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Très forte hétérogénéité cellulaire
Forte vascularisation [angiogenèse prononcée]

Zone nécrotique et hypoxique
Infiltrante

Pronostic sombre: 3 mois sans traitement
  6 mois après traitement chirurgical (exérèse)

  Survie augmentée avec radiothérapie/chimiothérapie (TMZ): ~14 mois
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IntroductionProblématiques

<Caractérisation moléculaire des glioblastomes>

génome
transcriptome

(aCGH)
(microarray)

-
-

épigénome - (miRNA & CpG)
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<Caractérisation moléculaire des glioblastomes>

‣ Hétérogénéité inter-tumorale

pronostic : espérance de vie, réponse 
aux thérapies 

génétique : nombre de copies d’ADN, 
degré de méthylation

tissulaire : nécrose, vaisseaux, 
astrocytes, oligodendrocytes
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‣ Hétérogénéité intra-tumorale

caractéristiques moléculaires des différentes zones 
de la tumeur

Projet Gliome Cancéropôle Grand-Ouest
“From The Core To Beyond The Margin”
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➡ altérations du nombre de copies de l'ADN

‣ Plan de l’exposé

➡ expression différentielle du transcriptome
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Méthodes
array-CGH & puces expression
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MéthodesaCGH

<array-based Comparative Genomic Hybridization>

extraction
digestion enzymatique

marquage
Cy3Cy5

hybridation compétitive sur biopuce
mesure de fluorescence

Yik

1 Kk

Yik = log2
ADNtumeur

ADNref

Tu
m
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sondes

TumeurRéférence

1

I

i
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MéthodesaCGH

<Segmentation>

détection des points de cassure

segmentation

attribution d’un statut à chaque segment : normal, gain, perte ou amplification
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MéthodesPuces expression

Cy3

hybridation sur biopuce
mesure de fluorescence

Xij

1 Jj

Tu
m

eu
rs

sondes

Tumeur

extraction
reverse-transcription
transcription in vitro

marquage

Xij = log2
ARNtumeur

ARNref

1

I

i

Contrôle

<one-color microarray>
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ARN

spike

Cy-3

3 type de contrôles:

NN Non-tumoral : cortectomie

OO Oligodendrogliome, grade III (anaplasique)

OAOA Oligo-astrocytome, grade III (anaplasique)

Monocouleur, 44K Agilent
Macro-cryodissection laser 

Cohorte, n = 20 glioblastomes

MéthodesPlan expérimental

ADN tumoral

Cy-5 Cy-3

ADN sang
Cy-3 Cy-5

Plan en dye-swap => robustesse

Puce CGH de haute résolution (60 kb) oligo 60 mer 44K, Agilent

Profil génomique

Profil transcriptomique

Préparation des 
échantillons 
tumoraux
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Résultats
aCGH
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Altérations du nombre de copies d’ADN (CNA) ±0.15 (>3 sondes consécutive)
Régions minimales (MCR) = CNA extrêmes: ±0.28 pour au moins 1 GBM

Seuils fixés selon la distribution globale des données segmentées (± 6 SD / 75% 
données moyennes) : méthode décrite dans l’étude de Carrasco et al. (2006) 
sur les myélomes multiples et déjà appliquée sur des données GBM (Maher et 
al., 2006)

RésultatsaCGH

R package GLAD, (Hupé et al., 2004)
Nexus Copy Number 3.1 (BioDiscovery, Inc.)

de Tayrac et al., Genes, Chromosomes & Cancer (2008)

Gains sur 20q et 9p
Pertes de 1p, 10q et 13q 

Forte récurrence de gains sur le chromosome 7
Perte du chromosome 10, du 9p et du 13
Amplifications des gènes EGFR (7p12), MDM2 (12q13-14) et PDGFRA (4p12)
Délétions des gènes suppresseurs de tumeur PTEN (10q23) et CDKN2A/p16 (9p21)
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<Régions minimales altérées (Minimal Common Region; MCR)>

