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RESUME

Contexte : Le diagnostic de l'astrocytome pilocytique, tumeur de grade | du
systeme nerveux central, intégre des données moléculaires récemment découvertes,
en particulier la recherche de transcrits de fusion KIAA1549-BRAF, activateur de la
voie oncogénique MAPK.

Méthode : Nous avons utilisé une techniqgue de RT-PCR conventionnelle pour
la détection des transcrits de fusion KIAA1549-BRAF dans une population de 135
patients, enfants et adultes, atteints de tumeurs du systéme nerveux central, dont 72
cas d’astrocytome pilocytique, avec évaluation des performances diagnostiques du
test, complétées par la recherche d’autres altérations moléculaires touchant la voie
de signalisation MAPK.

Résultats : Nous avons identifié un transcrit de fusion KIAA1549-BRAF dans 46
cas, avec une valeur prédictive positive pour le diagnostic d’astrocytome pilocytique
de 100%, une valeur prédictive négative de 70,5%, une sensibilité de 62% (IC a 95%
[0.52 ; 0.74] et une spécificité de 100% (IC 95% [0.94 ; 1]). Un transcrit de fusion
était plus fréqguemment identifié dans les tumeurs atteignant les patients de moins de
20 ans (70%), dans les tumeurs localisées en fosse postérieure (69%), dans les
formes d’architecture biphasique (76%) et dans les tumeurs comportant un
contingent de morphologie oligodendrogliale (75%). Aucune autre anomalie
moléculaire activant la voie de signalisation MAPK n’était mise en évidence dans les
astrocytomes pilocytiques. Il était retrouvé un transcrit de fusion KIAA1549-BRAF
dans le tissu tumoral de 9 des 14 cas d’astrocytome pilocytique évolutifs.

Conclusion : La valeur de la recherche de transcrits de fusion KIAA1549-BRAF
par RT-PCR conventionnelle en tant que marqueur diagnostique des astrocytomes
pilocytiques est confirmée dans notre cohorte, encourageant la poursuite de

l'utilisation du test.
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INTRODUCTION

|. Classification OMS des tumeurs du systeme

nerveux central

Les tumeurs du systéme nerveux central sont classées par I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) en fonction du type cellulaire prédominant qui les
compose et d’'un grade pronostique a quatres niveaux (de | a IV). Cette classification
définit ainsi des tumeurs gliales (astrocytaires, oligodendrocytaires, ou mixtes),
glioneuronales, des tumeurs des plexus choroides, de la région pinéale, des
méninges, de la région sellaire, des tumeurs embryonnaires, germinales,
hématopoiétiques et des métastases (figure 1) (1).

L’avénement des techniques moléculaires dans le diagnostic et I'évaluation
pronostique des gliomes bouleverse la classification histologique en vigueur, comme
en témoigne le consensus de Haarlem de la société internationale de
Neuropathologie paru en septembre 2014, et proposant des recommandations sur
lintégration des données moléculaires dans le diagnostic des tumeurs du systéme
nerveux central (2). Ces recommandations visent a préparer la future 5°™ édition de
la classification OMS s’annoncant comme un évenement majeur dans le diagnostic,

et donc la prise en charge, des tumeurs du systeme nerveux central.
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Introduction

WHO Classification of Tumours of the Nervous System

TUMOURS OF NEUROEPITHELIAL TISSUE

Astrocytic tumours

Pilocytic astrocytoma Q42111
Filomyxoid astrocytoma 842543
Subependymal giant cell astrocytoma 9384M
Pleamaorphic xanthoastrocytoma Q42473
Diffuse astrocytoma 240073
Fibrillary astrocytoma Q4203
Gemistocytic asfrocytoma 41173
Protoplasmic astrocytoma Q41073
Anaplastic astrocytoma 240173
Glichlastoma 944003
Giant cell gliohlastoma 944173
Gliosarcoma Q44213
Gliomatosis cerabn 938173
Oligodendroglial tumours
Oligodendroglioma Q45073
Anaplastic oligodendroglioma 94513
Oligoastrocytic tumours
Oligoastrocytoma 938243
Anaplastic oligoastrocytoma Q38213
Ependymal tumours
Subependymoma 9383NM
Myxopapillary ependymoma 93941
Ependymoma 939173
Cellular 939173
Fapillany 939373
Clear cell 9309113
Tamycytic 93913
Anaplastic ependymoma 939243
Choroid plexus tumaours
Choroid plexus papilloma 93900
Atypical choroid plexus papilloma 83901
Choroid plexus carcinoma 93903
Other neurcepithelial tumaours
Astroblastoma 943073
Chordoid glioma of the third ventricle 9444H
Angiocentric glioma 8434/

