non contributif (score calibré (SC) < 0,5 ou
diagnostic de tissu contrdle). Chaque catégorie a été scindée en deux sous-catégories : a pour
les cas avec un SC > 0,9 (score de confiance élevé) et b pour les cas avec un SC entre 0,5 et
0,9 (score peu significatif). Les cas discordants ont été revus afin de formuler un diagnostic
final en faveur ou non du diagnostic proposé par I'algorithme de Heidelberg.

Résultats

Dans 19% des cas (48/256 cas), le diagnostic méthylomique était parfaitement concordant
avec le diagnostic pré-méthylomique (catégorie I) et dans 41% des cas (104/256), il apportait
une précision diagnostique (catégorie II). Dans 9% des cas (23/256), le diagnostic
méthylomique était partiellement discordant (catégorie III) et dans 17% des cas (45/256 cas),
il était discordant (catégorie IV). Parmi ces 45 cas, seuls 26 étaient réellement discordants

(avec un SC > 0,9, catégorie IVa ; 10% (26/256)). Dans 15 cas (5,8% ; 15/256), les résultats
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du méthylome ont amené a réviser le diagnostic intégré initial. Dans 14% des cas (36/256),
le diagnostic méthylomique était non contributif (catégorie V).

Conclusion : Dans 60% des cas, les diagnostics histomoléculaire et méthylomique étaient
concordants. Dans deux tiers de ces cas, le méthylome apportait une information
supplémentaire. Dans seulement 5,8% des cas, les résultats du méthylome ont réellement
modifié le diagnostic retenu. Le méthylome est un outil précieux pour confirmer et affiner le
diagnostic des tumeurs du SNC, et choisir les traitements les plus adaptés. Cependant, il est
indispensable de corréler les résultats obtenus aux données clinico-radiologiques,

histopathologiques et moléculaires autres.



INTRODUCTION

Le diagnostic des tumeurs primitives du systeme nerveux central (SNC) a longtemps
reposé sur une étude purement histopathologique (1) mais les criteres morphologiques sont
subjectifs et ne sont pas toujours corrélés a I'évolution clinique de la maladie (2).

L'avénement des techniques de biologie moléculaire a haut débit, notamment du
séquencage de nouvelle génération (NGS pour next generation sequencing), a permis une
caractérisation plus fine des tumeurs et donc un diagnostic plus précis du type et sous-type
tumoral. La classification OMS 2021 des tumeurs du SNC repose sur un diagnostic
histomoléculaire, dit «intégré », alliant les données histopathologiques aux données
moléculaires. Les anomalies moléculaires clés font parfois partie du nom méme de la tumeur
(ex : oligodendrogliome IDH-muté 1p/19g-codélété, gliome diffus de la ligne médiane H3K27-
altéré). La caractérisation moléculaire des tumeurs du SNC a permis d’enrichir la classification
OMS de nouveaux types tumoraux (3).

Le méthylome ou analyse de la méthylation de I’ADN a I'échelle du génome renseigne
sur la cellule d'origine d'une tumeur et sur les modifications épigénétiques qu’elle a subies (4).
La méthylation de I'ADN correspond a la présence d'un groupement méthyle (CH3) sur une
cytosine (C) reliée par une liaison phosphate (p) a une guanine (G) (pouvant former des ilots
CpG) (5,6). Il s'agit d'une marque épigénétique impliquée dans I'embryogenese, I'inactivation
du chromosome X, le vieillissement et la cancérogenese (7). Chaque cellule acquiert, au cours
de I'embryogenese, un profil de méthylation stable qui est propre a son organe d’origine. Ce
profil peut étre caractéristique d'une région de celui-ci ou d'un sous-type cellulaire (8). Ceci
est particulierement vrai dans le SNC ou les profils de méthylation permettent de distinguer
les différents types cellulaires (glial, neuronal, épendymaire, etc.) et leur localisation
anatomique (hémisphéres cérébraux, tronc cérébral/cervelet, moelle épiniere) (8,9). Les
modifications épigénétiques acquises au cours de la tumorigenése altérent peu cette signature
(10). La méthylation de I'ADN est principalement déterminée par l'origine cellulaire et les
programmes propres a chaque type cellulaire plutot que par des facteurs génétiques ou
environnementaux (11). Le profil de méthylation renseigne donc sur la nature d'une tumeur

et peut aider au diagnostic, en complément de I'analyse histopathologique.



Le centre de recherche contre le cancer DKFZ de Heidelberg, en Allemagne, a développé
un algorithme d'apprentissage supervisé (forme d'intelligence artificielle (IA)) permettant de
classer les tumeurs du SNC a partir des données du méthylome (12). Le profil de méthylation
de chaque échantillon est comparé a une cohorte de référence, initialement composée de 2
800 échantillons et enrichie régulierement de nouveaux prélevements (12). La classification
OMS 2021 des tumeurs du SNC integre cette classification pour le diagnostic de certains types
tumoraux, dans une logique de diagnostic intégré, en s'appuyant conjointement sur les études
moléculaires dites standards (13). Nous utilisons cet outil dans le département de Pathologie
pour le diagnostic des tumeurs du SNC depuis 2021. Afin d'évaluer I'apport du méthylome
dans la pratique quotidienne, nous avons constitué une cohorte rétrospective de 256 tumeurs
pour lesquelles un méthylome avait été réalisé dans le cadre du diagnostic. Chaque cas avait
eu une analyse histopathologique et une étude moléculaire par des méthodes conventionnelles
(NGS ADN, RNAseq, SNP array) avec la production d'un diagnostic intégré. Ce diagnostic
intégré a été comparé au diagnostic proposé par le classifier de Heidelberg.

Nous nous sommes principalement intéressés aux cas discordants, pour lesquels le
diagnostic intégré ne correspondait pas au diagnostic méthylomique. L'objectif de cette étude
était de comprendre les causes de cette discordance afin de parfaire le diagnostic dans un

souci d'amélioration de la prise en charge des patients.



METHODES

Patients

L'étude a été réalisée dans le Département de Pathologie du CHU d’Angers. Elle a porté sur
256 échantillons tumoraux obtenus entre 2005 et 2024. Un prélevement était issu d'une
autopsie scientifique réalisée chez un feetus. Les autres patients avaient de 1 a 82 ans
(médiane : 36 ans). 154 patients (60%) avaient au moment du diagnostic 25 ans ou plus
(patients de type adulte) et 102 moins de 25 ans (patients de type pédiatrique). Chaque
échantillon inclus provenait soit du service de Neurochirurgie du CHU d’Angers, soit de centres
du Grand Ouest dans le cadre d'une relecture ou d’un second avis dans le réseau national
RENOCLIP-LOC (INCa). Pour tous les patients inclus dans I'étude, un diagnostic
histopathologique et moléculaire standard a été réalisé avant le méthylome (diagnostic

histomoléculaire pré-méthylomique).

Extraction et quantification des ADN tumoraux

L'’ADN de chaque échantillon a été extrait a partir du tissu tumoral congelé (180 cas) ou a
partir du tissu fixé dans le formol et inclus en paraffine (FFPE pour formalin-fixed paraffin-
embedded) (82 cas) avec les kits NucleoSpin Tissue ou NucleoSpin DNA FFPE XS (Macherey
Nagel), respectivement. La qualité et la quantité de I'ADN ont été évaluées a l'aide du
Nanodrop® ND 1000 et du kit Qubit dsDNA HS Assay (Life Technologies).

Méthylome
Les profils de méthylation ont été générés sur puces Infinium MethylationEPICv1 (Illumina)
apres une conversion bisulfite de I'ADN tumoral avec le kit EZ DNA Methylation (Ozyme) puis
une restauration pour les ADN extraits de bloc FFPE avec le kit Infinium FFPE DNA Restoration
(Illumina). La lecture de la puce a été effectuée sur le systeme iScan (Illumina).

Les résultats bruts au format IDAT ont été analysés selon les versions 12.5 et 12.8 de
I'outil de classification des tumeurs du SNC de la plateforme de Heidelberg
(https://app.epignostix.com) (14) (Annexe I). Le score calibré (SC), qui représente le degré
de confiance dans le diagnostic proposé par I'algorithme, est compris entre 0 et 1. Seuls les
SC > 0,9 sont considérés comme fiables. Le résultat est fourni sous forme d’une super famille,

famille, classe et sous classe (Figure 1). Nous avons classé les cas en 5 catégories : I:



concordance entre le diagnostic intégré et le diagnostic méthylomique ; II : concordance entre
les deux diagnostics mais le méthylome apportait une précision diagnostique (sous-type
tumoral par exemple) ; III : discordance avec proposition par le méthylome d’une autre classe
ou sous-classe au sein de la méme famille de tumeurs ; IV : discordance avec proposition
d’'une autre famille ou super famille; V: SC < 0,5 ou classement en tissu controle ou
microenvironnement inflammatoire par le méthylome (résultat non contributif). Chaque
catégorie comprenait 2 sous catégories a et b, correspondant, respectivement, a un SC > 0,9
et a un SC compris entre 0,5 et 0,9 (résultat peu significatif) (Tableau 1).

Tous les cas de la catégorie IV ont été réévalués par un neuropathologiste (AR). Les
tumeurs ont été classées selon I'OMS 2021 a l'aide d'analyses immunohistochimiques et
moléculaires. Pour mieux évaluer les cas discordants, nous avons utilisé des algorithmes de
réduction de dimensions, comme le t-SNE (t-distributed stochastic neighbor embedding) ou
I'UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) qui permettent de définir des groupes
homogenes de tumeurs. Ces derniers peuvent étre représentés en deux ou trois dimensions
comme des nuages de points (ou clusters) indépendants. On peut alors visualiser, comme sur
une carte de géographie, a quel groupe (ou « pays ») appartient une tumeur d‘intérét (Figure
2). Enfin, pour certains cas de la catégorie IV, un autre classifier, développé récemment par le
NIH a Bethesda, USA (https://ccr.cancer.gov/laboratory-of-pathology), a été testé afin de

comparer les résultats obtenus.



Figure 1: Extrait de I'arborisation diagnostique selon la version 12.8 du classifier de

Heidelberg

Super-famille Adult-type diffuse gliomas
Famille Glioblastoma, IDH-wildtype
Classe Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK1 type

= MC Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK1 subtype

Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK2 type
= MC Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK2 subtype

Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal type
= MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype, subclass B (novel)
= MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype

Glioblastoma, IDH-wildtype, with primitive neuronal component
= MC Glioblastoma, IDH-wildtype with primitive neuronal component (novel)

High-grade diffuse glioma of the midline/posterior fossa; H3/IDH-wildtype
= MC Glioblastoma, IDH-wildtype, subtype posterior fossa (novel)

Famille Diffuse glioma, IDH mutant
Classe Diffuse glioma, IDH-mutant and 1p19q co-deleted [oligodendroglial type]

= MC Oligodendroglioma, IDH-mutant and 1p/19g-codeleted
= MC Oligosarcoma, IDH-mutant (novel)

Diffuse glioma, IDH-mutant and 1p19q retained [astroglial type]
= MC Astrocytoma, IDH-mutant; lower grade

Diffuse glioma, IDH-mutant and 1p19q retained [astroglial type], high grade
= MC Astrocytoma, IDH-mutant; high grade

Sont détaillés ici les gliomes diffus de I'adulte avec deux types principaux : les glioblastomes IDH-non mutés,
qui se répartissent en différents sous-types (RTK1, RTK2...) et les gliomes IDH-mutés, qui comprennent les
astrocytomes de bas grade, les astrocytomes de haut grade et les oligodendrogliomes (avec codélétion
1p/19q). Ces différents types et sous-types tumoraux présentent des profils de méthylation distincts
permettant de les classer de maniére plus objective que I'analyse histopathologique. Les entités en bleu

correspondent aux sous-classes.



Figure 2 : Exemple de représentation par réduction de dimensions (t-SNE)
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Visualisation aprés réduction de dimensions par t-SNE. La réduction de dimensions permet de
visualiser, comme sur une carte de géographie, I'appartenance d’une tumeur a un groupe de tumeurs (ou
« pays »). Chaque nuage de couleur correspond a un type ou sous-type tumoral, caractérisé par un profil
de méthylation distinct. La croix (indiquée par la fleche rouge) correspond a la tumeur étudiée. A droite,
figure le code couleur avec le nom des différents types ou sous-types tumoraux présents dans la base de
données de Heidelberg. La tumeur étudiée se classe dans le groupe des glioblastomes IDH-non mutés, sous-
type RTK1. L'algorithme utilisé ne peut classer correctement la tumeur étudiée que si des tumeurs de méme
nature (aux profils de méthylation similaires) sont présentes dans la base de données. Si le « pays » est
absent de la carte de géographie, la tumeur se placera de fagon aberrante dans un autre pays. La liste des
abréviations des diagnostics est disponible sur le site du DKFZ (14).



Tableau 1: Définition des différentes catégories

Concordance entre diagnostic intégré et méthylome I
Concordance diagnostic intégré/méthylome avec I
précision diagnostique

Modification diagnostique classe/sous-classe ITI

Modification diagnostique superfamille/famille IV

Score calibré (SC) < 0,5 ou tissu contréle \Y
Sous-catégorie a si SC > 0,90 ; b si SC entre 0,90

et 0,5

Un SC > 0,9 indique une forte confiance dans le diagnostic proposé par l'algorithme. Néanmoins, ce
diagnostic doit étre en accord avec les aspects histopathologiques, les données moléculaires autres et les
données clinico-radiologiques. Les propositions diagnostiques avec un SC entre 0,5 et 0,9 sont exploitables
(surtout entre 0,7 et 0,9) et peuvent orienter le diagnostic, toujours en conjonction avec les données
histomoléculaires et clinico-radiologiques. Les résultats avec un SC inférieur a 0,5 ne sont pas pris en
compte.

Analyse des données

Nous avons défini un diagnostic pré-méthylomique a I'aide du diagnostic histopathologique
initial et des données de biologie moléculaire (diagnostic histomoléculaire ou « intégré ») selon
la classification OMS 2021. Lorsque la tumeur ne correspondait a aucun type tumoral de I'OMS,
un diagnostic descriptif a été proposé. Chaque diagnostic pré-méthylomique a ensuite été
comparé au diagnostic proposé par |'algorithme de Heidelberg. Lorsque le diagnostic pré-
méthylomique était de nature descriptive, sans correspondre a un diagnostic selon I'OMS, seule
une super famille lui a été attribuée (ex : gliome diffus de Il'adulte ou tumeur
gliale/glioneuronale de bas grade).