I

II

EGFR, 7p11.2
PDGFRA, 4q11-13 CDKN2A, 9p21

CDK4, 12q14

altérations les plus fortes (4 % quantiles sup. et inf.) 
retrouvées au moins deux fois

RésultatsMCRs

11941 sondes [4816 gènes]

de Tayrac et al., Genes, Chromosomes & Cancer (2008)
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Résultats
puces expression
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Analyse en Composantes 
Principales

(ACP)

RésultatsTranscriptome

Non-tumoral, 
cortectomie (chirurgie 

d’épilepsie)

Oligodendrogliome, 
Oligo-astrocytome, 

grade III 
(anaplasique)

glioblastome, 
grade IV

1143 gènes différentiels
(t-test, correction BH, p<0,05)

grade III vs. normal
grade IV vs. normal
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Ingenuity Pathways 
Analysis (IPA)

RésultatsTranscriptome
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What is the GO Process DAG?
(in 5 seconds)

physiological process

digestionmetabolism

lipid digestion intestinal absorption

cholesterol absorption

primary metabolism

lipid metabolism

cellular metabolism

cellular lipid metabolism

DAG = Directed Acyclic Graph

PART-OF
IS-A

A DAG is a hierarchy in which a node can have multiple parents and children√

Nodes are linked by is_a or part_of relations√
Nodes are terms that describe biological processes√
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Gene Ontology 
Annotation (GOA)

+

Comment ?

Pourquoi ?

Projection des connaissances (AFM) sur les plans de variabilité expérimentale (ACP)

Modules construits à partir de données d’annotation (termes GO extraits de GOA Human)

Méthode sans a priori facilitant l’interprétation fonctionnelle de données pangénomiques

Contextualisation biologique Méthode
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Construction de Modules d’Annotations

Contextualisation biologique Méthode

de Tayrac et al., ASMDA 2007
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On regroupe les gènes par processus (terme GO)
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Construction de Modules d’Annotations

GO term A1

Contextualisation biologique Méthode

de Tayrac et al., ASMDA 2007
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On regroupe les gènes par processus (terme GO)
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GO term A1

GO term A2
...

Contextualisation biologique Méthode

de Tayrac et al., ASMDA 2007
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A1

On regroupe les gènes par processus (terme GO)

Un processus est décrit par les valeurs d’expression des gènes (Xik) = module 
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Contextualisation biologique Méthode

de Tayrac et al., ASMDA 2007
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A1

On regroupe les gènes par processus (terme GO)

Un processus est décrit par les valeurs d’expression des gènes (Xik) = module 
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Contextualisation biologique Méthode

de Tayrac et al., ASMDA 2007
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A1

On regroupe les gènes par processus (terme GO)

Un processus est décrit par les valeurs d’expression des gènes (Xik) = module 
L’analyse factorielle permet de placer les annotations (modules) dans l’espace des gènes (eXpression)
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Contextualisation biologique Méthode

de Tayrac et al., ASMDA 2007
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<Gene Expression Omnibus (GEO)>

Freije et al., Cancer Res. (2004)

170 gliomes (GSE4412)

Affymetrix U133A (GPL96)

378 BP modules

Xij
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1 10572

170

i

j

Tu
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rs

eXpression

HGNC symbols

RésultatsContextualisation biologique

de Tayrac et al., BMC Genomics (accepted)

O (oligodendrogliome)

OA (oligoastrocytome)

A (astrocytome)

GBM (glioblatome)
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‣ PC1: WHO grading effect

‣ PC2: tumor origin effect

Grade IV gliomas (GBM) versus 
Lower grade gliomas (A, O, OA)

A and GBM are astrocytic
O are oligodendrocytic
OA are mixed tumors

Mixed versus Monoclonal

O (oligodendrogliome)

OA (oligoastrocytome)

A (astrocytome)

GBM (glioblatome)

RésultatsContextualisation biologique

de Tayrac et al., BMC Genomics (accepted)
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Projection des connaissances 
biologiques sur le premier plan 
factoriel (plan de plus forte 
variabilité expérimentale)