1 Morphology coce of Me Intemational ClassTication of Diseases for Oncoioqy (AC0-0)

Neuronal and mixed neuronal-glial tumours
Dysplastic gangliocytoma of cersbellum

{Lhermitte-Duclos) Q49310
Desmoplastic infantile astrocytomal

ganglioglioma a4121
Dysembryoplastic neuroepithelial tumour 941370
Gangliocytoma Q49210
Ganglicglioma a505M
Anaplastic ganglioglioma 450573
Central neurocytoma a506M
Extraventricular neurocytoma 83061
Cerebellar liponeurocytoma 8506/
Papillary glicneuronal tumour 83091
Rosette-forming glioneuronal tumour

of the fourth ventricle 83091
Paraganglioma 868011
Tumours of the pineal region
Pineocyioma 93611
Pineal parenchymal tumour of

intermediate differentiation Q36273
Pinechlastoma 936213
Papillary tfumour of the pineal region 83953

Embryonal tumours
Medulloblastorna 47073

Desmoplasticinodular medulloblastoma 947173
Medulloblastoma with extensive

nodularity 4743
Anaplastic medulloblastoma 84743
Large cell medulloblastoma Q47413

CNS primitive neuroectodermal tumour 4733
CHS Neuroblastoma 050073
CHNS Ganglioneurchlastoma 249073
Medulloepithelioma a501/3
Ependymaoblastoma 939273

Atypical teratoid f rhabdeoid tumour 95083

Figure 1 Classification OMS des

tumeurs du systeme nerveux central,
4eme edition. (d’aprés WHO
Classification of Tumours of the Central
Nervous System, Fourth Edition, Louis,
D.N., Ohgaki, H., Wiestler, 0O.D.,

{614A) and the Syslemalized Momenclalure of Medicine (hitp/fsnomed.org).
Behaviour 15 coded N for benign lumaors, 3 for mallgnand wmours and 1 for borderine
of Lnceriain behawour.

* The Eacsed numbers e visional ooces Tov e 4h edition of ICDH0. Wil ey
am execied io be noorporaled inin e nex 1C0-0 edibion, ey cumeniy r=man Sbed i
change.

Cavenee, W.K., 2007, IARC: Lyon)




COCKENPOT Vincent Introduction

I[I. Systeme de grade histopronostique

Le grade histopronostique des tumeurs du systeme nerveux central est un outil
clé de la prise en charge thérapeutique qui détermine le choix du recours a la
radiothérapie et a la chimiothérapie. Le systéeme de TOMS définit quatre niveaux, le
grade | correspondant a des tumeurs de croissance lente associées a une chance
élevée de survie a long terme du patient ; le grade Il a des tumeurs de croissance
relativement lente, mais pouvant récidiver et évoluer en tumeur de haut grade ; le
grade Ill, a des tumeurs constamment fatales récidivant dans la premiere année et le
grade IV, a des tumeurs tres agressives d’évolution rapide. Le grade des différentes
entités décrites dans la classification OMS des tumeurs du systeme nerveux central
est rapporté ci-dessous (figure 2).

Quatre criteres morphologiques (anisocaryose et nucléoles, nombre de mitoses,
prolifération endothélio-capillaire et nécrose) sont pris en compte (3).

Les tumeurs gliales de grade | ou Il de TOMS sont réputées de bas grade, celles
de grade Ill ou IV de haut grade. Les tumeurs gliales de grade |, dont I'astrocytome
pilocytique, sont dites circonscrites, et les tumeurs a composante gliale infiltrantes ne

sont jamais de grade I.
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WHO grades of CNS tumours

| Il ] 1 | Il ] 1
Astrocytic tumours
Suhapandymal giant call Central naurocyloma G
astrocyloma - Extraveniricular neurocyioma -
Filocytic astrocyioma ] Cerebellar liponeurocytoma .
Filormyznid astrocytoma . Paraganglioma of the spinal cord .
Diffuse astrocyloma - Papillary glicneuronal tumour -
Fleomerphic xanthoastrocytoma = Rosetta-forming glioneurcnzl
Anzplastic astrocytoma . tumour of tha fourth ventricle Ll
Glicblzstoma .
Giant call glichlasioma - Fineal umours
Gliosarcoma - Finegcytoma ]
Fineal paranchymal bumour of
Oligodendraglial tumours intermediate differentiation - -
QOligodendroglioma - Fineoblz=toma -
Anzplastic oligodendroglioma . Papillary tumour of tha pineal regicn - .
Oligoastrocytic tumours Embryonal tumours
Jligoastrocyloma . WMadulloblz=toma -
Anzplastic oligoastrocyloma Q CMS primitive neuroectodermsz]
fumour [PRET) .
Ependymal tumaurs Atypical taratoid § rhabdoid tumour -
Eubapandymoma ]
WMyxopapillary ependymomza . Tumours of tha cranial and paraspinagl nanves
Ependymoma . Echwannoma .
Anzplaslic apandymoma - Neurcfibroma ]
Perineuricma gl . .
Choroid plesass tumours WMalignant peripheral nerve
Charoid plesurs papilloma . sheath tumour (MPMST) . . .
Atypical chorgid plexus papilloma .
Choroid plexus carcinoma - Maningeal tumours
haningioma .
Other neurcapithelia] tumours Atypical meningioma -
Angiccantric glioma = Anzplastic / malignant meningicma =
Chordeid glioma of Hzamangioparicyioma -
the third ventricls - Anzplastic haemangiopericyloma .
Hzamangioblastoma -
Meuronal end mixed neuronal-glial tumours
Gangliocytoma - Tumours of the sellar region
Gangliagliomz - Craniopharyngioma -
Anzplastic ganglicglioma o Granulzr call tumeour
Desmoplastic infantile astrocytoma of the neurchypophysiz -
and ganglioglioma - Fituicyloma .
Cysembryoplastic Epindla cell oncocytoma
naurcapithelizl tumour . of the edanchypophysis .