Les diagnostics pré-méthylomiques et méthylomiques de la cohorte ont été rattachés a
leur super famille, famille, classe et sous-classe. A l'aide d’un algorithme maison, nous avons
comparé pour chaque cas, les deux diagnostics, niveau par niveau, jusqu'a atteindre la
premiére discordance. Si cette discordance intéressait la super famille ou la famille la tumeur
était classée dans la catégorie IV. Si elle intéressait la classe ou la sous classe, la tumeur était
classée dans la catégorie III. Si aucune discordance n’était identifiée jusqu’au dernier point de
comparaison entre le diagnostic pré-méthylomique et le diagnostic méthylomique, la tumeur
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appartenait a la catégorie 1. S'il n'y avait aucune discordance mais que le méthylome apportait
une précision diagnostique (sous-type tumoral), la tumeur était classée dans la catégorie II.
S’il n'y avait aucune discordance et que le méthylome n'apportait pas de précision
diagnostique, la tumeur appartenait a la catégorie 1.

Concernant le score, comme précédemment mentionné, chaque catégorie a été scindée
en deux sous-catégories : a pour les cas avec un SC > 0,9 (score de confiance élevé) et b pour
les cas avec un SC entre 0,5 et 0,9 (score peu significatif).

La concordance entre le diagnostic pré-méthylomique et le diagnostic méthylomique a

été analysée avec les deux versions les plus récentes du classifier, v12.5 et v12.8.
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RESULTATS

1. Description de la cohorte

La cohorte comprenait 256 patients dont 134 hommes (134/256, 52%) et 122 femmes
(122/256, 48%). Quarante pourcents (102/256) des patients avaient moins de 25 ans
(patients d'age « pédiatrique »). L'age médian au diagnostic était de 36 ans avec des extrémes
de 1 an et 82 ans. Parmi les 256 cas, 205 (80%) avaient un diagnostic pré-méthylomique
correspondant a un type tumoral de I'OMS 2021. Le diagnostic était seulement descriptif pour
51 tumeurs de diagnostic difficile (20%). Dans la cohorte, les tumeurs les plus fréquentes
étaient les glioblastomes IDH-non mutés (N=61, 24%), les astrocytomes IDH-mutés (N=16,
6%), les gangliogliomes (N=12, 5%) et les astrocytome pilocytiques (N=11, 4%). Les
diagnostics descriptifs les plus fréquents étaient « tumeur gliale/glioneuronale de bas grade »
(N=20, 8%) et « gliome diffus de I'adulte » (N=17, 7%).

2. Comparaison entre le diagnostic intégré et le diagnostic
méthylomique selon la version v12.8 du classifier

Le méthylome a fourni un résultat avec un SC > 0,9 dans 167/256 (66%) cas (Annexe II).
Quarante-huit des 256 tumeurs (19%) avaient un diagnostic méthylomique parfaitement
concordant avec le diagnostic pré-méthylomique (catégorie I) et 104 (41%) avaient un
diagnostic méthylomique concordant mais apportant une précision diagnostique (catégorie II).
Au total, dans 60% des cas, les diagnostics pré-méthylomique et méthylomique concordaient
(catégories I et II). Parmi les cas avec un score > 0,9, 71% (119/167) avaient un
diagnostic concordant entre les analyses pré-méthylomique et méthylomique (catégories Ia
et IIa).

Pour 68 tumeurs (68/256, 26%), il existait une discordance entre les diagnostics pré-
méthylomique et méthylomique (catégories III et IV). Vingt-trois cas (23/256, 9%)
appartenaient a la catégorie III (discordance mineure) et 45 (45/256, 17%) a la catégorie IV
(discordance majeure). Trente-six cas (36/256, 14%) étaient classés dans la catégorie V

(résultat non contributif) (Figure 3).
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Figure 3 : Distribution de la cohorte en fonction des catégories
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Histogramme montrant la répartition des cas en fonction des catégories I a V. Dans 41% des cas,
le diagnostic méthylomique était concordant avec le diagnostic pré-méthylomique mais apportait une
précision diagnostique (catégorie II, la plus représentée de la cohorte). Le méthylome permettait de
confirmer et affiner le diagnostic.

2.1. Description des catégories I et II (diagnostics concordants)

Quarante-huit tumeurs (48/256, 19%) appartenaient a la catégorie I dont 33 (33/48, 69%)
avec un SC > 0,9 (sous-catégorie Ia) et 15 (15/47, 32%) avec un SC compris entre 0,5 et 0,9
(sous-catégorie Ib).

Cent quatre tumeurs (41%) appartenaient a la catégorie II dont 86 (86/104, 83%) avec
un SC > 0,9 (sous-catégorie IIa) et 18 (18/104, 17%) avec un SC compris entre 0,5 et 0,9
(sous-catégorie IIb).
Au total, dans 46,5% des cas (119/256 cas), le diagnostic intégré et le diagnostic
méthylomique étaient concordants avec un SC élevé, > 0,9 (catégories Ia et IIa) (Figure
4). (Annexe III)
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Figure 4 : Correspondance entre le diagnostic intégré et le diagnostic méthylomique

pour les catégories Ia et IIa
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Diagramme de Sankey montrant la redistribution des diagnostics en fonction des résultats du
méthylome. La colonne de gauche correspond au diagnostic pré-méthylomique en termes de super famille et Ia
colonne du milieu correspond au diagnostic pré-méthylomique en termes de famille. La colonne de droite

correspond au diagnostic méthylomique. Liste des abréviations des diagnostics sur le site du DKFZ (14).
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Gliomes diffus de I'adulte
Parmi les 152 cas des catégories I et II, 51 avaient un diagnostic histomoléculaire initial de

gliome diffus de 'adulte.

Concernant les cas avec un score calibré > 0,9 : Trente-huit cas de gliomes diffus
de I'adulte (38/51, 74,5%) avaient un SC > 0,9, dont 30 GB IDH-non mutés. Sur ces 30
tumeurs, 17 ont été classées par le méthylome en GB IDH-non mutés de sous-type
mésenchymateux, quatre en sous-type RTK1 et 7 en sous-type RTK2 (précision diagnostique,
catégorie II). Ce sous-typage, possible que par le méthylome, peut apporter des informations
pronostiques (sans implication thérapeutique).

Parmi les huit cas restants, un a été classé par le méthylome en GB IDH-non muté de
sous-type mésenchymateux. Une fusion FGFR3::SH3GLB1 a été mise en évidence par
RNAseq ; le diagnostic final retenu a été celui de GB IDH-non muté avec fusion FGFR3
(équivalente a une fusion FGFR3::TACC3). Quatre cas ont été classés en oligodendrogliomes
IDH-mutés 1p/19g-codélétés et 3 cas en astrocytomes IDH-mutés de haut grade (grade 4
selon le DKFZ).

Concernant les cas avec un score calibré entre 0,5 et 0,9 : Treize cas de la cohorte
se classaient dans la super famille des gliomes diffus de I'adulte, dont 7 avec un SC compris
entre 0,70 et 0,90. Méme si ce score est inférieur au seuil utilisé en méthylome, les résultats
obtenus sont exploitables et peuvent contribuer a orienter le diagnostic final. En dessous de
0,7, les résultats du méthylome sont rarement pris en considération.

Parmi les 7 cas avec un SC entre 0,70 et 0,90, trois ont été classés par le méthylome
en GB IDH-non mutés de sous-type mésenchymateux (catégorie II). Deux tumeurs ont été
classées en GB IDH-non mutés de sous-type RTK1, une en GB IDH-non muté de sous-type
RTK2 (catégorie II) et une autre dans la famille des gliomes diffus de la ligne médiane/fosse
postérieure H3-/IDH-non mutés (classe des GB IDH-non mutés de sous-type fosse postérieure

(nouveau sous-type)).
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Médulloblastomes
Parmi les 152 cas des catégories I et II, 11 avaient un diagnostic histomoléculaire initial de

médulloblastomes.

Concernant les cas avec un score calibré > 0,9 : Neuf cas appartenaient a la famille
des médulloblastomes SHH-activés et un a la famille des médulloblastomes non-WNT non-
SHH. Dans 5 cas, le méthylome a précisé le diagnostic en classant la tumeur en

médulloblastome SHH-activé de sous-type 1, 2, 3 ou 4 (catégorie II).

Concernant les cas avec un score calibré entre 0,5 et 0,9 : Un cas a été classé en
médulloblastome SHH-activé (catégorie I) avec un SC a 0,59. Le diagnostic final retenu, sur
la base des données histopathologiques et moléculaires, a été celui de médulloblastome

nodulaire/desmoplasique SHH-activé TP53-non muté.

Diagnostics pré-méthylomiques descriptifs
Parmi les 22 tumeurs avec un diagnostic pré-méthylomique descriptif, 21 ont été classées par

le méthylome (précision diagnostique, catégorie II) dont 17 avec un SC > 0,9 et 4 avec un SC
< 0,9 (Tableau S2). Une tumeur a été classée dans la catégorie I avec un SC < 0,9. Il s'agissait
d’'un épendymome spinal en pré-méthylomique que le méthylome a également classé en

épendymome spinal mais avec un SC a 0,58 (cas n°204).

2.2. Description de la catégorie III (changement de classe/sous-
classe)

Vingt-trois des 256 tumeurs (9%) présentaient un diagnostic méthylomique partiellement

discordant (changement de classe/sous-classe) dont 16 (16/23, 70%) avec un SC > 0,9

(sous-groupe IIIa) et 7 (7/23, 30%) avec un SC compris entre 0,5 et 0,9 (sous-groupe IIIb).

Trois de ces sept cas avaient un SC entre 0,7 et 0,9 (Tableau 2).
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Tableau 2 : Cas de la catégorie III

Cas Sexe Age diagnosticintégré pré-méthylome Méthylome V12.8 Score C Diagnostic final retenu
13 H 62 astrocytome IDHmgrade 3 Diffuse glioma, IDH-mutantand 1p19q retained [astroglial type] 0.99 3a astrocytome IDHm de grade 3
51 F 76 épendymome de la fosse posterieure groupe B Posterior fossa subependymoma 0.99 3a épendymome fosse posterieure de sous type B
98 H 17 gangliogliome Supratentorial pilocytic astrocytoma 0.99 3a gangliogliome
109 H 50 astrocytomeDHmgrade 3 Diffuse glioma, IDH-mutant and 1p19q retained [astroglial type] 0.99 3a astrocytome IDHmde grade 3
132 H 65 épendymome de lafosse posterieure groupe B Posterior fossa subependymoma 0.99 3a épendymome fosse posterieure de sous type B
139 H 13 gangliogliome Supratentorial pilocytic astrocytoma 0.99 3a gangliogliome
152 F 29 astrocytome IDHmgrade 3 Diffuse glioma, IDH-mutantand 1p19q retained [astroglial type] 0.99 3a astrocytome IDHmde grade 3
156 F 50 astrocytome IDHmgrade 3 Diffuse glioma, IDH-mutantand 1p19q retained [astroglial type] 0.99 3a astrocytome IDHm de grade 3
194 H 14 gangliogliome avec mutation BRAFV600E Supratentorial pilocytic astrocytoma 0.99 3a gangliogliome
225 H 30 astrocytome IDHmgrade 3 Diffuse glioma, IDH-mutantand 1p19q retained [astroglial type] 0.99 3a astrocytome IDHmde grade 3
3 H 35 astrocytomelDHmgrade 3 Diffuse glioma, IDH-mutantand 1p19q retained [astroglial type] 0.98 3a astrocytome IDHmde grade 3
248 F 36 astrocytome IDHmgrade 3 Diffuse glioma, IDH-mutantand 1p19q retained [astroglial type] 0.98 3a astrocytome IDHm de grade 3
15 H 74 astrocytome IDHmgrade 3 MC Oligosarcoma, IDH-mutant (novel) 0.96 3a astrocytome IDHmde grade 3
133 F 18 gangliogliome Supratentorial pilocytic astrocytoma 0.96 3a gangliogliome
218 H 13 gangliogliome Supratentorial pilocytic astrocytoma 0.94 3a gangliogliome
235 F 9 tumeur glioneuronale myxoide Dysembryoplastic neuroepithelial tumour 0.94 3a DNET
72 F 46 astrocytome IDHmgrade 3 Diffuse glioma, IDH-mutantand 1p19q retained [astroglial type] 0.84  3b astrocytome IDHm de grade 3
97 H 21 astrocytome IDHmgrade 3 MC Astrocytoma, IDH-mutant; lower grade 0.78  3b astrocytome IDHm de grade 3
22 F 5 gangliome anaplasique Desmoplastic infantile ganglioglioma/astrocytoma 0.77  3b gangliogliome anaplasique
95 H 39 DNET Myxoid glioneuronal tumour, PDGFRA-mutant 0.68 3b DNET
153 F 47 astrocytome [DHmgrade 4 MC Astrocytoma, IDH-mutant; lower grade 0.61  3b astrocytome IDHmde grade 4
129 F 11 gangliogliome MC Pilocytic astrocytoma, hemispheric 0.60 3b gangliogliome
141 H 47 DGONC MC Dysembryoplastic neuroepithelial tumour 0.54 3b DNET

C : catégorie, DNET : dysembryoplastic neuroepithelial tumour (tumeur neuroépithéliale dysembryoplasique), MC :
methylation class (terminologie utilisée par le DFKZ pour désigner la sous classe). DGONC : Diffuse glioneuronal
tumor with oligodendroglioma-like features and nuclear clusters (tumeur glioneuronale diffuse avec caractéristiques

de type oligodendrogliome et clusters de noyaux).

Gliomes diffus de I'adulte
Parmi les 23 tumeurs de la catégorie III, 11 avaient un diagnostic histomoléculaire initial de

gliome diffus de I'adulte (Figure 5).

Concernant les cas avec un score calibré > 0,9 : Huit cas avaient un SC > 0,9
(8/23, 35%) et avaient un diagnostic pré-méthylomique d'astrocytome IDH-muté de grade 3
selon I'OMS. Sept de ces tumeurs ont été reclassées par le méthylome en astrocytomes IDH-
mutés de bas grade. Un cas a été reclassé en oligosarcome IDH-muté. A noter que dans la
classification proposée par Heidelberg les astrocytomes IDH-mutés de bas grade comprennent
les astrocytomes de grade 2 et 3 alors que I'OMS classe les astrocytomes de grade 3 en
tumeurs de haut grade. Selon le classifier de Heidelberg, seuls les gliomes de grade 4 sont des
tumeurs de haut grade. Ces 7 cas ne correspondent donc pas a de vraies discordances mais a

une différence entre les classifications de I'OMS et de Heidelberg.
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Concernant les cas avec un score calibré entre 0,5 et 0,9 : Trois cas de la cohorte
avaient un diagnostic histomoléculaire initial de gliome diffus de I'adulte. Deux des trois cas
avaient en méthylome un SC entre 0,7 et 0,9. Il s'agissait de deux astrocytomes IDH-mutés
de grade 3 que le méthylome classait en astrocytomes IDH-mutés de bas grade. Le troisieme
cas (SC entre 0,5 et 0,7) était classé en astrocytome IDH-muté de grade 4 en
préméthylomique et classé par le méthylome en astrocytome IDH-muté de bas grade mais
avec un SC a 0,61 (cas n°153). Le diagnostic final retenu a été celui d'astrocytome IDH-muté

de grade 4 (haut grade ; présence de nécrose et d’une prolifération endothéliocapillaire).

