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Introduction

- Les corticosurrénalomes (CCS) sont de mauvais pronostic

- La méthylation a un rdle clef dans la tumorigénése !

- La méthylation des ilots CpG est un marqueur pronostique 234

- La méthylation est mesurable par des méthodes complexes

et/ou indirecte >

Patients, Matériel et Méthodes

- 51 CCS étudiés par puce méthylome (Illumina 27K) 2
- 2 groupes pronostiques identifiés en fonction du statut de méthylation

=> Non-CIMP (Non Hyperméthylé)

=> CIMP (CIMP-Low : faiblement hyperméthylé / CIMP-High :

fortement hyperméthylé)

- ADN tumoral traité par bisulfite puis amplifié (amorces bisulfite-

spécifique et méthyl-insensibles créées par MethPrimmer)

- Séquengage Haut Débit Ciblé sur les promoteurs d’anti-oncogenes
- Codage d’un aligneur spécifique et alignement des séquences
- Test du protocole sur 5 échantillons tumoraux

Figure 2 — Laligneur spécifique permet de récupérer le décalage de cadre de lecture — Aprés traitement des données seules

les Cytosines méthylées different des Thymii r les Cytosi non

Discussion

La génomique occupe une place diagnostique et pronostique de
plus en plus importante en cancérologie

Le séquencage ciblé haut débit permet d’obtenir les méme
résultats que la méthode de référence avec un cout et un temps
moindre

Possibilité d’amélioration de Ilanalyse optimisation des
amorces®, choix d’une enzyme spécifique 7, couplage 2 d’autres
analyses moléculaires 2?

Il reste a concevoir un outil unique regroupant I’étude des
mutations, des anomalies chromosomiques et de la méthylation

par NGS ciblé
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Obijectif
> Montrer que la méthylation est mesurable par
Séquencage Haut débit Ciblé Direct

AGGTCGTACGGCGAAT

Traitement par
bisulfite de sodium

- —

— T

Si ADN Méthylé Si ADN Non Méthylé

AGGTCGTACGGCGAAT AGGTUGTAUGGUGAAT

Figure 1 - Résultat du trai d’une sé d’ADN par bisulfite selon
son statut de méthylation

Résultats

- 55 couples d’amotces bisulfite-spécifiques in silico

- 8 couples d’amorces permettent l'amplifications des
séquences cibles avec information de  méthylation

différentielle

Dans 50% des séquences alignées, I'aligneur spécifiques

codé lisse un décalage de cadre de lecture

- Dinformation de méthylation obtenue pour I'ensemble
d’un échantillon est équivalente a celle obtenu par la puce
méthylome
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Figure 3 — Amorces 6 et 8 explorant les CpG des échantillon H/L1/N1 - la classification est retrouvée par

NGS : Fortement Hyperméthylé en rouge, Hyperméthylé en bleu et Non Hyperméthylé en vert

i

Conclusion
- Méthylation analysable par séquencage ciblé haut débit

direct : preuve établie.

- Création dun outil moléculaire diagnostique et
pronostique en cours analysant la méthylation, les
anomalies chromosomiques et les mutations.

- Transfert de la recherche en génomique a la routine

clinique. Outil fiable, peu cotiteux, rapide et performant