Figure 2: Grade OMS des tumeurs du systéme nerveux central (d’apres WHO
Classification of Tumours of the Central Nervous System, Fourth Edition, Louis, D.N.,
Ohgaki, H., Wiestler, O.D., Cavenee, W.K., 2007, IARC: Lyon)
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l1l. Epidémiologie

Les tumeurs primitives du systéme nerveux central, tous types histologiques
confondus, ont en France un taux d’incidence globale estimé de 18 cas pour 100 000
habitants par an (données du recensement national histologique des tumeurs du
systeme nerveux central, publiées en 2012) (4). Parmi ces tumeurs, 42% sont des
gliomes, amenant le taux d’incidence pour ce type tumoral a 8 cas pour 100 000
habitants par an. Chez I'adulte, les tumeurs gliales représentent 2 a 3% de
'ensemble des cancers (5), mais cette proportion est nettement plus importante chez
'enfant et 'adolescent. Les gliomes font en effet partie des tumeurs pédiatriques les
plus fréquentes, comptant pour 20% de I'ensemble des cancers de I’enfant (6).

L’astrocytome pilocytique est le plus fréquent des gliomes de I’enfant, comptant
pour 23% de I'ensemble des tumeurs pédiatriques du systéme nerveux central, et
50% des gliomes, avec un taux d’incidence de 1 cas pour 100000 habitants par an
avant 14 ans(6). Avec un age meédian de 13 ans, il survient plus frequemment chez
'enfant(4), mais atteint aussi I'adulte, avec des taux d’incidence de 0.29 cas pour
100 000 habitants par an entre 15 et 39 ans, et de 0.09 cas pour 100 000 par an
apres 40 ans (6,7). [l 'y a pas de différence d’incidence entre les deux sexes.

Il n’existe pas de facteur de risque environnemental connu. La plupart des cas
sont sporadiques, cependant, environ 5 a 7% des cas sont associés a la
neurofiboromatose de type 1, syndrome génétique de prédisposition au cancer (8-10).
De tres rares cas sont également rapportés chez des patients atteints de syndrome
de Noonan, syndrome malformatif di0 a des anomalies germinales de genes
impligués dans la voie MAPK (mitogen activated protein kinase), associant des

anomalies neurologiques, cardiologiques, cutanées et faciales (11,12).
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V. L’astrocytome pilocytique

A. Définition

Selon la classification OMS des tumeurs du systeme nerveux central
l'astrocytome pilocytique est un astrocytome relativement bien circonscrit, de
croissance lente, souvent kystique, touchant I’enfant et I'adulte jeune, caractérisé sur
le plan histologique par une architecture biphasique, avec en proportions variées,
des cellules bipolaires associées a des fibres de Rosenthal et des cellules
multipolaires d’organisation lache associées a des microkystes et a des corps

granuleux éosinophiles.

B. Localisation

L’astrocytome pilocytique peut survenir sur 'ensemble du névraxe, mais les
localisations different chez I'enfant et I'adulte. Chez [I'enfant, la majorité des
astrocytomes pilocytiques surviennent au niveau infratentoriel (environ 2/3),
particulierement au niveau du cervelet (50%) et du tronc cérébral (13,14). Les formes
meédullaires représentent 11% de I'ensemble des tumeurs localisées a la moelle (1).
En supratentoriel, les régions les plus touchées sont le chiasma optique et le
thalamus. Les formes liées a la neurofiboromatose de type 1 ont une localisation
particuliere et siegent dans la majeure partie des cas au niveau des voies optiques et
de I'hypothalamus (8,15).