Figure 5 : Correspondance entre le diagnostic intégré et le diagnostic méthylomique

des gliomes diffus de I'adulte de la catégorie IIIa

A_IDH_LG

Adult-type diffuse gliomas Diffuse glioma, IDH mutant

OL[GOSARC_IDHI

Diagramme de Sankey montrant la redistribution des diagnostics en fonction des résultats du
méthylome. La colonne de gauche correspond au diagnostic pré-méthylomique en termes de super famille
et la colonne du milieu correspond au diagnostic pré-méthylomique en termes de famille. La colonne de
droite correspond au diagnostic méthylomique. A_IDH_LG : astrocytome IDH-muté de bas grade,
oligosarc_IDH : oligosarcome IDH-muté.
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Tumeurs gliales/glioneuronales de bas grade
Parmi les 23 tumeurs de la catégorie III, 10 avaient un diagnostic histomoléculaire initial de

tumeur gliale/glioneuronale de bas grade (Figure 6).

Concernant les cas avec un score calibré > 0,9 : Six des 23 cas avaient un SC >
0,9 (6/23, 26%). Cing cas avaient un diagnostic pré-méthylomique de gangliogliome (grade 1
de I'OMS). Tous ces cas ont été reclassés en astrocytome pilocytique supratentoriel (grade 1).
A noter que la classe de méthylation « astrocytome pilocytique supratentoriel » du DKFZ
comprend aussi des gangliogliomes. Ces cing cas ne sont donc pas de réelles discordances. Un
cas correspondant a une tumeur glioneuronale myxoide avec mutation de PDGFRA en
préméthylomique a été classé par le méthylome en tumeur neuroépithéliale

dysembryoplasique (DNET, grade 1).

Concernant les cas avec un score calibré entre 0,5 et 0,9 : Quatre cas de la
cohorte avaient un diagnostic intégré de tumeurs gliales/glioneuronales de bas grade avec un
SC entre 0,5 et 0,9, dont un avec un SC > 0,7. Ce cas pour lequel a été proposé le diagnostic
de gangliogliome anaplasique a été reclassé par le méthylome en gangliogliome desmoplasique
infantile (cas n°22).

Parmi les 3 autres cas, un cas (n°95) avec un diagnostic pré-méthylomique de DNET a
été classé par le méthylome en tumeur glioneuronale myxoide avec mutation de PDGFRA avec
un SC a 0,68. Ce cas ne présentait pas, en NGS, de mutation de PDGFRA mais une mutation
de FGFR1, altération classique des DNET. Un diagnostic final de DNET a donc été retenu. Les

deux autres cas avaient un SC < 0,6 (Tableau 2).

Tumeurs épendymaires
Parmi les 23 tumeurs de la catégorie III, deux avaient un diagnostic intégré de tumeurs

épendymaires, toutes deux avec un SC > 0,9 en méthylome. Il s'agissait d’épendymomes de
la fosse postérieure du groupe B (PFB pour posterior fossa ependymoma) en préméthylomique,
classés par le méthylome en subépendymomes de la fosse postérieure. A noter que cette
derniere classe de méthylation, selon le DKFZ, comprend aussi des épendymomes de type PFB.

Ces deux cas ne sont donc pas discordants.
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Figure 6 : Correspondance entre le diagnostic intégré et le diagnostic méthylomique
des tumeurs gliales/glioneuronales de bas grade et des tumeurs épendymaires de la

catégorie IIIa

Ependymal tumours Posterior fossa ependymoma group B and posterior fossa subependymoma EPN_PF_SE

Low:grade glioneuronalltumour

Diagramme de Sankey montrant la redistribution des diagnostics en fonction des résultats du
méthylome. La colonne de gauche correspond au diagnostic pré-méthylomique en termes de super famille
et la colonne du milieu correspond au diagnostic pré-méthylomique en termes de famille. La colonne de
droite correspond au diagnostic méthylomique. EPN_PF_SE: épendymome de la fosse
postérieure/subépendymome, PA_CORT : astrocytome pilocytique supratentoriel (cortical).

2.3 Description de la catégorie IV (changement de super
famille/famille)
Quarante-cing tumeurs (45/256, 17%) appartenaient a la catégorie IV (discordance
diagnostique majeure), dont 32 (32/45, 71%) avec un SC > 0,9 (sous-catégorie IVa) et
13 (13/45, 29%) avec un SC entre 0,5 et 0,9 (sous-catégorie IVb).
Trente tumeurs ont été reclassées dans une super famille différente de celle
correspondant au diagnostic pré-méthylomique et 15 ont été classées dans la méme super

famille, mais dans une famille différente.

19



Gliomes diffus de I'adulte
Parmi les 45 cas de la catégories IV, 15 avaient un diagnostic histomoléculaire initial de gliome
diffus de I'adulte (Tableau 3 et Figure 7).

Concernant les cas avec un score calibré > 0,9 : Parmi ces 10 cas avec un SC >
0,9 (10/15, 67%), deux ont été classés dans la méme super famille mais en « tumeur
neuroépithéliale diffuse de haut grade, de type adulte ». Cette famille, tres générique, est
composée de gliomes diffus IDH- et H3-non mutés et correspond a une classe de méthylation
provisoire encore mal définie. Il ne s'agit donc pas d'une réelle discordance mais plutot d'une
précision diagnostique. En effet ce type tumoral, non reconnu par I'OMS 2021, ne peut étre
diagnostiqué sans le méthylome et n'a pas pour l'instant de valeur pronostique.

Huit cas de gliome diffus de I'adulte ont été classés par le méthylome dans une autre
super famille. Parmi ces cas, 3 ont été classés dans la super famille des gliomes diffus de haut
grade de type pédiatrique. Les patients étaient agés de 9 ans, 26 ans et 39 ans (médiane de
26 ans). Parmi les 5 autres cas, un a été classé par le méthylome en « tumeur neuroépithéliale
de haut grade avec fusion MN1::BEND2 ». Une fusion MN1::BEND2 a été mise en évidence
par RNAseq et le diagnostic final retenu a été celui d'astroblastome MN1-fusionné (sous classe
de la famille « tumeur neuroépithéliale de haut grade avec fusion MN1::BEND2 »). Une tumeur
a été classée en « sarcome MPNST-like » (MPNST pour malignant peripheral nerve sheath
tumor), une en « tumeur du SNC avec fusion EP300::BCOR(L1) » (cas n°40, non résolu), et
une en « tumeur gliale/glioneuronale de bas grade » (cas n°119, non résolu). A I'exception
des deux cas non résolus, le diagnostic méthylomique a prévalu sur le diagnostic
histopathologique initial pour ces huit cas (Tableau 3). De plus, une tumeur classée en GB
IDH-non muté en pré-méthylomique (cas n°237) a été reclassée en xanthoastrocytome
pléomorphe par le méthylome. Une mutation BRAF-V600E et une délétion homozygote des
genes CDKN2A/B ont été mises en évidence par NGS. Le diagnostic méthylomique a donc

prévalu.

Concernant les cas avec un score calibré entre 0,5 et 0,9 : Cing cas de gliomes
diffus de I'adulte, dont trois avec un SC entre 0,7 et 0,9, ont été classés dans une autre super
famille (Tableau 3). Parmi ces cas, 4 ont été classés dans la super famille des gliomes diffus
de haut grade de type pédiatrique. Les patients étaient agés de 14 a 82 ans avec une médiane
de 73 ans. Un cas a été classé par le méthylome en « astrocytome de haut grade avec aspects
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piloides » (cas n°180). Le diagnostic méthylomique a prévalu dans tous les cas sauf le cas
n°11, ol du fait d'un SC faible (a 0,63) et d'une délétion homozygote des génes CDKN2A/B et

PTEN, un diagnostic final de GB IDH-non muté a été retenu.

Tableau 3 : Gliome diffus de type adulte de la catégorie IV

Cas Sexe Age Diagnostic intégré pré-méthylome MéthylomeV12.8

2
18
40
130
28
62
174
119
237
17
ALl
180
19
1
21

En vert : diagnostic retenu en faveur du méthylome. En jaune :

H

T m I T M I I ™M I I ™M I ™M mm

2%
64
40
18
45
39
9

3
23
4
75
75
N
82
14

tumeur gliale de hautgrade
tumeur gliale de hautgrade
glioblastome

glioblastome

tumeur gliale de hautgrade
glioblastome

glioblastome

tumeur gliale de hautgrade
glioblastome

glioblastome

tumeur gliale diffus de haut grade
tumeur gliale diffus de haut grade
tumeur gliale de haut grade
glioblastome

tumeur gliale de hautgrade

MC Diffuse paediatric-type high grade glioma, H3 wildty 0.99
High-grade neuroepithelial tumour with MN1:BEND2 fusi 0.99
CNS tumour with EP300:BCOR(L1) fusion 099
Diffuse high-grade neuroepithelial tumour [adult-type, C 0.99
Malignant peripheral nerve sheath tumour [spinal or atyp 0.96
Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK1 subtype 0.94
MC Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK2 subt 0.94
Low-grade glial/glioneuronal/neuroepithelial tumours  0.92
Pleomorphic xanthoastrocytoma(-like) 092
Diffuse high-grade neuroepithelial tumour [adult-type, D 0.90
Diffuse paediatric-type high grade glioma, MYCN subtyp¢ 0.83
High-grade astrocytoma with piloid features 0.73
MC Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK1 subt 0.72
Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK1 subtype 0.63
Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK1 subtype 0.56

Score C

Diagnostic final retenu

4a  Gliome diffus de hautgrade de type pédiatrique

43 MC Astroblastoma, MN1-altered, MN1:BEND2-fused
da
4a Glioblastome

da  Sarcome MPNST like

4a  Gliome diffus de haut grade de type pédiatrique de sous type RTK1
4a  MC Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK2 subtype
4a
4a Xanthoastrocytome pleomorphe grade 3BRAFm
da  Glioblastome

4b  Gliome diffus de haut grade de type pédiatrique de sous type MYCN
dh Astrocytome de haut grade avec aspects piloides

4 Gliome diffus de type pédiatrique H3wildtype et IDHwildtype

4b Glioblastome

4b Gliome diffus de type pédiatrique H3wildtype et IDHwildtype

non discordant

non discordant

cas considéré comme non discordant. En

rouge : cas non résolu. En violet : diagnostic en faveur du diagnostic intégré (DI). C : catégorie, MC :

methylation class (terminologie utilisée par le DFKZ pour désigner la sous classe).
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Figure 7 : Correspondance entre le diagnostic intégré et le diagnostic méthylomique

des gliomes diffus de I'adulte de la catégorie IVa

ABM_MN1

HGG_E
HGG_F
MPNST_ATYP

PXA

Glioblastoma, IDH-wildtype

Adult-type diffuse gliomas CNSIBCORIFUS

Diffuse gliomatIDAlmutant PA_MID
~

PA_CORT
pedHGG_RTK1A
pedHGG_RTK2A

pedHGG_B

Diagramme de Sankey montrant la redistribution des diagnostics en fonction des résultats du méthylome. La
colonne de gauche correspond au diagnostic pré-méthylomique en termes de super famille et la colonne du milieu
correspond au diagnostic pré-méthylomique en termes de famille. La colonne de droite correspond au diagnostic

méthylomique. Liste des abréviations des diagnostics sur le site du DKFZ (14).

Tumeurs gliales/glioneuronales de bas grade
Parmi les 45 cas de la catégorie IV, 12 avaient un diagnostic histomoléculaire initial de tumeur
gliale/glioneuronale de bas grade. Le méthylome a proposé la méme super famille pour chaque

tumeur mais une famille, classe et sous classe différente (Tableau 4 et Figure 8).

Concernant les cas avec un score calibré > 0,9 : Parmi ces 10 cas avec un SC >
0,9 (10/12, 83%), quatre ont été classés en gangliogliome en préméthylomique et en
astrocytome pilocytique infratentoriel par le méthylome. Le DKFZ ne précise pas si cette classe
de méthylation peut contenir des gangliogliomes (comme c’est le cas pour les astrocytomes
pilocytiques supratentoriels). Ces cas ont été classés comme discordants, car pour chaque
tumeur, un authentique contingent tumoral ganglionnaire a été mis en évidence en microscopie
(et confirmé en immunohistochimie) par le neuropathologiste.

Parmi les 6 cas restants, un cas a été reclassé par le méthylome en « astrocytome de

haut grade avec aspects piloides », un en GB IDH-non muté de sous-type mésenchymateux
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(cas n°55, non résolu), trois en astrocytomes pilocytiques (cas n°138, 134 et 92) et enfin, un
en tumeur neuroépithéliale avec fusion PATZ1 (cas n°163). Ce dernier type tumoral ne peut
étre diagnostiqué que par le méthylome (ou via un RNAseq ciblant PATZ1). De méme, le
diagnostic d'astrocytome de haut grade avec aspects piloides repose sur le méthylome (critere
diagnostique essentiel de 'OMS 2021).

Un des cas reclassés en astrocytome pilocytique (cas n°138, SC a 0,98) avait un
diagnostic histomoléculaire initial de tumeur glioneuronale leptoméningée diffuse. Ce cas est
non résolu car il présente une codélétion 1p/19q (sans mutation IDH1/2), incompatible avec
un diagnostic d‘astrocytome pilocytiqgue mais tout a fait en accord avec celui de tumeur
glioneuronale leptoméningée diffuse, qui présente par définition une perte du 1p ou une
codélétion 1p/19q (identique a celle observée dans les oligodendrogliomes IDH-mutés). Pour
le cas n°134, le diagnostic histomoléculaire initial de tumeur glioneuronale a rosettes a prévalu
sur le diagnostic méthylomique d'astrocytome pilocytique car la tumeur présentait la triade
classique de mutations FGFR1, PIK3CA et NF1 des tumeurs glioneuronales a rosettes (Tableau
4).