Les coordonnées des groupes fournissent une 
mesure directe du lien entre les modules BP et 
les facteurs correspondants :

I den t i fica t ion des modu le s 
fortement l iés au grade de 
malignité (haut grade ou bas grade)

I den t i fi c a t i on de s modu l e s 
fortement liés à l’origine clonale de 
la tumeur (monoclonale ou mixte)

RésultatsContextualisation biologique

de Tayrac et al., BMC Genomics (accepted)
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Table 2 - Transcriptomic data set, GO terms associated with glioma grading

The annotation are grouped by meaningful categories and ordered by GO depth. The coordinate onto the

first PCA dimension corresponding to each GO annotation is provided in the third column.

GO Identifier Go Term Axis 1
Cell cycle / Death
GO:0016265 death 0.953
GO:0007049 cell cycle 0.958
GO:0008219 cell death 0.956
GO:0012501 programmed cell death 0.951
GO:0051726 regulation of cell cycle 0.941
GO:0006915 apoptosis 0.965
GO:0000074 regulation of progression through 0.921

cell cycle
GO:0042981 regulation of apoptosis 0.923
GO:0045786 negative regulation of progression 0.904

through cell cycle
GO:0007050 cell cycle arrest 0.912

Invasive behavior
GO:0051179 localization 0.986
GO:0007154 cell communication 0.985
GO:0007155 cell adhesion 0.966
GO:0040011 locomotion 0.952
GO:0051234 establishment of localization 0.985
GO:0007267 cell-cell signaling 0.954
GO:0007626 locomotory behavior 0.919
GO:0008283 cell proliferation 0.917
GO:0051641 cellular localization 0.918
GO:0042127 regulation of cell proliferation 0.916
GO:0006928 cell motility 0.916

Development
GO:0007275 multicellular organismal development 0.984
GO:0009653 anatomical structure morphogenesis 0.955
GO:0030154 cell differentiation 0.951
GO:0048513 organ development 0.942
GO:0007399 nervous system development 0.943
GO:0000902 cellular morphogenesis 0.926

16

Caractéristiques des glioblastomes 
(par rapport aux autres gliomes)

soutenue par des dysfonctionnements 
importants du cycle cellulaire

une progression rapide

avec une invasion du parenchyme 
par des cellules tumorales isolées●

●

●

RésultatsContextualisation biologique

de Tayrac et al., BMC Genomics (accepted)
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Et alors ?
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Résultats
intégration ADN & ARN

trouver, parmi les altérations du nombre 
de copies de gène, celles qui sont 
répercutées de façon directe sur 
l’expression des gènes (événements “cis”)

quelles sont les pertes qui entraînent une sous-
expression des gènes associés ?

quelles sont les duplications ou amplifications qui 
entraînent une sur-expression des gènes associés ?
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MéthodeÉvénements “cis”
<2 approches>

Matrice des correlations (coefficient de Pearson) issue de (a) & (b)

d

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

(a)

(b)

-9,0

-7,0

-5,0

-3,0

-1,0

1,0

(a)
(b)

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

6,0

(a)

(b)

(a) Altération du nombre de copies

"données segmentées" gène_1 gène_n

glioblastome_1

glioblastome_p

(b) expression des gènes

(Glioblastome vs Normal)

gène_1 gène_n

glioblastome_1

glioblastome_p

p -value ns ** ns ** ns ** ns ns ** ** ns ns ns ns ns ns ns ns **

MCR

Forte corrélation (d>0.7), p-value ns

Forte corrélation (d>0.7), p-value significative (p<0.05)

Analyse différentielle (t-test)
Glioblastome vs Normal

Faible corrélation, p-value significative (p<0.05)

positive correlation

gene_1 gene_n

gene_1 ns

d1

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

d2

ns

ns

gene_n ns

(B) ETUDE DE CORRELATION

(A) ETUDE CIBLEE

do
sa

ge
  t

ra
ns

cr
it 

/ 
E

xp
re

ss
io

n 
re

la
tiv

e 

Glioblastomas

Glioblastomas

Glioblastomas

DONNEES

(I)