Chez I'adulte, la majorité de ces tumeurs sont supratentorielles, au niveau des

voies optiques et du thalamus (14).
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C. Présentation clinique et radiologique

Les circonstances de découverte des astrocytomes pilocytiques sont tres variées.
Certaines formes sont de révélation tres aigué, en cas de saignement intra ou péri-
tumoral. D’autres formes sont révélées par un déficit progressif ou une hypertension
intracranienne (HTIC) liés a un effet de masse ou a une obstruction sur les voies de
circulation du LCR. Les crises comitiales sont rares (16). Certains signes permettent
de suspecter la localisation de la lésion. Les formes de localisation cérébelleuse se
présentent souvent par une ataxie, un déficit de nerf cranien ou une HTIC. Le
diagnostic chez les patients atteints d’astrocytome pilocytique de localisation
suprasellaire peut étre suspecté en raison de troubles visuels ou lors du bilan d’ une
endocrinopathie par dysfonction hypothalamo-hypophysaire, liée a un effet de masse
7).

Sur le plan radiologique, les astrocytomes pilocytiques sont en regle générale des
tumeurs bien limitées, iso ou hypo-intenses en IRM en séquence T1 et hyper-
intenses en séquence T2, avec prise de contraste (18). Ces tumeurs sont trés
frequemment kystiques, en particulier au niveau de la fosse postérieure (19). La
prise de contraste de la paroi d’'un kyste ou d’'un nodule solide intrakystique est
également un caractére évocateur, bien qu’inconstant. Plus rarement, ces tumeurs
se présentent sous la forme d’une tumeur non kystique, pouvant alors poser des
difficultés diagnostiques. L’imagerie ne dévoile que rarement des calcifications.
Certaines formes sont mal limitées, rendant le diagnostic radiologique difficile
(18,19). L’aspect radiologique d’astrocytomes pilocytiques de différentes localisations

est illustré en figure 3.
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Figure 3 : Séquences IRM T1 avec injection de gadolinium de 6 astrocytomes
pilocytiques de localisations variées (imagerie de patients inclus dans la série).
Lésions plus ou moins kystiques avec prise de contraste A. Hypothalamo-
chiasmatique B. Cérébelleux gauche C. Voie optique droite. D. Cérébelleux gauche.
E.Hémispheére droit, ventricule latéral F. Tronc cérébral.
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D. Caractéristiques histopathologiques

L’astrocytome pilocytique est une tumeur biphasique qui associe en proportions
variées des secteurs souvent compacts, fibrillaires, constitués de cellules allongées,
bipolaires dont les prolongements se concentrent en fibres de Rosenthal (secteurs
dits piloides) a des secteurs de cellules multipolaires d’organisation lache
regroupées autour de microkystes.

Les fibres de Rosenthal sont des prolongements cellulaires épais, fortement
eosinophiles, présents dans les secteurs piloides. Leur présence est un argument en
faveur du diagnostic, mais n’est ni nécessaire, ni suffisante. Ces fibres peuvent étre
retrouvées dans le gangliogliome, mais aussi en tissu glial réactionnel, non tumoral.

Les corps granuleux éosinophiles sont un autre élément régulierement observé
dans I'astrocytome pilocytique. Non spécifiques, ils sont retrouvés en plus grande
abondance dans les tumeurs glioneuronales et le xanthoastrocytome pléomorphe,
ainsi que dans le tissu réactionnel (20).

L’astrocytome pilocytique est une tumeur trés vascularisée, comme en témoigne
la prise de contraste en imagerie. Histologiquement, cette vascularisation se
présente souvent sous la forme de glomérules vasculaires, notamment dans la paroi
des kystes.

Certains secteurs peuvent comporter des cellules ressemblant a des
oligodendrocytes, posant des difficultés de diagnostic différentiel avec un
oligodendrogliome, particulierement sur échantillons peu volumineux.

L’astrocytome pilocytique est une lésion bien limitée. Sur le plan microscopique,
cette limite nette avec le parenchyme nerveux adjacent n’est pas toujours bien
définie, et certaines lésions, pourtant d’aspect typique, infiltrent le parenchyme

(caractérisé par la présence de prolongements nerveux) sur quelques millimétres, et

10



COCKENPOT Vincent Introduction

jusqu’a plusieurs centimétres. Cet aspect est plus particuliéerement rencontré dans
les localisations supratentorielles, notamment au niveau des voies optiques et du
chiasma (10).

Certaines formes rares, dites anaplasiques, associent des criteres histologiques
d’agressivité aux critéres histopathologiques habituels des astrocytomes pilocytiques
(21). Ces tumeurs présentent une activité mitotique d’au moins 4 mitoses pour 10
champs au grossissement x400, une hypercellularité, des atypies cytologiques
modérées a séveres et des secteurs de nécrose tumorale Elles sont associées a un
moins bon pronostic (21).