Concernant les cas avec un score calibré entre 0,5 et 0,9 : Parmi ces 2 cas, un
avait un SC entre 0,7 et 0,9. Pour ce cas, le diagnostic histomoléculaire initial de tumeur
glioneuronale leptoméningée diffuse a été retenu plutot que le diagnostic méthylomique
d’astrocytome pilocytique (cas n°54) car la tumeur présentait une perte du 1p (voir paragraphe

précédent) (Tableau 4).
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Tableau 4 : Tumeurs gliales/glioneuronales de bas grade de la catégorie IV

Cas Sexe Age Diagnosticintégré pré-méthylome

M
14
140
163
131
138
212
2
55
134
54
7

H

oI r ©r X m M I M I I T

22
5

1
48
5

25
57
82
2
58
40
46

gangliogliome

gangliogliome

gangliogliome

xanthoastrocytome pleomorphe
gangliogliome

tumeur glioneuronale leptoméningge diffuse
xanthoastrocytome pleomorphe
xanthoastrocytome pleomorphe
xanthoastrocytome pleomorphe

tumeur glioneuronal a rosette

tumeur glioneuronale leptoméningge diffuse
xanthoastrocytome pleomorphe

MéthylomeV12.8

MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial

MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial

MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial
Neuroepithelial tumour with PATZ1 fusion
MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial
Supratentorial pilocytic astrocytoma
High-grade astrocytoma with piloid features
Supratentorial pilocytic astrocytoma

MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype
MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial
MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial
High-grade astrocytoma with piloid features

Score C Diagnostic final retenu

0.99
0.99
099
099
098
0.98
0.98
097
0.92
0.92
0.71
0.57

43 Gangliogliome
43 Gangliogliome
43 Gangliogliome
4a  Tumeur neuroéptheliale avec fusion PATZ1
4a Gangliogliome
4a
da
4a  Astrocytome pilocytique
da
4a  Tumeur glioneuronal a rosette
4b  Tumeur glioneuronale leptoméningée diffuse
4b  Xanthoastrocytome pleomorphe anaplasique

Astrocytome de haut grade avec aspect piloides

En rouge : cas non résolu. En vert : diagnostic final retenu en faveur du diagnostic méthylomique (SC >

0,9). Bleu : cas avec un diagnostic méthylomique réellement discordant mais pour lesquels le diagnostic

intégré initial (DI) a prévalu. C : catégorie, MC : methylation class (terminologie utilisée par le DFKZ pour

désigner la sous classe).
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Figure 8 : Correspondance entre le diagnostic intégré et le diagnostic méthylomique

des tumeurs gliales/glioneuronales de bas grade de la catégorie IVa

GBM_MES_ATYPI

ganglioglial/neuroepithelial

PA_INF
glial/glieneuronal/neuroepithelial

umou

PA_CORT

Diffuse glioma, MAPK altered, cell-cycle activated . .
d Z Rleomorphic xanthoastrocytoma(-like) I HGAP

I NET_PATZ1

Diagramme de Sankey montrant la redistribution des diagnostics en fonction des résultats du
méthylome. La colonne de gauche correspond au diagnostic pré-méthylomique en termes de super famille
et la colonne du milieu correspond au diagnostic pré-méthylomique en termes de famille. La colonne de
droite correspond au diagnostic méthylomique. GBM_MES_ATYP : glioblastome IDH-non muté de sous-type
mésenchymateux, PA_INF : astrocytome pilocytique infratentoriel, PA_CORT : astrocytome pilocytique
supratentoriel (cortical), HGAP : astrocytome de haut grade avec aspects piloides, NET_PATZ1 : tumeur
neuroépithéliale PATZ1-fusionnée.

Autres super familles
Une tumeur diagnostiquée comme étant un méningiome anaplasique (grade 3 de I'OMS) en

pré-méthylomique a été classée en tumeur neuroépithéliale avec duplication en tandem de
BCOR avec un SC a 0,99 (cas n°1, Tableau 5). La recherche de duplication en tandem du géne
BCOR montrait une duplication avec une fréquence allélique de 85%. Une tumeur classée en
tumeur épendymaire de type PFB de grade 2 en pré-méthylomique a été reclassée en
schwannome VGL-fusionné avec un SC a 0,99 (Cas n°221, Tableau 5). Apres
immunohistochimie complémentaire, le diagnostic final retenu a été celui de schwannome
(grade 1 de I'OMS).
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Description détaillée de la catégorie IVa (changement de super famille/famille)

Sur les 32 cas de la catégorie IVa (Tableau 5), nous avons considéré comme non discordants
les cas classés par le méthylome en « tumeur neuroépithéliale diffuse de haut grade de type
adulte, sous-type C » (classe de méthylation provisoire, voir plus haut ; cas n°130 et 171).

Un cas de tumeur sellaire primitive de I'adulte INI1-déficiente (cas n°208) a été classé
par le méthylome en tumeur rhabdoide tératoide atypique (ATRT) MYC-activée. Il est admis
que cette entité de la région sellaire se classe en méthylome dans les ATRT MYC-activées (15).
Ce cas n'a donc pas été considéré comme une véritable discordance.

Aprés relecture des diagnostics histomoléculaires, d'autres cas n‘ont pas été considérés
comme discordants car le diagnostic faisait partie des 2 hypothéses diagnostiques de départ
dans les cas difficiles. Parmi ces cas, il y avait une tumeur classée comme tumeur a
différenciation incertaine (cas n°117) avec une immunohistochimie évoquant un
hémangioblastome, confirmé par le méthylome. Un cas diagnostiqué comme épendymome
spinal (cas n°157) en préméthylomique a été classé par le méthylome en épendymome
myxopapillaire. Or, la classe de méthylation « épendymome myxopapillaire » comprend
quelques épendymomes spinaux (a l'image des gangliogliomes qui se classent dans les
astrocytomes pilocytiques supratentoriels). La distinction entre ces deux types tumoraux est
parfois difficile mais notre cas ne présentait pas de structure papillaire ni de remaniements
mucoides. Un cas classé en épendymome de la fosse postérieure de groupe B (cas n°252) a
été classé par le méthylome en épendymome spinal. A I'IRM, la Iésion se trouvait au niveau
de l'obex, a la partie toute initiale de la moelle. Ce cas n'a pas été classé comme discordant.

De plus, quatre cas ont été classés par le méthylome dans la super famille des gliomes
diffus de haut grade de type pédiatrique. Ces cas n‘avaient pas les altérations spécifiques de
certains gliomes malins pédiatriques telles qu‘une mutation des histones H3K27M ou

H3G34R/V. Le diagnostic précis de ces tumeurs nécessitait un méthylome.

Au total, il existait donc 26 cas (26/256, 10%) réellement discordants dans la
cohorte totale avec un SC > 0,9. Tous les cas ont été réanalysés hormis les quatre cas de
gliome diffus de haut grade de type pédiatrique (Tableau 5). Certaines tumeurs ont fait I'objet
d’analyses moléculaires complémentaires en fonction de I'orientation diagnostique donnée par
le méthylome.

Dans 2 cas discordants (2/26, 8%), le méthylome a proposé un diagnostic avec un

grade OMS différent de celui proposé lors du diagnostic initial. Nous avions proposé le
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diagnostic d’épendymome remanié de grade 2 de I'OMS de type PFB avec un profil moléculaire
compatible avec ce diagnostic (perte du chromosome 22q) (cas n°221). Le méthylome a
proposé le diagnostic de schwannome (également caractérisé par une perte du 22q). Aprés
relecture des lames et réalisation d'une étude immunohistochimique complémentaire, nous
avons reclassé le cas en schwannome, grade 1 de I'OMS. Nous avions ici un changement de
type tumoral et un changement de grade. Concernant le deuxiéme cas, nous avions proposé
le diagnostic de glioblastome IDH-non muté (grade 4) (cas n°237). Le méthylome a proposé
le diagnostic de xanthoastrocytome pléomorphe. Le diagnostic final retenu a été celui de

xanthoastrocytome pléomorphe de grade 3 avec mutation BRAF-V600E.

Dix cas ont été soumis au classifier du NIH afin de confronter les résultats. Dans 9 de
ces cas, les deux classifiers étaient en accord et dans un cas (cas n°55), en désaccord. Le
classifier de Heidelberg (v12.8) proposait, pour ce cas, le diagnostic de GB IDH-non muté avec
un score a 0,92 tandis que le classifier de Bethesda proposait le diagnostic de
xanthoastrocytome pléomorphe avec un score a 0,99. Ce cas fait partie des cas non résolus

(voir ci-dessous).
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Tableau 5 : Cas classés dans la catégorie IVa

Cas Sexe Age Diagnosticintégré pré-méthylome

1
2
18
4
4
4
12
114
140
163
o
9
131
138
17
212
130
%
17
2
62
157
174
1
5
110
119
208
134
27
203
25

H

T T I I ™M ™M ™ I I I I I ™M I ™M I ™M I I ™M Tm I I I I I ™M I ™M ™ I

11
%
b4
4
2

méningiome anaplasique

tumeur gliale de haut grade
tumeur gliale de haut grade
glioblastome

gangliogliome

tumeur papillairre de a région pingale
astroblastome de bas grade
gangliogliome

gangliogliome

xanthoastrocytome pleomorphe
épendymome

tumeur mesenchymateux myxoide
gangliogliome

tumeur glioneuronale leptoméningde diffuse

tumeur avec différenciation incertaine
xanthoastrocytome pleomorphe
glioblastome

xanthoastrocytome pleomorphe
tumeur tératoide rhabdoide atypique
tumeur gliale de haut grade
glioblastome

épendymome spinalgrade 2
glioblastome

glioblastome

xanthoastrocytome pleomorphe
tumeur avec altération BCOR
tumeur gliale de hautgrade

tumeur glioneuronala rosette
glioblastome
gpendymome

Méthylome V12,8

Neuroepithelial tumour with BCOR internal tandem duplication

Score C Diagnosticfinal retenu

0.9

MC Diffuse paediatric-type high grade glioma, H3 wildtype and IDHwi 0.99

High-grade neuroepithelial tumour with MN1:BEND2 fusion
CNS tumour with EP300:BCOR(L1) fusion

MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial

MC Charoid plexus papilloma, adult subtype (novel)
Supratentorial midline pilocytic astrocytoma

MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial
MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial

Neuroepithelial tumour with PATZ1 fusion

CNS Schwannoma, VGLL-fused

MC Meningioma, Subtype benign, subclass 3 (novel)

MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial
Supratentorial pilocytic astrocytoma
Haemangioblastoma

High-grade astrocytoma with piloid features
Diffuse high-grade neuroepithelial tumour [adutt-type, C]

Supratentorial pilocytic astrocytoma

MC Medulloblastoma, SHH-activated, subclass 2 (novel)
Malignant peripheral nerve sheath tumour [spinalor atypical type]
Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK1 subtype

Myxopapillary ependymoma

0.9
099
0.9
0.9
09
0.9
0.9
09
0.9
098
0.98
0.9
098
0.9
09
097
097
0%
0.94
099

MC Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK2 subtype, subclas 0.94

Diffuse high-grade neuroepithelial tumour [adutt-type, D]
MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype

090
092

MC Pingoblastoma, subtype miRNA processing altered 1, subclass A 0.92

Low-grade glial/glioneuronal/neuroepithelial tumours
tumeur sellaire primaire de ladulte NI déf  Atypical teratoid rhabdoid tumour, MYC activated

MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial
Pleomorphic xanthoastrocytoma(-lie)

Diffuse midline glioma, H3 K27-altered, subtype EGFR-altered

épendymome fosse posterieure de groupe B Spinal ependymoma

092
0.9
092
092
091
0.9

4a tumeur avec altération entendem BCOR

4a Gliome diffus de haut grade de type pédiatrique

4a MC Astroblastoma, MN1-altered, MN1:BEND2-fused
da
4a Gangliogliome
4a Papillome des plexus choroides

4a Astrocytome pilocytique de (a ligne médiane BRAFVG00EM

4a Gangliogliome

4a Gangliogliome

4a Tumeur neuroéptheliale avec fusion PATZ1

4a Schwannome avec VGLL fusionné

4a Tumeur mésenchymateuse intracranienne avec fusion FET:CREB
4a Gangliogliome
da
4a Hemangioblastome cerebelleux grade 1

da  Astrocytome de hautgrade avec aspect piloides
4a Glioblastome

4a Astrocytome pilocytique
da
4a Sarcome MPNST like
4a  Gliome diffus de hautgrade de type pédiatrique de sous type RTK1
4a Ependymome spinal de grade 2

4a MC Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK2 subtype

4a Glioblastome

4
4a Pinealoblastome
da
4a Tumeur sellaire primaire de ['adulte INI1 déficient
4a Tumeur glioneuronala rosette

4a Xanthoastrocytome pleomorphe grade 3BRAFM

4a  Gliome diffus igne médiane H3K27 allt, EGFR muté
4a Ependymome spinale

non discordant

non discordant

nondiscordant

non discordant

nondiscordant

5

>

non discordant

En vert : diagnostic retenu en faveur du méthylome ; en rouge : cas non résolu ; en bleu : diagnostic retenu

en faveur du diagnostic intégré (DI) ; en jaune : cas considéré comme non réellement discordant. C :

catégorie, MC : methylation class (terminologie utilisée par le DFKZ pour désigner la sous classe).

Concernant les cing dossiers non résolus, le premier intéressait un patient de 25 ans

(cas n°55) pour lequel nous avions proposé un diagnostic intégré de xanthoastrocytome

pléomorphe de grade 3. Le NGS montrait une mutation BRAF-V600E. Le classifier de

Heidelberg (v12.8) proposait le diagnostic de GB IDH-non muté avec un score a 0,92 tandis

que le classifier du NIH proposait le diagnostic de xanthoastrocytome pléomorphe avec un

score a 0,99. La représentation en réduction de dimensions (UMAP) fournie par le NIH montrait
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néanmoins que la tumeur se positionnait dans le cluster des GB IDH-non mutés. La
représentation en réduction de dimensions réalisée par nos soins montrait que la tumeur se
positionnait entre le cluster des GB IDH-non mutés et celui des astrocytomes IDH-mutés de
haut grade. Parmi les 10 cas pour lesquels nous avons intégré les résultats des deux classifiers,

ce cas est le seul avec des résultats contradictoires.

Le deuxieéme cas (cas n°119) intéressait une patiente de 38 ans pour laquelle nous
avions proposé un diagnostic intégré de gliome diffus de haut grade devant le caractére
infiltrant de la Iésion et la présence de deux mutations du géne TP53 et d'une mutation du
gene NF1, sans mutation ou fusion BRAF ni délétion homozygote de CDKN2A/B. Le classifier
de Heidelberg proposait le diagnostic générique de « tumeur gliale/glioneuronale de bas
grade » avec un SCa 0,96. Le classifier du NIH proposait le diagnostic d’astrocytome
pilocytique hémisphérique (supratentoriel) avec un SC a 0,99. La représentation en réduction
de dimensions fournie par le NIH montrait un positionnement de la tumeur dans le cluster des
astrocytomes pilocytiques hémisphériques, ce qui semble peu compatible avec le profil

moléculaire de la tumeur (mutations de TP53).