(II)

(III)

do
sa

ge
  t

ra
ns

cr
it 

/ 
E

xp
re

ss
io

n 
re

la
tiv

e 

do
sa

ge
  t

ra
ns

cr
it 

/ 
E

xp
re

ss
io

n 
re

la
tiv

e 
globale

ciblée

26



MéthodeÉvénements “cis”
<2 approches>

Matrice des correlations (coefficient de Pearson) issue de (a) & (b)

d

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

(a)

(b)

-9,0

-7,0

-5,0

-3,0

-1,0

1,0

(a)
(b)

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

6,0

(a)

(b)

(a) Altération du nombre de copies

"données segmentées" gène_1 gène_n

glioblastome_1

glioblastome_p

(b) expression des gènes

(Glioblastome vs Normal)

gène_1 gène_n

glioblastome_1

glioblastome_p

p -value ns ** ns ** ns ** ns ns ** ** ns ns ns ns ns ns ns ns **

MCR

Forte corrélation (d>0.7), p-value ns

Forte corrélation (d>0.7), p-value significative (p<0.05)

Analyse différentielle (t-test)
Glioblastome vs Normal

Faible corrélation, p-value significative (p<0.05)

positive correlation

gene_1 gene_n

gene_1 ns

d1

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

d2

ns

ns

gene_n ns

(B) ETUDE DE CORRELATION

(A) ETUDE CIBLEE

do
sa

ge
  t

ra
ns

cr
it 

/ 
E

xp
re

ss
io

n 
re

la
tiv

e 

Glioblastomas

Glioblastomas

Glioblastomas

DONNEES

(I)

(II)

(III)

do
sa

ge
  t

ra
ns

cr
it 

/ 
E

xp
re

ss
io

n 
re

la
tiv

e 

do
sa

ge
  t

ra
ns

cr
it 

/ 
E

xp
re

ss
io

n 
re

la
tiv

e 
globale

ciblée

26



MéthodeÉvénements “cis”
<2 approches>

Matrice des correlations (coefficient de Pearson) issue de (a) & (b)

d

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

(a)

(b)

-9,0

-7,0

-5,0

-3,0

-1,0

1,0

(a)
(b)

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

6,0

(a)

(b)

(a) Altération du nombre de copies

"données segmentées" gène_1 gène_n

glioblastome_1

glioblastome_p

(b) expression des gènes

(Glioblastome vs Normal)

gène_1 gène_n

glioblastome_1

glioblastome_p

p -value ns ** ns ** ns ** ns ns ** ** ns ns ns ns ns ns ns ns **

MCR

Forte corrélation (d>0.7), p-value ns

Forte corrélation (d>0.7), p-value significative (p<0.05)

Analyse différentielle (t-test)
Glioblastome vs Normal

Faible corrélation, p-value significative (p<0.05)

positive correlation

gene_1 gene_n

gene_1 ns

d1

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

d2

ns

ns

gene_n ns

(B) ETUDE DE CORRELATION

(A) ETUDE CIBLEE

do
sa

ge
  t

ra
ns

cr
it 

/ 
E

xp
re

ss
io

n 
re

la
tiv

e 

Glioblastomas

Glioblastomas

Glioblastomas

DONNEES

(I)

(II)

(III)

do
sa

ge
  t

ra
ns

cr
it 

/ 
E

xp
re

ss
io

n 
re

la
tiv

e 

do
sa

ge
  t

ra
ns

cr
it 

/ 
E

xp
re

ss
io

n 
re

la
tiv

e 
globale

ciblée

26



261 gènes DE 
concordants avec MCR 
(~14% des MCR)

RésultatsApproche globale

27



Annotation  
Fonctionnelle 
GOA

RésultatsApproche globale
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1er réseau Ingenuity 
Pathways Analysis