Les astrocytomes pilocytiques expriment en immunohistochimie la GFAP (Glial
Fibrillary  Acidic  Protein), la protéine S100, Olig2. Une expression
immunohistochimique de la synaptophysine est possible. Il n’existe pas de marqueur
immunohistochimique spécifique, mais cette tumeur n’exprime jamais I'EMA
(Epithelial Membrane Antigen). L’anticorps anti-IDH1 muté R132H est toujours
négatif, et 'immunoréactivité nucléaire pour I'anticorps anti H3K27me3, reflet de la
méthylation des histones H3.3, est conservé.

Les différentes caractéristiques histopathologiques sont illustrées en figures 4 et

11



COCKENPOT Vincent Introduction

Figure 4 : Caractéristiques histopathologiques typiques de I'astrocytome pilocytique
(coloration par HES) : A (x100) et B (x200) : Architecture biphasique. A gauche, un
contingent « oligo-like », a droite, un contingent plus fasciculé, fibrillaire. C. Fibre de
Rosenthal (fleche noire) (x400) D. Corps granuleux éosinophiles (fleches noire)
(x400) E. Vascularisation gloméruloide (x400) F. Architecture microkystique (x200)
(photos issues des cas inclus dans la série d’astroctomes pilocytiques)

12
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Figure 5 : Variantes histopathologiques de I'astrocytome pilocytique (coloration par
HES) : A et B: contingent de morphologie oligodendrogliale (x200). C. Nécrose
tumorale (fleche) (x100). D. Cellularité élevée (x100) (photos issues des cas inclus
dans la série d’astroctomes pilocytiques)

13
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E. Signature moléculaire

L’association entre la neurofiboromatose de type 1 et les astrocytomes
pilocytiques est connue de longue date, des cas de patients atteints de
neurofiboromatose ayant développé des gliomes des voies optiques ont été rapportés
des 1939, puis de maniére récurrente a partir des années 1950 (22-26). C’est en
2000 que le mécanisme de la perte de la neurofioromin (protéine suppresseur de
tumeur encodée par le géne NF1) au sein des astrocytomes pilocytiques a été
confirmée (27). Ce mécanisme est le méme que pour la majorité des tumeurs liées a
la NF1, sur le modéle d’inactivation biallélique du géne, dit « double hit », proposé
par Alfred Knudson pour le rétinoblastome en 1971 (28). Ces patients atteints de
NF1 présentent une mutation germinale du géne NF1, et le développement tumoral
de l'astrocytome pilocytique est lié a l'inactivation du second alléle du géne (27). Les
astrocytomes pilocytiques affectant les patients atteints de NF1 touchent plus
souvent les voies optiques et sont plus frequemment multiples ou bilatéraux (67%)
gue dans les formes sporadiques (19%) (29,30).

En 2008, d’autres anomalies moléculaires ont été identifiées chez les patients
atteints d’astrocytomes pilocytiques sporadiques, hors NF1. La plus fréquente de ces
altérations est un gain chromosomique partiel d'environ 1,9Mb sur le bras long du
chromosome 7 (locus 7g34), correspondant a une duplication en tandem des genes
KIAA1549 et BRAF avec création d'un gene de fusion (31-33) (figure 6).

Le gene BRAF, ou « B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase », situé sur
le chromosome 7 (locus 7g34), encode une protéine a activité sérine/thréonine
kinase jouant un rble de régulation de la voie de signalisation intracellulaire des
MAPK, affectant la division cellulaire et la différenciation. Des mutations du gene

BRAF ont été retrouvées dans de trés nombreux cancers, dont le mélanome, le
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cancer colorectal, la leucémie a tricholeucocytes, les cancers thyroidiens,

pulmonaires, ovariens et les gliomes.

. ~2Mb .
Nt S APy { 2T =
KIAA1549 BRAF J
lDupIicatiDn
-
I Mt - -
KI&aA1549 BRAF 3" : KIAA1549 &' BRAF =

Figure 6 : Duplication en tandem et formation d’'un géne de fusion KIAA1549-BRAF
(D’aprés Jones & al.(33))

La fonction du gene KIAA1549 n’est a ce jour pas connue. Le terme KIAA
provient de la nomenclature utilisée dans un projet de séquence et d’analyse visant a
identifier les longs ADNc humains (projet HUGE pour Human Unidentified Gene-
Encoded large proteins), initi€ en 1997 et conduit par le Kazusa Institute au Japon.
Chaque nouvel ADNc découvert, et le géne qui 'encodait, était nommé KIAA suivi de
guatre chiffres (34). Ce programme a permis la caractérisation de plus de 2000
nouveaux genes, dont KIAA1549, sans pouvoir en préciser la fonction (35). Son
expression est ubiquitaire (36).