Le troisiéme cas (cas n°177) intéressait un patient de 1 an pour lequel nous avions
proposé un diagnostic intégré de tumeur rhabdoide tératoide atypique (ATRT, grade 4 de
I’'OMS) de la fosse postérieure devant une prolifération tumorale de morphologie embryonnaire
avec perte d’expression en immunohistochimie d’INI1 (avec témoin interne positif). Le
classifier de Heidelberg proposait le diagnostic de médulloblastome SHH-activé, sous-type 2
avec un SC a 0,97. Le classifier de Bethesda proposait le diagnostic de médulloblastome SHH-
activé, de sous-type 2 avec un SC a 0,96. La représentation en réduction de dimensions fournie
par le NIH montrait un positionnement de la tumeur dans le cluster des médulloblastomes
SHH-activés, de sous-type 2. Aucun variant pathogéne du géne INI1 n'a été mis en évidence,
mais une mutation intronique a été détectée, non décrite dans la littérature donc de
signification indéterminée. Il a été retrouvé une perte du chromosome 22q, sans délétion
homozygote du géne INII en 22qll. Ce cas ne présentait aucune des mutations
habituellement observées dans les médulloblastomes SHH-activés et le profil pangénomique

était équilibré (comme classiquement observé dans les ATRT).

29



Le quatrieme cas (cas n°138) intéressait un patient de 25 ans avec une tumeur
temporale pour laquelle nous avions proposé un diagnostic intégré de tumeur glioneuronale
leptoméningée diffuse devant un phénotype « oligodendroglial-like », une expression en
immunohistochimie d'OLIG2 et de la synaptophysine ainsi qu’une codélétion 1p/19q.
Cependant il n'a pas été identifié d’altération de la voie des MAP Kinases. Les classifiers de
Heidelberg et du NIH proposaient le diagnostic d'astrocytome pilocytique supratentoriel avec
un SC a 0,98 et 0,99, respectivement. La représentation en réduction de dimensions fournie
par le NIH ainsi que celle réalisée par nos soins montraient un positionnement de la tumeur
dans le cluster des astrocytomes pilocytiques supratentoriels, incompatible avec la présence

d’une codélétion 1p/19q.

Le cinquiéme cas (cas n°40) intéressait une patiente de 40 ans pour laquelle nous
avions proposé un diagnostic intégré de GB IDH-non muté. Les classifiers de Heidelberg et du
NIH proposaient le diagnostic de tumeur du SNC avec fusion BCOR/BCORL1 avec un SC a 0,99

chacun. La recherche de fusion par RNAseq n'a pas été possible car le matériel était épuisé.
Au total, parmi les 26 cas discordants, 15 cas (15/26, 58%) ont été reclassés selon les

données du méthylome tandis que pour 6 cas (6/26, 23%), le diagnostic pré-méthylomique a

prévalu. Cing cas (5/26, 19% ou 5/256, 2% de la cohorte totale) sont restés non résolus.
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Tableau 6 : Cas discordants de la catégorie IVa

Cas Sexe Age
T H N
2 H 2%
8 F 64
0 F 40
u H 2
& F 67
12 H 18
M H 5
M H 1
163 H 48
21 H 12
B F 67
1 F 5
18 H 25
22 F 57
2 F 8
177 H 1
28 F 4
62 H 3
17 H 9
5 H 2%
1m0 F 9
M9 F 38
13 H 58
B H X
20 F 12

Diagnostic intégré pré-méthylome
méningiome anaplasique

tumeur gliale de hautgrade

tumeur gliale de hautgrade
glioblastome

gangliogliome

tumeur papillairre de la région pinéale
astroblastome de bas grade
gangliogliome

gangliogliome

xanthoastrocytome pleomorphe
épendymome

tumeur mesenchymateux myxoide
gangliogliome

tumeur glioneuronale leptoméningée diffuse

xanthoastrocytome pleomorphe
xanthoastrocytome pleomorphe
tumeur tératoide rhabdoide atypique
tumeur gliale de hautgrade
glioblastome

glioblastome
xanthoastrocytome pleomorphe
tumeur avec altération BCOR
tumeur gliale de haut grade
tumeur glioneuronal arosette
glioblastome

épendymome

MéthylomeV12.8
Neuroepithelial tumour with BCOR internal tandem duplication

Score C Diagnostic final retenu

0.99

MC Diffuse paediatric-type high grade glioma, H3 wildtype and IDHwi 0.99

High-grade neuroepithelial tumour with MN1:BEND2 fusion
CNS tumour with EP300:BCOR(L1) fusion

MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial

MC Choroid plexus papilloma, adutt subtype (novel)
Supratentorial micline pilocytic astrocytoma

MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial

MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial
Neuroepithelial tumour with PATZ1 fusion

CNS Schwannoma, VGLL-fused

MC Meningioma, subtype benign, subclass 3 (novel)

MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial

Supratentorial pilocytic astrocytoma

High-grade astrocytoma with piloid features

Supratentorial pilocytic astrocytoma

MC Medulloblastoma, SHH-activated, subclass 2 (novel)
Malignant peripheral nerve sheath tumour spinal or atypical type]
Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK1 subtype

0.99
0.9
099
099
099
099
0.99
0.99
0.99
0.98
0.98
0.98
0.98
097
097
0.96
0.94

MC Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK2 subtype, subclas 0.94

MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype

0.92

MC Pineoblastoma, subtype miRNA processing altered 1, subclass A 0.92

Low-grade glial/glioneuronal/neuroepithelial tumours

MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial

Pleomorphic xanthoastrocytomal-like)

Diffuse midline glioma, H3 K27-altered, subtype EGFR-altered

0.92
0.92
0.92
091

4a  tumeur avec altération entendem BCOR
Gliome diffus de hautgrade de type pédiatrique
MC Astroblastoma, MN1-altered, MN1:BEND2-fused

Gangliogliome
Papillome des plexus choraides

Astrocytome pilocytique de la igne médiane BRAFVB0OEm
Gangliogliome

Gangliogliome

Tumeur neuroéptheliale avec fusion PATZ1

Schwannome avec VGLL fusionné

Tumeur mésenchymateuse intracranienne avec fusion FET:.CREB
Gangliogliome

Astrocytome de hautgrade avec aspect piloides
Astrocytome pilocytique

Sarcome MPNST like
Gliome diffus de haut grade de type pédiatrique de sous type RTK1
MC Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK2 subtype

Pinealoblastome
Tumeur glioneuronal a rosette

Xanthoastrocytome pleomorphe grade 3BRAFm
Gliome diffus ligne médiane H3K27 allt, EGFR muté

S 5SS EEEEEEEETESEESEESEEEEEEEESE

&

En vert : diagnostic retenu en faveur du méthylome ; en rouge : cas non résolu ; en bleu : diagnostic retenu en faveur

du diagnostic intégré (DI) ; C : catégorie, MC : methylation class (terminologie utilisée par le DFKZ pour désigner la

sous classe).

2.4 Description de la catégorie V (super famille « tissu controle » ou
score calibré < 0,5)

Trente-six tumeurs (36/256, 14%) appartenaient a la catégorie V (non contributif). Trente
(30/36, 83%) avaient un SC < 0,5 dont 8 (8/30, 27%) un SC < 0,3. Six cas avaient un SC >

0,5 mais ont été classés par le méthylome en « tissu controle » ou en « microenvironnement

inflammatoire », en faveur d’un prélévement peu représentatif de la tumeur. A noter que vingt
cas de la catégorie V (20/36, 56%) étaient des échantillons FFPE.
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3. Comparaison des résultats du méthylome entre les
versions v12.8 et v12.5 du classifier

Parmi les 256 cas, 129 (129/256, 50,3%) présentaient un diagnostic méthylomique concordant
avec le diagnostic intégré initial (catégories I et II) et identique entre les deux versions du
classifier. Pour les 127 autres cas (49,7%), les diagnostics entre les deux versions du classifier
n'étaient pas identiques ; en effet, la classe ou la sous classe variait ou le SC était < 0,90.
Trois cas présentaient un changement significatif (changement de super famille ou
famille) entre les versions v12.5 et v12.8. Un cas (n°® 237) avait un diagnostic intégré de GB
IDH-non muté et était classé par le classifier vi2.5 en GB IDH-non muté de sous-type
mésenchymateux avec un SC a 0,98 tandis qu'il était classé en xanthoastrocytome pléomorphe
avec un SC a 0,92 en v12.8. Le diagnostic final retenu a été celui de xanthoastrocytome
pléomorphe BRAF-V600E-muté de grade 3 du fait du jeune age du patient (26 ans), de la
présence d’'une mutation BRAF-V600E et d'une délétion homozygote de CDKN2A/B. Les deux
autres tumeurs (n°134 et 212) avaient un diagnostic méthylomique discordant par rapport au
diagnostic histomoléculaire initial avec un SC > 0,9 en v12.8 et un diagnostic concordant en
v12.5 mais avec un SC < 0,5. Le cas n°® 212 a été reclassé en faveur du méthylome selon la
v12.8, tandis que le cas n°134 a été reclassé en faveur du diagnostic intégré (Tableau 6).
Dans notre cohorte, 36 cas étaient non contributifs selon la v12.8 (catégorie V). Parmi
ces cas, 21 étaient non contributifs en v12.5 et 15 étaient exploitables (SC entre 0,5 et 0,9).
A noter que les types tumoraux présents dans les classifiers v12.5 et v12.8 sont
strictement identiques ; seul le nombre de cas présents dans la base de données pour chaque
type tumoral est différent. Les résultats du méthylome sont dépendants de la composition de

la cohorte d’entrainement.
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4. Comparaison des résultats obtenus a partir d’échantillons
congelés versus FFPE

Sur les 256 cas inclus dans I'étude, 82 (32%) correspondaient a du matériel FFPE. Vingt
tumeurs parmi les 82 (20/82, 24,5%) ont été classées dans la catégorie V (sur les 36 cas de
la catégorie V de |'étude, soit 55% (20/36 cas)). La moitié des diagnostics méthylomiques non
contributifs (SC < 0,5 ou diagnostic de tissu controle/microenvironnement inflammatoire) de
la cohorte provenaient donc de cas FFPE. Les échantillons FFPE inclus dans |'étude étaient

majoritairement issus de centres extérieurs.
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DISCUSSION

Nous avons comparé, dans une cohorte de 256 tumeurs du SNC, le diagnostic proposé
par le méthylome via le classifier de Heidelberg au diagnostic intégré pré-méthylomique. Dans
60% des cas, le diagnostic méthylomique était en accord avec le diagnostic histomoléculaire
pré-méthylomique. Dans notre cohorte, le SC était > 0,9 dans 65% des cas (167/256). Parmi
ces cas avec un score contributif, 71% (119/167) avaient un diagnostic concordant entre les
analyses pré-méthylomique et méthylomique (catégories Ia et IIa) . Dans 41% des cas
(104/256), le méthylome apportait une précision diagnostique. Dans 9% des cas (23/256), le
diagnostic méthylomique était partiellement discordant, proposant un type ou sous-type
tumoral différent au sein de la méme famille. Dans 17% des cas (45/256 cas), il existait une
discordance avec changement de famille ou super famille mais apres ré-analyse des résultats,
seuls 10% des cas (26/256) étaient réellement discordants. Au final, dans 5,8% des cas

(15/256), les résultats du méthylome ont amené a réviser le diagnostic intégré initial.

La classification de I'OMS 2021 est une classification histomoléculaire proposant un
diagnostic intégré des tumeurs du SNC. Ce diagnostic en couches, ou strates, prend en compte
les données clinico-radiologiques, histopathologiques et moléculaires (16). Il est plus objectif
que la seule appréciation des cellules tumorales au microscope et représente une avancée
majeure en Neuro-Oncologie.

Les progres de la biologie moléculaire ont permis d'explorer une autre facette des
tumeurs : leur épigénétique. Le diagnostic intégré comprend maintenant un niveau
supplémentaire (aprés les données cliniques, le type histologique, le grade et I'altération
génétique driver) : la classe de méthylation. La classification OMS 2021 intégre dans la
démarche diagnostique, pour certains types tumoraux, les données du méthylome. Cette
analyse épigénétique fait partie des critéres désirables, voire essentiels, pour porter un
diagnostic en Neuro-Oncologie (17).

L'introduction du méthylome a été une véritable révolution pour les neuropathologistes
impliqués dans le diagnostic des tumeurs du SNC (12). L'étude princeps de Capper et al. parue
en 2018 a porté sur 1104 tumeurs du SNC et a permis d'identifier 82 classes de tumeurs
définies chacune par un profil de méthylation distinct (12). Parmi les 1104 tumeurs analysées,
977 (88%) présentaient un SC > 0,9 (12). Dans 76% des cas (838/1104), le diagnostic intégré

selon I'OMS et la classe de méthylation proposée par I'IA étaient concordants. Dans 16% des
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cas (171/1104), la tumeur a été classée par le méthylome dans un sous-groupe moléculaire
que I'histopathologie seule ne pouvait identifier. Dans 13% des cas (139/1104), il existait une
discordance entre le diagnostic histopathologique et la classe de méthylation. Dans 129/139
cas (soit 12% de la cohorte totale), des analyses moléculaires complémentaires (séquencage
NGS d'un panel plus large de genes, séquencage des ARN (RNAseq) ou recherche d’anomalies
chromosomiques) ont permis de réviser le diagnostic en faveur de la classe de méthylation
proposée. Cette révision du diagnostic a entrainé un changement de grade dans 71% des cas
(92/129), avec une augmentation et une diminution de celui-ci dans, respectivement, 41%
des cas (53/129) et 30% des cas (39/129). Douze pourcents des cas (127/1104) n‘ont pu étre
classés (SC < 0,9) et une réduction de dimensions par t-SNE placait ces cas en dehors des
classes de méthylation connues, suggérant de nouveaux types tumoraux. Dix cas (< 1% de la
cohorte totale) n‘ont pu étre résolus et le diagnostic histopathologique a prévalu. Au total, la
sensibilité et la spécificité du méthylome était, respectivement, de 0,98 et 0,99 (12).
D'autres études ont évalué la fiabilité du méthylome en confrontant le diagnostic
proposé par I'IA au diagnostic intégré (18-22). Dans |'étude de Wu et al. portant sur 1258
tumeurs du SNC, 694 avaient un SC suffisant (fixé a > 0,84) (18). La moitié des diagnostics
proposés par le méthylome étaient concordants avec le diagnostic intégré (53%, 369/694).
Dans 27% des cas (187/694), un nouveau diagnostic a été retenu et dans presque 20% des
cas (137/694), le diagnostic a été affiné (proposition d'un sous-type tumoral). De plus,
I'analyse du t-SNE a permis de mettre en évidence de nouveaux types tumoraux (formant des

clusters distincts), non répertoriés dans la base de données du DKFZ (18).