Cancer, Maladie Neurologique, 
Mort cellulaire

Fx: Prolifération, mouvement

RésultatsApproche globale
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159 gènes corrélés à l’expression (~ 4,1% des MCR)

RésultatsApproche ciblée
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Annotation  Fonctionnelle GOA

RésultatsApproche ciblée
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1er réseau Ingenuity 
Pathways Analysis

Cancer, Maladie hématologique, Maladie 
immunologique

Fx: Gliome, developpement des cellules embryonnaires

RésultatsApproche ciblée

30



406 gènes « cis » : globale + ciblée 

81 GBMs « publics » (GEO, Sun et al.)
19 GBMs « privés »

RésultatsMeta-analyse

Signature robuste
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Conclusions & Perspectives
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Conclusion / Perspectives

‣ L’approche combinée aCGH/expression permet d’obtenir une signature robuste  
d’événements “cis” associés au glioblastome

retrouvés dans une cohorte indépendante

associés à des réseaux/processus caractéristiques des cancers et plus 
particulièrement des cancers cérébraux

moins de 20% des altérations du génome qui caractérisent les GBMs

événements majeurs dans le développement et la progression des glioblastomes ?
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Conclusion / Perspectives

‣ Vers une meilleure caractérisation des événements “cis” & “trans”

Facteurs de transcription
Méthylation
miRNA

Analyses Factorielles

34



Conclusion / Perspectives

‣ Vers une caractérisation des événements “trans”

Facteurs de transcription
Méthylation
miRNA

Analyses Factorielles

35



Conclusion / Perspectives

‣ Vers une caractérisation des événements “trans”

Facteurs de transcription
Méthylation
miRNA

‣ Est-ce-que ces altérations sont spécifiques des glioblastomes ?
‣ Qu'en est-il des grades III ?

Analyses Factorielles

35



Conclusion / Perspectives

‣ Vers une caractérisation des événements “trans”

Facteurs de transcription
Méthylation
miRNA

‣ Est-ce-que ces altérations sont spécifiques des glioblastomes ?
‣ Qu'en est-il des grades III ?

3 jeux de données expression indépendants
2 plateformes (Affymetrix, 22.215 sondes communes)
267 tumeurs (216 grade IV ; 51 grade III)
Données de survie pour 144 patients

Analyses Factorielles

35



Conclusion / Perspectives

‣ Vers une caractérisation des événements “trans”

Facteurs de transcription
Méthylation
miRNA

‣ Est-ce-que ces altérations sont spécifiques des glioblastomes ?
‣ Qu'en est-il des grades III ?

3 jeux de données expression indépendants
2 plateformes (Affymetrix, 22.215 sondes communes)
267 tumeurs (216 grade IV ; 51 grade III)
Données de survie pour 144 patients

Marqueurs cliniques potentiels en cours de validation qui permettront d'améliorer 
le diagnostic et le pronostic clinico-pathologique

Certains événements “cis” sont spécifiques des GBMs

Analyses Factorielles

Ils sont également associés à la survie
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corréler les données d’expression avec les 
données provenant de l’imagerie médicale 

exemples :
perméabilité capillaire
volume extra cellulaire

Conclusion / Perspectives

‣ Imagerie 3D et expression des gènes

36



PF Transcriptome OGP, Rennes
A. Etcheverry
M. Aubry

UMR 6061 CNRS, UR1, RTO
S Génomique Médicale, CHU Rennes
M. de Tayrac
A. Monnier
R. Bouvet
C. Surbled

MD. Galibert
A. Le Treut
J. Mosser

Neurochirurgie, CHU Rennes
A. Hamlat
Y. Guegan

Anatomie Pathologie, CHU Rennes
S. Saïkali

Biologie CRLCC E. Marquis, Rennes
T. Avril
V. Quillien

Réseau Gliome Cancéropôle GO
P. Menei (CHU d’Angers)

UMR 6625 CNRS, Agrocampus
S. Lê
F. Husson

UPRES EA 3888, UR1
J. Chabalier
A. Burgun

Imagerie 3D
S. Ollivro

Remerciements

37