La fusion des genes KIAA1549 et BRAF entraine une perte du domaine N-
terminal de BRAF et conserve son domaine tyrosine kinase. L'expression du géne de
fusion est conditionnée par son extrémité 3’, identique aux premiers exons de
KIAA1549. Le niveau d’expression de la protéine de fusion est faible et tres proche
de celui de la protéine KIAA1549 (37). L’activité tyrosine kinase de la protéine de

fusion devient indépendante des effecteurs et régulateurs de BRAF (32,33).
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Sept transcrits de fusion KIAA1549-BRAF différents ont été décrits, impliquant
les exons 15, 16, 18 ou 19 du géne KIAA1549 et les exons 9, 10 ou 11 du géne
BRAF. Le transcrit de fusion retrouvé avec la plus grande fréquence dans les
astrocytomes pilocytiques implique les exons 1 a 16 du gene KIAA1549 et les exons
9 a 18 du géne BRAF (KIAA1549-E16 _E9-BRAF) (transcrit de fusion nommé 16_9
dans le reste de ce document). Il représente, selon les séries, 49 a62% des
transcrits détectés (37). Les autres transcrits de fusion impliquant ces deux genes
sont, par ordre de fréquence, les transcrits 15 9 (22 a 35%), 16 11 (8 a 12%), 15 11
(6%), 18 10 (<1%), 17 _10 (<1%), 19 9 (<1%)(37). Une vision schématique des

différents transcrits est reprise en figure 7.

- : BRAF
che7o3e) T THEEIN B MIN INEI I||I

KIAA1549

Tandem Duplication

KIAA1549 BRAF
6% [ exi ex15 fex11 ex18|
35% [ex ex15] ex9 ex1g|
8% [ex1 ex16[ext ex18|
49%  [ex ex16]| ex9 ex18)
>1% [ex ex17]ex10 ex18)|

Figure 7 : Différents transcrits de fusion KIAA1549-BRAF et leur fréquence (d’aprés
A. Lin & al. (37))
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Des transcrits de fusion impliquant BRAF ou RAS1 ont été décrits chez des
patients atteints de mélanome (transcrits PAPSS1-BRAF et TRIM24-BRAF), de
cancer papillaire de la thyroide (AKAP9-BRAF), d’adénocarcinome prostatique
(SLC45A3-BRAF et ESRP1-RAF1) et gastrigue (AGTRAP-BRAF) (38-40).
Cependant, dans ces cancers, ce mécanisme d’activation de la voie MAPK est
marginal, représentant moins de 2% des anomalies moléculaires des mélanomes
(41). L’astrocytome pilocytique est a ce jour la seule tumeur connue pour laquelle la

fusion impliquant BRAF est le mécanisme oncogénique principal.

La fusion KIAA1549-BRAF est la plus fréquente des altérations moléculaires
rencontrées dans les astrocytomes pilocytiques sporadiques (60 a 90% des cas
suivant les séries) (32,33,42—-44). D'autres altérations activant la voie MAPK ont été
identifiées : d'autres génes de fusion (FAM131B-BRAF ; SRGAP3-RAF1 ; CLCNG6-
BRAF ; RNF130-BRAF, FXR1-BRAF, QKI-BRAF, BRAF-MACF1) (45-48), des
mutations ponctuelles activatrices des génes BRAF (codon 600, ), KRAS (49) et

FGFR1, récepteur membranaire activant la voie MAPK (50).
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F. Hypothéeses de tumorigénese de l'astrocytome pilocytique

Les anomalies moléculaires identifiées dans les astrocytomes pilocytiques ont
en commun une activation de la voie de signalisation MAPK.

Chez les patients atteints de neurofibromatose de type 1, linactivation du
second allele du géne NF1 dans la tumeur entraine la perte de la neurofibromin.
L’absence de cette protéine régulatrice entraine une activation permanente de la
protéine RAS responsable de I'activation de la voie de signalisation intracellulaire de
MTOR (mammalian Target Of Rapamycin), et dans une moindre mesure des MAPK
(51,52). Ces deux voies sont impliquées dans la survie et la prolifération cellulaires
(51).

Dans les formes sporadiques, I'activation de la voie MAPK proviendrait soit de
I'activation constitutionnelle du récepteur membranaire (FGFR1), soit d’'une mutation
activatrice de BRAF ou de KRAS, soit de protéines de fusion impliguant RAS1 ou
BRAF. Dans ce mécanisme, il semblerait que le partenaire soit une protéine
systématiquement exprimée au niveau du tissu cérébral. L’extrémité 3’ du géne de
fusion conditionne son expression, et I'extrémité 5’ code, par le biais des exons 11 a
18 de BRAF, son domaine tyrosine kinase activant les effecteurs habituels de BRAF.

Bien que le mécanisme initial soit différent, les formes sporadiques comme
celles liées a la NF1 semblent entrainer une activation conjointe des deux voies de
signalisation MAPK et mTOR. En effet, I'augmentation des concentrations protéiques
de ERK en présence dun géne de fusion est également associée a une
augmentation des niveaux de mTOR (par phosporylation et inactivation de la tuberin
et activation de Rheb) (53).