Dans notre étude, le méthylome a permis d‘affiner le diagnostic dans 41% des cas (dans
83% des cas avec un SC > 0,9). Trente-huit GB IDH-non mutés ont pu étre classés en sous-
type RTK1 (16%), RTK2 (21%) ou mésenchymateux (63%). Cette précision moléculaire
pourrait avoir un intérét pronostique (méme si elle n'est pas actuellement prise en compte
dans les décisions thérapeutiques) ; en effet, les patients avec un GB RTK1 auraient une survie
plus bréve que ceux avec les deux autres sous-types (23). Au-dela du pronostic, le sous-type
moléculaire est le miroir d'un comportement biologique différent. Ceci s'applique aussi aux
médulloblastomes SHH-activés qui se répartissent en 4 sous classes (24,25). A noter que

certains essais thérapeutiques (nord-américains) tiennent compte de ces sous classes.
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Vingt-six cas de notre cohorte (10%) présentaient des diagnostics pré-méthylomique
et méthylomique discordants (avec un SC > 0,9). Ces résultats sont en accord avec ceux
d’autres études (2,26). Comme discuté plus haut, nous avons exclu de la catégorie IV les
« faux discordants » (astrocytomes IDH-mutés de grade 3 classés en tumeurs de bas grade,
gangliogliomes supratentoriels classés en astrocytomes pilocytiques, épendymomes de type
PFB classés en subépendymomes, épendymomes spinaux classés en épendymomes

myxopapillaires et la tumeur sellaire primitive de I'adulte INI1-déficiente classée en ATRT).

Dans 15 cas de la cohorte (5,8% ; dont 4 cas pédiatriques) avec un SC > 0,9, le
méthylome a permis de redresser un diagnostic histomoléculaire initial erroné. Dans un cas
pédiatrique (cas n°203), il n'a pas été possible de trancher entre un épendymome de type PFA
de grade 3 et un gliome diffus de la ligne médiane H3K27-altéré (grade 4). Le méthylome a
permis de retenir ce dernier diagnostic avec un SC a 0,91. Les enjeux pronostiques et
thérapeutiques étaient ici majeurs. La survie globale des gliomes diffus de la ligne médiane est
inférieure a un an tandis que celle des épendymomes de type PFA de grade 3 est supérieure a
5ans (13).

Le classifier de Heidelberg n'est pas entierement superposable a la classification OMS
2021. Certaines entités du classifier ne sont pas (encore) reconnues par I'OMS (ex : tumeur
neuroépithéliale PATZ1-fusionnée) et certains types tumoraux de 'OMS n’ont pas de signature
méthylomique propre. Le grading des gliomes IDH-mutés n’est pas non plus tout a fait
superposable. Comme précédemment mentionné, la classe de méthylation « astrocytomes
IDH-mutés de bas grade » comprend les astrocytomes de grade 2 et 3 de I'OMS et la classe
« astrocytomes IDH-mutés de haut grade » ne comprend que les tumeurs de grade 4. Selon
la classification OMS 2021, les astrocytomes IDH-mutés de haut grade correspondent aux
tumeurs de grade 3 et 4. Cette différence peut préter a confusion et avoir éventuellement un
impact sur le choix des traitements. En effet, seuls les patients ayant un astrocytome IDH-
muté de grade 2 de I'OMS sont éligibles aux inhibiteurs d'IDH tels que le vorasidenib, qui
ralentit I'évolution de la maladie . Les patients ayant une tumeur de grade 3 ne peuvent

actuellement recevoir ce traitement (27).
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Notre cohorte comprenait 102 tumeurs pédiatriques (< 25 ans) et dans 68% des cas,
le SC était > 0,9. Pour 47% (48/102) des cas avec un SC > 0,9 les diagnostics pré-
méthylomique et méthylomique étaient concordants avec, dans 71 % (34/48) des cas, I'apport
d’une précision diagnostique. Dans 21% des cas avec un SC > 0,9, les diagnostics étaient
discordants (catégories III et IV). Les tumeurs primitives du SNC de I'enfant sont beaucoup
plus variées que celles de I'adulte (majoritairement représentées par les GB IDH-non mutés).
Par ailleurs, nombre de ces tumeurs pédiatriques sont des tumeurs gliales/glioneuronales de
bas grade sous-tendues par une altération de la voie des MAP Kinases (mutation ou
réarrangement BRAF, FGFR1, NF1, RAS, etc.), qui peut étre commune a plusieurs types
tumoraux (28). Les analyses de biologie moléculaire (hors méthylome) ne sont donc pas d'une
grande aide pour définir le type tumoral précis. C'est une des raisons pour lesquelles le
méthylome est réalisé de maniere quasi systématique chez I'enfant. A noter que 43% des cas
pédiatriques discordants de la cohorte avaient un diagnostic intégré initial de tumeur

gliale/glioneuronale de bas grade.

Un nouveau type tumoral introduit dans la classification OMS 2021 est le gliome diffus
de type pédiatrique de haut grade. Notre cohorte comprenait sept cas (2,7%, 7/256) de gliome
diffus de I'adulte (dont quatre GB IDH-non mutés) reclassés par le méthylome dans la super
famille des « gliomes diffus de haut grade de type pédiatrique ». Cette super famille comprend
les gliomes diffus de la ligne médiane H3K27-altérés, les gliomes diffus hémisphériques
H3G34-mutés, les gliomes hémisphériques de type infantile et les gliomes diffus de type
pédiatrique de haut grade H3- et IDH-non mutés. Parmi les 7 cas de la cohorte, 6 (85%) ont
été reclassés selon les données du méthylome (le dernier cas avait un SC < 0,5). La
présentation clinico-radiologique et histopathologique des gliomes diffus de type adulte et de
type pédiatrique peut étre similaire. Ceci souligne l'intérét du méthylome, notamment dans les
gliomes diffus de haut grade de type pédiatrique H3- et IDH-non mutés, qui ne peuvent étre
détectés par une analyse histomoléculaire conventionnelle (29). L'absence de gain du
chromosome 7/perte du chromosome 10, de mutation du promoteur de TERT ou
d’amplification d’EGFR peut éventuellement orienter vers ce diagnostic face un gliome diffus
IDH-non muté chez un adulte. Le diagnostic de gliome diffus de haut grade de type pédiatrique
n‘a pas d'incidence pronostique ou thérapeutique a I'exception des gliomes hémisphériques de

type infantile qui peuvent bénéficier d’'une thérapie ciblée (fusion NTRK, ALK, ROS1, FGFR ou
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MET). Néanmoins, ces tumeurs se développent majoritairement chez le petit enfant et font

donc rarement partie des diagnostics différentiels des gliomes diffus de I'adulte.

Pour affiner le diagnostic et résoudre certaines discordances nous avons utilisé un
classifier récemment développé par le NIH (Bethesda, USA), qui contient quelques nouveaux
(sous-)types tumoraux absents du jeu de données du DKFZ (ex : gliome de haut grade avec
aspects pléomorphes et pseudo-papillaires, non (encore) reconnu par I'OMS)(30). Méme si la
base de données de Heidelberg s’enrichit au cours du temps (grace a l'inclusion de nouveaux
cas soumis par des pathologistes du monde entier), certains types ou sous-types tumoraux ne
figurent pas dans la base allemande et ne peuvent donc pas étre identifiés par I'algorithme.
Ce dernier classera de tels cas par défaut dans la mauvaise (super)famille. Dans neuf cas sur
les dix testés, les diagnostics proposés par les deux classifiers étaient concordants.

Malgré une ré-analyse fine des dossiers, une interrogation des deux classifiers ainsi que
la réalisation d’'un tSNE/UMAP et parfois d’analyses moléculaires complémentaires, cing

dossiers restent non résolus.

L'incorporation des données du méthylome dans la démarche diagnostique est délicate
lorsque le SC est compris entre 0,5 et 0,9 (31). Plusieurs paramétres peuvent expliquer des
scores faibles tels que la non représentation du type tumoral dans la base de données du
classifier (18). Comme précédemment mentionné, une IA ne peut correctement classer une
entité qu’elle n’a jamais rencontrée. Hormis I'utilisation de méthodes plus conventionnelles,
telles que la recherche de fusions ou I'analyse des anomalies de nombre des chromosomes,
une réduction de dimensions peut étre réalisée (tSNE/UMAP). Les 13 cas de la cohorte classés
dans la catégorie IVb (SC entre 0,5 et 0,9) ont été étudiés a |'aide d’'un tSNE. Dans 12 cas, les
résultats fournis par ce dernier étaient en accord avec le diagnostic méthylomique, rattrapant
en partie le SC faible.

Un SC entre 0,5 et 0,9 peut orienter la réalisation d‘analyses moléculaires
complémentaires. Par exemple, un diagnostic méthylomique de tumeur du parenchyme pinéal
a différenciation intermédiaire peut inciter a rechercher une mutation du gene KBTBD4,
spécifique de ce type tumoral et absente des pinéalocytomes et des pinéaloblastomes. Ou un
diagnostic de xanthoastrocytome pléomorphe (XAP) doit inciter a rechercher une mutation

BRAF-V600E et une délétion homozygote des genes CDKN2A/B. Méme si ces altérations ne
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sont pas spécifiques du XAP, dans un contexte approprié, elles peuvent conforter le diagnostic

de XAP (en conjonction avec les données histopathologiques).

La catégorie V correspondait aux cas avec un SC < 0,5 ou les cas classés en tissu
controle ou microenvironnement tumoral. Dans notre cohorte, 14% (36/256) des cas ont été
classés dans cette catégorie, dont 30 du fait d'un SC < 0,5. Plusieurs paramétres peuvent
influencer le SC et la pertinence du diagnostic proposé par le méthylome. Une étude récente
a montré une corrélation positive entre le pourcentage de cellules tumorales et le SC (18). Par
ailleurs, un diagnostic méthylomique de tissu contrdle ou microenvironnement inflammatoire

correspond le plus souvent a un prélevement non représentatif (non ou tres peu tumoral).

Lorsque la quantité d’ADN (tumoral) disponible est faible (< 100 ng), il est en général
plus pertinent de réaliser un méthylome qu’un séquencage ciblé de I’ADN, qui consomme plus
d’ADN et ne permettra pas toujours de porter un diagnostic précis. Il s'agit d’'un examen
robuste qui tolere un ADN de mauvaise qualité ou en faible quantité. Il est donc performant la
ou d'autres techniques de biologie moléculaire sont en échec. Le méthylome peut étre réalisé

a partir de tissu tumoral congelé mais aussi a partir de matériel FFPE.

De facon intéressante, six cas pour lesquels nous avions du matériel pour la tumeur
initiale et la récidive montrent que les profils de méthylation sont stables dans le temps, méme
aprés traitement (par radiochimiothérapie) (données non présentées). Les profils de
méthylation refletent principalement Il'origine cellulaire de la tumeur (4) et, a un moindre
degré, les modifications épigénétiques subies pendant le processus de tumorigenése (ou de

progression tumorale).

En plus de proposer un diagnostic, le méthylome fournit également un profil
pangénomique de type CGH (Comparative Genomic Hybridization) qui peut apporter des
informations diagnostiques. C'est tout particulierement vrai en cas de suspicion de GB IDH-
non muté ol la mise en évidence d’un gain du 7 associé a une perte du 10, parfois avec une
amplification du géne EGFR, permettra de retenir le diagnostic (méme si le SC obtenu est <
0,9).

Le méthylome permet, de plus, d'analyser le statut méthylé ou non du promoteur du
gene de la MGMT. Cette analyse permet de prédire la réponse aux agents alkylants, tels que
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le témozolomide, tout particulierement dans les GB IDH-non mutés (32,33). Le méthylome
peut ainsi étre vu comme une technique « 3 en 1» (proposition diagnostique, profil
pangénomique et statut MGMT) (34).

La Neuro-Oncologie a été pionniére dans le développement de classifications basée sur
I'analyse du méthylome. Depuis larticle princeps de 2018 (12), d'autres classifiers ont été
développés, notamment pour les sarcomes ou les tumeurs cutanées (35-38). Des classifiers
propres aux médulloblastomes et aux méningiomes sont maintenant proposés par le DKFZ
(39). Récemment, a été mise au point une classification des tumeurs salivaires basée sur leurs
profils de méthylation (40). A partir des connaissances acquises en Neuro-Oncologie,

I'introduction de classifications méthylomiques s'annonce dans un nombre croissant d’organes.

Avec I'avénement des techniques de biologie moléculaire a haut débit, la classification
OMS des tumeurs du SNC est en constante (r)évolution. Méme si certains reprochent un niveau
de preuve insuffisant concernant I'existence de types tumoraux définis par le méthylome, cette
technique occupera sans nul doute une place croissante dans la sixieme édition de la
classification OMS des tumeurs du SNC. Les prochaines années verront la construction d'une
base de données francaise (sous I'égide du réseau RENOCLIP-LOC (INCa)), ce qui permettra

de s'affranchir des classifiers étrangers (bientot payants) et du transfert de données associé.

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Au total, le méthylome est apparu comme un outil fiable dans notre étude, confirmant
et affinant le diagnostic dans la majorité des cas. Dans de rares cas, il a permis de redresser
le diagnostic. Ailleurs, il pouvait induire en erreur (cas faussement discordants).

Le méthylome est devenu incontournable en Neuro-Oncologie, tant sur le plan
diagnostique que pronostique, tout particulierement chez I'enfant. Néanmoins, le diagnostic
d’'un type tumoral donné repose sur un faisceau d‘arguments : cliniques, radiologiques,
microscopiques et moléculaires. L'ensemble de ces éléments doit concorder. Les diagnostics
les plus justes sont ceux qui intégrent toutes les données pertinentes. Le méthylome
représente un niveau d'information supplémentaire et n'est pas a lui seul un outil diagnostique.
Un diagnostic ne peut entierement reposer sur les données issues d‘algorithmes d'IA.
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Annexes

Annexe I : Rapport type fourni par le DKFZ

Brain tumor classifier results (12.5)

Methylation classes Calibrated score Interpretation
(Highest level >= 0.3, lower levels >= 0.1, all of lowest level)
Medulloblastoma 0.99 match v
Medulloblastoma Non Wnt/non Shh Activated 0.99 match v
Medulloblastoma Group 3 0.99 match v
Mc Medulloblastoma, Non Wnt/non Shh, Group 3 0.99 match |4/
Subtype, Subclass Iv
Mc Medulloblastoma, Non Wnt/non Shh, Group 3 0.00 no match |
Subtype, Subclass lii
Mc Medulloblastoma, Non Wnt/non Shh, Group 3 0.00 no match | @
Subtype, Subclass li
Mc Medulloblastoma, Non Wnt/non Shh, Group 3 0.00 no match | X
Subtype, Subclass |
Legend: o Match (score >=09) X No match (score < 0.9) possibly still relevant for low tmor content and low DNA . Match to MC family member
quality cases. (score >= 0.5)
Class descriptions

MC Medulloblastoma, nen-WNT/non-SHH, Group 3 subtype, subclass IV: The "mc medulloblastoma, subclass Group 3" comprises the subclasses I-IV of the “mf
medulloblastoma non-WNT/non-SHH activated™ and accosdingly represents a subset of the tumor type “medulloblastoma, molecularly defined, non-WNT/noe-SHH activated”.
Overexpression of MYC and MY C amplification (often with PVT1:MYC fusion) occurs in 17% .GF11 and GFI1B are overexpressed due to enhancer hijacking in 15%.
Chromosome 17 copy-sumber alterations are found in 55-58% : 17p deletion, 17q gain, or isochromosome 17q. Most frequently mutantamplified genes in both group 3 and 4
are KDMBA (mutated in 7% of cases), OTX2 (amplified in 6%), ZMYM3 (metated in 6%), KMT2C (mutated in 6%), KETBDS (mutated in 6%), MYCN (amplified in 6%),
ZIC1 (mutated in 4%), CDK6 (amplified in 4%), KMT2D (mutated in 3%), and TBR1 (mutated in 3%) {28726821). Deleterious heterozygous germline mutations in BRCA2
and PALB2 are present in 1-2% of patients. Classic morphology is most freqeent in both group 3 and 4, whereas large cell / anaplastic cases are enriched in group 3 subclass I1.

Classifier prediction (Brain tumor classifier; Version: 11b4)

Methylation classes (MCs with score >= 0.3) Calibrated score Interpretation
Methylation class family Medulloblastoma group 3 and 4 0.99632 match v
MC family members with score >= 0.1
Methylation class medulloblastoma, subclass group 3 0.99051 L

Legena wMalch (score »= 0.9)  xNo maich (score &It 0.9): possily sHl relevant for kow tumor oManch 10 MC family member (score »= 0.5)

content and krw DNA qualily cases

Group descriptions:

Methylation class family Medulloblastoma group 3 and 4: The methylation class family "Medulloblastoma class 3 and 4" comprises the methylation
classes medulioblastoma, class 3 and medulloblastoma, class 4.

Methylation class medullobl. bcl. group 3: The methylation class "medulloblastoma, subclass group 3" is comprised of tumors with the
diagnosis medulloblastoma, genetically defined, group 3. Histologically most cases fall into the classical and large cell/anaplastic groups. Tumors are
located in the cerebellum, typically in the vermis. Median age is 4 years (range 1 to 17). Group 3 medulloblastomas are more common in males than
females. MYC ampilification, aneuploidy, isochromosome 17q and GFI1/1B activation by enhancer hijacking are recurrent features, but a fraction lack an
obwvious driving genetic change.
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Annexe II: Correspondance entre le diagnostic intégré et le diagnostic

méthylomique pour les sous-catégories a

—Hi " itheli ith MN1:BEND2. e — I ABM_MN1

—_— = IA,.DH,LG

- A_IDH_HG
Diffuse glioma, IDH mutant

. ©o_IbH

= OLIGOSARC_IDH

— GBM_CBM

W GBM_MES_ATYP

Adult-type diffuse gliomas.
GBM_MES_TYP

Glioblastoma, IDH-wildtype
. GBM_RTK1

I comrr

— HGG_E
— HGG_F

PA_MID

PA_CORT

ca

PA_INF

—NET_PATZ1
- <A
. HeAP

— PTPR_B

. Diffuse glioma, MAPK altered, cell-cycle activated

Emchoroi

cPP_AD
PedHGG_RTK2A
Paediatric-type diffuse/high-grade,gliom pedHGG_B

» IHG
DMG_K27
PedHGG_RTK1A
DMK_EGER
— MPNST_ATYP
— CNS_SCHW_VGLL

W Pinealitumours

— ] : ZETA fusion-posit W=tz re

W Myxopapillary ependymoma EPN_MPE
Ependymal tumours
Spinal ependymoma [l E°N_sPINE
= EPN_PFA_1D
mmm Posterior fossa ependymoma group A — T PEAT
pendy; group — EPN_PFA_2B
. Posterior fossa ependymoma group B and posterior fossa subependymoma - B
\-. EPN_PE_SE
CNS_BCOR_FUS
ATRT_SHH

[SthedeNSlembryonalitumours;

CNS_NB_FOXR2
MB_G34_Iv

MEB_WNT

MB_ca
Medulloblastoma:non-WNT/non=S HHEEIVATSYm———————— -

ME_SHH_2
MB_SHH_3

MB_SHH_4
MB_SHH_IDH
. m— CNS_SARC_DICEF
- _— e e SO Tumours: of uncertain differentiation — HMB
) meningothelial tUmours i i e cNs . —MNG_BEN_3

i PIN_CYT
PPTID_A

cN

Légende : Diagramme de Sankey montrant la redistribution des diagnostics en fonction des résultats
du méthylome. Dans la plupart des cas, ce dernier apporte une précision diagnostique (sous-type
tumoral). La super famille dans laquelle il existe le plus de re-classements est celle des tumeurs
gliales/glioneuronales de bas grade. Ceci s’explique, en partie, par le fait que ces tumeurs présentent
d'importants chevauchements morphologiques et qu'une altération moléculaire donnée peut

correspondre a plusieurs types tumoraux, rendant le diagnostic histomoléculaire difficile.
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Annexe III : Tableau de la cohorte pour les catégories I et I1I

Cas Sexe Age Di ic intégré pré-méthy MéthylomeV12.8 Score C Diagnostic final retenu
5 F 57 astroblastome High-grade neuroepithelial tumour with MN1:BEND2 fusion 0.99 1a tumeur neuroépithelial de hautgrade avec fusion MNT-BEND2
6 H 45  glioblastome Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal type 0.505 2b glioblastome
8 H 48 gliome diffus de hautgrade avec mutation IDH Diffuse glioma, IDH-mutant and 1p19q retained [astroglial type] 0.96 2a astoicytome IDHm de hautgrade
9 H 8 gliome diffus de la ligne mediane H3K27m Diffuse midline glioma, H3 K27-altered, subtype EGFR-altered 0,99 2a gliome diffus ligne mediane H3K27 altéré/EGFRaltéré
10 H 52 AstrocytomeIDH muté de grade 3 Diffuse glioma, IDH-mutant and 1p19q retained [astroglial type], high. 0.98 1a astrocytome IDHm hautgrade
12 F 9 ependymome anaplasique MC Posterior fossa group A (PFA) ependymoma, subclass 2b (novel) 0.96 2a ependymome fosse posteirieur de sous type A sous classe 2b
14 H 7 tumeur avec duplication tandem Bcor Neuroepithelial tumour with BCOR internal tandem duplication 0.99 1a tumeur avec duplication en tendem BCOR
16 F 53 oligodendrogliome IDHm,1p19q co-deleté MC Oligodendroglioma, IDH-mutant and 1p/19g-codeleted 0.99 1a oligodendrogliome IDHmM,1p19q co-deleté
24 F 4 tumeur gliale de haut grade de type pédiatrique Infant-type hemispheric glioma 0.99 2a Infant-type hemispheric glioma
25 H 13 tumeurglioneuronal a rosettes Rosette-forming glioneuronal tumour 0.99 1a tumeur glioneuronala rosettes
26 H 62 oligodendrogliome IDHmM,1p19q co-deleté MC Oligodendroglioma, IDH-mutant and 1p/19g-codeleted 0.99 1a oligodendrogliome IDHm,1p19q co-deleté grade 3
27 H 56 glioblastome Gli ma, IDH-wildtype, rr naltype 0.81 2b glioblastome de sous type mesenchymateux
29 H 44 glioblastome MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype 0.94 2a glioblastome de sous type mesenchymateux
30 F 4 astrocytome pilocytique Supratentorial midline pilocytic astrocytoma 0.99 1a astrocytome pilocytique
31 F 7  gliome bas grade infiltrant MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial 0.99 2a astrocytome pilocytique
32 H 67 glioblastome Glioblastoma, IDH-wildtype 0.99 2a glioblastome
33 H 64 glioblastome MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype 0.99 2a glioblastome de sous type mesenchymateux
34 H 43 glioblastome Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK2 type 0.95 2a glioblastome de sous type RTK2
35 H 40 glioblastome MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype 0.99 2a glioblastome de sous type mesenchymateux
36 F 3 ATRT Atypical teratoid rhabdoid tumour, SHH activated 0.99 2a MC Atypicalteratoid/rhabdoid tumour, SHH-subtype
37 F 58 glioblastome non muté avec fusion FGFR3 MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype 0.68 2b Gliome avec fusion FGFR3, astrocytome anaplasique
38 H 5 DNET Dysembryoplastic neuroepithelial tumour 0.97 1a DNET
39 H 10 ependymome anaplasique avec fusion RELA MC Supratentorial ependymoma, ZFTA fusion-positive, subtype ZFTA 0.99 2a ependymome anaplasique avec fusion ZFTA
41 H 1 medulloblastome SHH activé sous-classe 2 Medulloblastoma, SHH-activated, subtype 2 0.99 2a medulloblastome SHH activé sous-classe 2
42 H 43 glioblastome Glioblastoma, IDH-wildtype 0.98 2a glioblastome de sous type RTK2
43 H 29 tumeurglioneuronale de bas gade infiltrant Dysembryoplastic neuroepithelial tumour 0.97 2a DNET
45 H 49 glioblastome MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype 0.99 2a glioblastome de sous type mesenchymateux
48 F 27 sarcomeindifférencié Primary intracranial sarcoma, DICER1-mutant 0.99 1a sarcomeintracranien associé a la mutation DICER1
50 F 29 gliome hemispherique infantile NTRK3 fusion Infant-type hemispheric glioma 0.99 1a gliome hemispherique infantile NTRK3 fusion
52 F 12 astrocytome pilocytique Pilocytic astrocytoma 0.97 1a astrocytome pilocytique
57 H 50 glioblastome moléculaire MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype 0.99 2a glioblastome de sous type mesenchymateux
58 H 42 glioblastome Gli ma, IDH-wildtype, rr naltype 0.65 2b glioblastome de sous type mesenchymateux
60 H 20 tumeurgliale/glioneuronale de bas grade Low-grade glial/glioneuronal/neuroepithelial tumours 0.93 2a tumeur glioneuronal de bas grade
61 F 18 ependymome Myxopapillary ependymoma 0.99 1a ependymome myxopapillaire
63 F 6 astrocytome pilocytique MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial 0.99 2a astrocytome pilocytique
64 H 61 glioblastome MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype 0.63 2b glioblastome avec fusion FGFR3
66 H 63 astrocytome IDHmde grade 3 Diffuse glioma, IDH-mutant and 1p19q retained [astroglial type], high. 0.99 1a astrocytome IDHm de haut grade
67 H 63 tumeur papillaire de la région pinéale MC Papillary tumour of the pinealregion, subtype B 0.99 2a tumeur papillaire de la région pinéale de sous type B
68 F 27 médulloblastome WNT activé Medulloblastoma, WNT activated 0.99 1a medulloblastome WNT activé
70 H 26 oligodendrogliome IDH2m/1p19qdel MC Oligodendroglioma, IDH-mutant and 1p/19g-codeleted 0.99 1a oligodendrogliome IDHm,1p19q co-deleté
71 F 8 medulloblastome non WNT/non SHH Medulloblastoma Group 4 0.96 2a medulloblastome non WNT/non SHH groupe 4
73 F 53 medulloblastome SHH-active Medulloblastoma, SHH-activated 0.99 2a medulloblastome SHH active
74 H 12 tumeur gliale/glioneuronale de bas grade Dysembryoplastic neuroepithelial tumour 0.98 2a DNET
75 F 32 XAP Pleomorphic xanthoastrocytoma(-like) 0.93 1a xanthoastrocytome pleomorphe
76 H 52 ependymome_supraT fusion ZFTA MC Supratentorial ependymoma, ZFTA fusion-positive, subtype ZFTA 0.85 2b ependymome supratentoriel avec fusion ZFTA
77 H 9 astrocytome pilocytique avec fusion BRAF MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial 0.97 2a astrocytome pilocytique
78 F 68 tumeur glioneuronal FGFR-TACC1 fusion Supratentorial pilocytic astrocytoma 0.96 2a gangliogliome
79 H 10 XAPBRAFm Diffuse glioma, MAPK altered, cell-cycle activated 0.65 1b xanthoastrocytome pleomorphe braf muté grade 3
80 F 32 glioblastome Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK2 type 0.90 2a glioblastome de sous type RTK2
81 F 31 tumeur gliale/glinoneuronal de bas grade Dysembryoplastic neuroepithelial tumour 099 2a DNET
82 H 70 ependymome fosse posterieure Ependymaltumours 0.93 2a ependymome de le fosse posterieure
83 H 20 tumeurgliale de basgrade MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial 0.96 2a astrocytome pilocytique
84 H 54 glioblastome MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype 0.99 2a glioblastome de sous type mesenchymateux
8 H 65 ependymome spinal Spinal ependymoma 0.99 1a ependymome spinal
89 H 60 tumeurgliale dehautgrrade Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK1 type 0.99 2a glioblastome de sous type RTK1
91 H 44 oligodendrogliome IDHm,1p19q co-deleté MC Oligodendroglioma, IDH-mutant and 1p/19g-codeleted 0.99 1a oligodendrogliome IDHm,1p19q co-deleté
101 H 15 tumeur gliale bas grade avec altération MAPK MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial 0.97 2a astrocytome pilocytique
102 H 62 glioblastome Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK2 type 0.99 2a glioblastome de sous type RTK2
104 F 35 Gliome diffus de la ligne médiane H3K27m muté Diffuse midline glioma, H3 K27-mutant / EZHIP overexpressing 0.99 2a gliome diffus de la ligne mediane H3K27Mm
105 F 54 glioblastome IDH non muté Glioblastoma, IDH-wildtype 0.53 1b glioblastome de sous type RTK2
106 F 9 glioneuronale bas grade Ganglioglioma 0.72 2b gangliogliome
107 F 10 DNET Dysembryoplastic neuroepithelial tumour 094 1a DNET
108 F 7 ependymome fosse posterieure de sous type A Posterior fossa ependymoma group A1 0.99 2a ependymome de la fosse posteurieur groupe A1
111 H 52 medulloblastome nodulaire/desmoplasique SHH activé Medulloblastoma, SHH-activated, subtype 4 0.99 2a medulloblastome SHH activé de sous type 4
113 F 1 medulloblastome MC Medulloblastoma, non-WNT/non-SHH, Group 3 subtype, subclas 0.99 2a médulloblastome non WWNT/ non SHH groupe 3 sous catégorie 4
115 F 24 gliome diffus pédiatrique bas grave avec activation MAP-kina: Low-grade glial/glioneuronal/neuroepithelial tumours 0.74 1b gliome diffus pédiatrique bas grave avec activation MAP-kinases
120 H 40 DNET/PLNTY/gliome diffus ped altération MAP_kinase Low-grade glioneuronal tumour 0.59 2b DNET/PLNTY/gliome diffus ped altération MAP_kinase
122 F 10 tumeur gliale diffus de bas grade Low-grade glial/glioneuronal/neuroepithelial tumours 0.92 2a gliome diffus de bas grade
123 F 13 astrocytome pilocytique Supratentorial midline pilocytic astrocytoma 0.81 1b astrocytome pilocytique
125 F 44  médulloblastome nodulaire/demoplasique SHH activé P53 ni Medulloblastoma, SHH-activated 0.99 2a médulloblastome nodulaire/demoplasique SHH activé P53 non muté
126 H 6 astrocytome pilocytique MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial 0.99 2a astrocytome pilocytique infratentoriel
127 H 51 glioblastome Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK2 type 0.99 2a glioblastome de sous type RTK2
135 F 33 glioblastome MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype 0.99 2a glioblastome de sous type mesenchymateux
136 H 10 medulloblastome nodulaire/desmo_SSH-active-P53w Medulloblastoma, SHH-activated 0.59 1b médulloblastome nodulaire/demoplasique SHH activé P53 non muté
137 F 15 DNET MC Dysembryoplastic neuroepithelial tumour 0.78 1b DNET
142 F 12 astrocytome pilocytique MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial 0.96 2a astrocytome pilocytique
143 F 79 glioblastome MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype 0.97 2a glioblastome
144 F 43 glioblastome MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype 0.99 2a glioblastome de sous type mesenchymateux
146 F 3 astrocytome pilocytique MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial 0.71 1b astrocytome pilocytique
147 F 46 glioblastome MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype 0.99 2a glioblastome
148 H 3 ependymome anaplasique MC Supratentorial ependymoma, ZFTA fusion-positive, subtype ZFTA 0.99 2a ependymome supratentoriel avec fusion ZFTA
149 F 23 ependymome myxopapillaire Myxopapillary ependymoma 0.99 1a ependymome myxopapillaire
150 H 14 tumeur gliale diffus de hautgrade High-grade diffuse glioma of the midline/posterior fossa; H3/IDH-wilc 0.93 2a glioblastome de sous type fosse posterieure
151 F 61 glioblastome Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK2 type 0.95 2a glioblastome de sous type RTK2
154 H 34 pinéalocytome Pineocytoma 0.96 1a pineocytome
1565 H 47 glioblastome MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype 0.99 2a glioblastome de sous type mesenchymateux
158 F 51 tumeur gliale diffus de hautgrade Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal type 0.98 2a glioblastome de sous type mesenchymateux
159 H 64 subependymome Posterior fossa subependymoma 0.99 2a sub-ependymome de la fosse posteurieur
160 F 45 glioblastome Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK1 type 0.99 2a glioblastome de sous type RTK1
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catégorie,