Les mécanismes moléculaires conduisant a la gliomagénese de l'astrocytome

pilocytique sont synthétisés dans la figure 8.
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La cellule d’origine de I'astrocytome pilocytique n’est a ce jour pas connue. Les
études portant sur des astrocytomes de haut grade et des médulloblastomes ont
démontré I'importance de la cellule d'origine et de son stade de développement dans
la tumorigénése de ces tumeurs (54,55). Une étude récente retrouve, sur modele
murin, une capacité de tumorigénése de la fusion KIAA1549-BRAF sur des cellules
souches neurales cérébelleuses, mais pas sur les astrocytes (53). Ce phénomene
n'‘est retrouvé que dans le modéle murin apres implantation dans I'encéphale de
cellules souches neurales cérébelleuses modifiées exprimant le transcrit de fusion.
Les essais in vitro ne permettaient pas, dans cette étude, de retrouver cette capacité
de tumorigénése, il semble donc que des contraintes liées a la localisation de la
tumeur et au microenvironnement tumoral participent a la gliomagénese des

astrocytomes pilocytiques (51).

Neurofibromin KIAA1549-BRAF
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* CDK and gene
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\

Figure 8 : Mécanismes d’activation des voies MAPK et mTOR dans la tumorigénese
de 'astrocytome pilocytique (Modifié d’aprés Maione et al. (56)).
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G. Pronostic et traitement

La survie globale a 10 ans des patients atteints d’astrocytome pilocytique est
supérieure a 90% (14). Cependant, le pronostic des patients atteints de tumeurs de
localisation hypothalamo-chiasmatique, ou des patients n’ayant pas pu bénéficier
d’'une résection chirurgicale compléte (par la localisation ou le caractere infiltrant de
la Iésion) ont une survie sans progression et une survie globale plus bréves (57).
C’est aussi le cas des exceptionnels astrocytomes pilocytiques décrits avec
dissémination leptoméningée (58). L’évolution est parfois rapide et peut étre fatale,
notamment dans les formes récidivantes, de localisation hémisphérique ou du tronc
cérébral (59,60). La chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie sont les outils du
traitement. En cas de chimiothérapie, un protocole européen (SIOP LGG 2004)
utilise une combinaison de vincristine et carboplatine associé ou non a I'étoposide
(recrutement terminé, données en cours d’analyse).

L’astrocytome pilocytique n’évolue que de maniére exceptionnelle vers une forme
maligne, et tend a conserver sa morphologie et son grade OMS méme en cas de
récidives multiples (21,61).

Chez quelques patients traités par soretinib, un inhibiteur de BRAF, il a été
observé une accélération de la croissance tumorale, aussi bien dans des cas
sporadiques que dans d’autres liés a la NF1. Ces données ont été confirmées in
vitro, le traitement par soretinib augmentant de maniére paradoxale I'activation de
ERK (62). Une autre étude utilisant un analogue du vémurafenib (molécule ciblant
BRAF muté V600E) montrait in vitro une activation paradoxale de la voie MAPK en
cas de présence de transcrit de fusion KIAA1549-BRAF. Cette activation n’était pas
retrouvée lors de ['utilisation de certains nouveaux inhibiteurs de BRAF, dits de

deuxieme génération (63).
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H. Difficultés diagnostiques pour le Pathologiste

L’astrocytome pilocytique ne pose souvent pas de difficulté diagnostique majeure,

ce dés l'analyse extemporanée.

Les diagnostics différentiels principaux sont les suivants :

Le gangliogliome est une tumeur constituée de cellules ganglioneurales
dysplasiques associées a une composante gliale piloide. Le diagnostic différentiel
est difficile dans les formes a cellules ganglioneurales peu représentées. La
connaissance de la localisation de la tumeur entre dans la démarche
diagnostique, les astrocytomes pilocytiques n’ayant pas la méme localisation que
les gangliogliomes, ceux-ci étant plutdt hémisphériques et rarement centraux.
L’expression de certains marqueurs immunohistochimiques, tels que le CD34 et
la synaptophysine, bien que peu spécifiques, aident également le diagnostic. Sur
le plan moléculaire, 'anomalie la plus fréquente est la mutation V60OE du géne
BRAF, retrouvée dans 18 a 58% des cas, mais qui a également été rapportée

dans I'astrocytome pilocytique, et dans d’autres tumeurs cérébrales (64—71).

Les tumeurs dysembryoplasiques neuroépithéliales ou DNET ressemblent
beaucoup aux astrocytomes pilocytiques, et peuvent sur prélévements restreints
poser des difficultés diagnostiques, pas toujours résolues par la biologie

moléculaire (10,72).