schwannome

astrocytome IDHm grade 4

ependymome fosse posterieure groupe B
gliome hemispherique infantile
ganglioneuroblastome FOXR2-activé
glioblastome

tumeur gliale de bas grade

tumeur glioneuronale bas grade
medulloblastome SHH activé

Gliome diffus de la ligne médiane H3K27M muté
Ependymome spinal de grade 2
glioblastome

glioblastome

Glioblastome moléculaire.
medulloblastome SHH-active

glioblastome IDH non muté
medulloblastome SHH activé

un gliome de hautgrade

meduloblastome SHH activé

astrocytome IDHm grade 3

tumeur tératoide rhabdoide atypique

DNET

gliome haut grade difficile a classer
astrocytome hautgrade avec aspects piloides
medulloblastome SHH activé

gliome diffus de haut grade IDH non muté
papillome des plexus choroides
glioblastome

glioblastome

tumeur épendymaire

glioblastome

glioblastome

neurocytome central atypique

glioblastome IDH non muté épithelioides
glioblastome

medulloblastome SHH activé

épendymome myxopapillaire

tumeur pinéal a différenciation intermédiaire
glioblastome

medulloblastome SHH activé

DNET

glioblastome

ependymome supratentoriel avec fusion ZFTA
astrocytome pilocytique

Gliome diffus de la ligne médiane H3K27M muté
papillome atypique des plexus choroides
astroblastome MN1 altéré

ependymome fosse posterieure groupe B
pinealoblastome

glioblastome

tumeur gliale ou glioneuronale de bas grade
neurocytome extra ventriculaire
épendymome supratentoriel ZFTA-fusionné
tumeur gliale/glioneuronale de bas grade
médulloblastome WNT activé

glioblastome IDH non muté

ependymome spinal

tumeur glioneuronal a rosette

astrocytome pilocytique

glioblastome

ependymome fosse posterieure de groupe B
glioblastome

tumeur gliale/glioneuronale de bas grade

DNET :

dysembryoplastic

MC Schwannoma

MC Astrocytoma, IDH-mutant; high grade

Posterior fossa ependymoma group B

Infant-type hemispheric glioma

CNS neuroblastoma, FOXR2-altered

MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype
MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial
Extraventricular neurocytoma

Medulloblastoma, SHH-activated, subtype 4

Diffuse midline glioma, H3 K27-mutant/ EZHIP overexpressing
Spinal ependymoma

MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype
Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK2 type

MC Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK1 subtype
Medulloblastoma, WNT activated

High-grade diffuse glioma of the midline/posterior fossa; H3/IDH-wilc

Medulloblastoma, SHH-activated, subtype 1

MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype, subclass B (|

MC Medulloblastoma, SHH-activated, subclass 3 (novel)
Diffuse glioma, IDH-mutant and 1p19q retained [astroglial type], high
MC Atypical teratoid/rhabdoid tumour, TYR-subtype
Dysembryoplastic neuroepithelial tumour

MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype
High-grade astrocytoma with piloid features
Medulloblastoma, SHH-activated

MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype
MC Choroid plexus papilloma, adult subtype (novel)
Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK2 type

MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype
Ependymal tumours

MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype
Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK2 type

Central neurocytoma

MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype
MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype
Medulloblastoma, SHH-activated

Myxopapillary ependymoma

MC Pineal parenchymal tumour of intermediate differentiation, KBTB

Glioblastoma, IDH-wildtype
Medulloblastoma, SHH-activated, subtype 3
MC Dysembryoplastic neuroepithelial tumour
Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK1 type

MC Supratentorial ependymoma, ZFTA fusion-positive, subtype ZFTA

MC Pilocytic astrocytoma, infratentorial

Diffuse midline glioma, H3 K27-mutant/ EZHIP overexpressing
MC Choroid plexus papilloma, adult subtype (novel)

High-grade neuroepithelial tumour with MN1:BEND2 fusion

MC Posterior fossa group B (PFB) ependymoma, subclass 1 (novel)
Pineoblastoma, miRNA pathway altered, group 2

MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype
Low-grade glial/glioneuronal/neuroepithelial tumours
Extraventricular neurocytoma

MC Supratentorial ependymoma, ZFTA fusion-positive, subtype ZFTA

Low-grade glial/glioneuronal/neuroepithelial tumours
Medulloblastoma, WNT activated

Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK1 type

Spinal ependymoma

MC Rosette forming glioneuronal tumour

Low-grade glial/glioneuronal/neuroepithelial tumours

MC Glioblastoma, IDH-wildtype, mesenchymal subtype

MC Posterior fossa group B (PFB) ependymoma, subclass 3 (novel)
Glioblastoma, IDH-wildtype, RTK1 type

Low-grade glioneuronal tumour

neuroepithelial
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Schwannome

astrocytome IDH muté de hautgrade
ependymome fosse posterieure de sous type B
gliome hémisphérique infantile
ganglioneuroblastome FOXFR2 active
glioblastome de sous type mesenchymateux
astrocytome pilocytique

neurocytome extra ventriculaire
medulloblastome SHH activé de sous type 4
Gliome diffus de la ligne médiane H3K27M muté
ependymome spinal

glioblastome

glioblastome de sous type RTK2

glioblastome

medulloblastome WNT activé

glioblastome

medulloblastome SHH activé sous type 1
glioblastome

medulloblastome SHH activé sous classe 3
astrocytome IDHm de grade 3

tumeur tératoide rhabdoide atypique

DNET

gliome de haut grade

astrocytome haut grade avec aspects piloides
medulloblastome SHH activé

gliome diffus de hautgrade

papillome des plexus choroides

glioblastome de sous type RTK2

glioblastome de sous type mesenchymateux
épendymome

glioblastome de sous type mesenchymateux
glioblastome de sous type RTK2

neurocytome central atypique

glioblastome de sous type mesenchymateux
glioblastome de sous type mesenchymateux
medulloblastome SHH activé

ependymome myxopapillaire

tumeur du parenchyme pinéale KBTD4 altéré , sous type A
glioblastome

medulloblastome SHH activé sous groupe 3
DNET

glioblastome de sous type RTK1

ependymome supratentoriel avec fusion ZFTA
astrocytome pilocytique

Gliome diffus de la ligne médiane H3K27M muté
papillome atypique des plexus choroides
astroblastome MN1 altéré

ependymome de la fosse posterieure de sous type B
pinéaloblastome

glioblastome de sous type mesenchymateux
tumeur gliale/glioneuronale

neurocytome extra ventriculaire
ependymome supratentoriel avec fusion ZFTA
astrocytome pilocytique

medulloblastome WNT activé

glioblastome de sous type RTK1

ependymome spinal

tumeur glioneuronal a rosette

astrocytome pilocytique

glioblastome de sous type mesenchymateux
ependymome fosse posterieure de sous type B sous classe 3
glioblastome de sous type RTK1

tumeur gliale/glioneuronal de bas grade

neuroépithéliale

dysembryoplasique), MC : methylation class (terminologie utilisée par le DFKZ pour désigner la sous

classe), XAP : xanthoastrocytome pléomorphe, ATRT : tumeur rhabdoide tératoide atypique.
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Apport du méthylome dans le diagnostic

des tumeurs primitives du systéme nerveux central

Introduction : Le diagnostic histomoléculaire, ou « intégré », est devenu central dans la classification des tumeurs du systéme
nerveux central (SNC). Le méthylome y occupe une place croissante, notamment en pédiatrie. Le but de ce travail était d'évaluer
I'apport du méthylome en Neuro-Oncologie depuis sa mise en place dans le département de Pathologie du CHU d’Angers.

Matériel et Méthodes : Notre cohorte rétrospective comprenait 256 tumeurs du SNC ayant fait I'objet d’un diagnostic intégré
avec analyse du profil de méthylation. Le diagnostic proposé par I'algorithme du méthylome a été comparé au diagnostic intégré
pré-méthylomique. Les cas ont été répartis en 5 catégories : catégorie I : diagnostics concordants ; II : apport d’une précision
diagnostique ; III : diagnostic méthylomique différent mais au sein de la méme famille de tumeurs ; IV : diagnostics discordants ;
V : méthylome non contributif. Les cas discordants ont été revus afin de formuler un diagnostic final en faveur ou non du
diagnostic proposé par l'algorithme.

Résultats : Dans 19% des cas, le diagnostic méthylomique était parfaitement concordant avec le diagnostic pré-méthylomique
(catégorie I) et dans 41% des cas, il apportait une précision diagnostique (catégorie II). Dans 9% des cas, le diagnostic
méthylomique était partiellement discordant (catégorie III) et dans 17% des cas, il était discordant (catégorie IV). Parmi les 45
cas de la catégorie IV, seuls 26 étaient réellement discordants. Dans 15 cas (5,8%), les résultats du méthylome ont amené a
réviser le diagnostic intégré initial. Dans 14% des cas, le diagnostic méthylomique était non contributif.

Conclusion : Dans 60% des cas, les diagnostics histomoléculaire et méthylomique étaient concordants. Dans seulement 5,8%
des cas, les résultats du méthylome ont réellement modifié le diagnostic retenu. Le méthylome est un outil précieux
pour confirmer et affiner le diagnostic des tumeurs du SNC. Cependant, il est indispensable de corréler les résultats obtenus aux
données clinico-radiologiques, histopathologiques et moléculaires autres.

Mots-clés : tumeur, systéme nerveux central, méthylome, diagnostic, biologie moléculaire

Contribution of DNA methylation profiling to the diagnosis

of primary central nervous system tumors

Introduction: Histomolecular or “integrated” diagnosis is central to the classification of central nervous system (CNS) tumors.
DNA methylation profiling plays a growing role in the classification, especially in pediatric tumors. The aim of this work was to
assess the contribution of methylation profiling to the diagnosis of CNS neoplasia since its implementation in the Department of
Pathology of Angers University Hospital.

Material and methods: Our retrospective cohort comprised 256 CNS tumors, diagnosed by histopathology, conventional
molecular techniques, and DNA methylation array. We compared the histo-molecular diagnosis with that provided by methylation
profiling. Five categories were defined: category I: concordant diagnostics; II: methylation profiling offered a diagnostic precision;
category III: partially discordant diagnostics (but still within the same family of CNS tumors); category IV: discordant diagnostics;
category V: non-contributory methylation profiling.

Results: 19% of cases fell into category I, 41% in category II, 9% in category III, 17% in category IV, and 14% in category V.
In category IV, only 26 out of 45 cases were truly discordant. In 5.8% of all the cases, methylation profiling led to a significant
change in the final diagnosis.

Conclusion: Overall, the two diagnoses were concordant in 60% of cases. In only 5.8% of cases was the final diagnosis revised
based on the methylation profiling. The latter is a reliable tool to make and refine histo-molecular diagnoses in Neuro-Oncology.

Nonetheless, taking into account clinical, radiological, histopathologic, and other molecular data is essential to reach the correct
diagnosis.

Keywords: tumor, central nervous system, DNA methylation array, diagnostic, molecular biology

N
LIZ o sante

UNIVERSITE DANGERS