Les tumeurs glioneuronales du quatrieme ventricule avec formation de rosettes
(RFGNT) sont tres rares, mais partagent des similarités histologiques et de

localisation avec les astrocytomes pilocytiqgues. Il n'a jamais été retrouvé
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d'altération moléculaire de BRAF dans ces tumeurs. Des mutations de FGFR1,
récepteur activant la voie MAPK aussi retrouvées dans de rares astrocytomes

pilocytiques, ont été décrites (73).

Le xanthoastrocytome pléomorphe, tumeur supratentorielle de moins bon
pronostic, peut également étre difficile a distinguer de certaines formes
d'astrocytomes pilocytiques de cellularité élevée et de pléomorphisme cellulaire

marqué (74).

Les gliomes infiltrants, de grade Il ou Ill selon 'OMS ont sur le plan
morphologique des caractéristiques pouvant étre communes avec l'astrocytome
pilocytique quand il a un aspect homogene de type astrocytaire ou
oligodrendroglial sans caractéristique distinctive ni architecture biphasique.
L’astrocytome pilocytique peut également comporter des remaniements
hémorragiques aigus rendant l'aspect radiologique inquiétant. Ces formes
remaniées posent des difficultés diagnostiques, en particulier lorsqu'elles
surviennent chez l'adulte et en localisation supratentorielle. Les marqueurs
moléculaires des gliomes infiltrants, notamment la présence de mutations IDH1
ou IDH2 et/ou la co-délétion 1p19q sont particulierement utiles, puisque toujours
absents dans les astrocytomes pilocytiques (75,76). Chez I'enfant, cette situation
reste plus problématique puisque ces marqueurs sont généralement négatifs
dans les gliomes de grade Il ou Ill, et il peut étre impossible de faire un diagnostic
précis sur la piece d’exérese (77). Dans ces gliomes infiltrants de I'enfant, on
utilisera comme marqueur diagnostique les mutations des histones H3.3 et H3.1,
présentes dans 70 a 80% des cas et absentes des astrocytomes pilocytiques

(78).
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- Le glioblastome est difficile a distinguer de I'astrocytome pilocytique quand ce
dernier présente des caractéristiques histopathologiques mimant une tumeur
agressive, telles que la nécrose, la présence de nombreux glomérules
vasculaires et de remaniements hémorragiques. Les mitoses, I'anisocaryose, les
marqueurs immunohistochimiques de prolifération cellulaire (anticorps anti Ki67)
et d’altération des histones (anticorps anti H3K27me3) permettent d’orienter vers

le diagnostic de tumeur de grade IV.

- La gliose réactionnelle, non tumorale, est capitale a distinguer de I'astrocytome
pilocytique. Cette gliose peut prendre une forme piloide, et comporter des fibres
de Rosenthal. Elle est rencontrée au contact de tumeurs gliales et non gliales
d’évolution lente, particulierement le craniopharyngiome, ou au niveau de la paroi
de kystes non tumoraux, comme ceux de la région pinéale (79). La distinction

avec une tumeur de bas grade de morphologie piloide peut rester impossible.

Dans toutes ces situations, l'utilisation de marqueurs moléculaires (fusion
KIAA1549-BRAF, mutations de BRAF, d’'IDH1 et IDH2, des génes codant les
histones H3.1 et H3.3) est essentielle pour un centre de référence en neurochirurgie

et neuropathologie.
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Figure 9: Lésions du diagnostic différentiel de I'astrocytome pilocytique : A et B :
Gliose piloide (ici au contact d’'une malformation vasculaire) avec fibres de Rosenthal
(A, fleche) et corps granuleux éosinophiles (B, fleche). C et D : Xanthoastrocytome
pléomorphe, avec fibre de Rosenthal (D, fleche). E. Gangliogliome. F. Glioblastome,
secteur d’aspect microkystique.
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V. Techniques de biologie moléculaire mises en
ccuvre pour la recherche des anomalies

associées aux astrocytomes pilocytiques

Les techniques de caractérisation des anomalies moléculaires utilisées dans ce
travail, permettant d’établir la séquence d’ADN des cibles étudiées, sont le

séquencage par méthode Sanger, et le pyroséquencage.

A. Principe du séquencage par méthode Sanger

La méthode Sanger est une méthode de séquencage mise au point en 1977
sur un principe de synthése enzymatique de multiples brins d’ADN et terminaison de
séquence. La réaction de synthése se poursuit jusqu’a linsertion au hasard d’un
didésoxynucléotide « terminateur de chaine » ddNTP, stoppant lors de son
incorporation la synthese du brin (figure 9). Utilisant initialement des marqueurs
radioactifs pour chaque ddNTP, la technique a été modifiée en 1986 grace a
l'utilisation de marqueurs fluorescents, permettant son automatisation (80).

Les quatre ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP et ddTTP) sont marqués par un
fluorophore (bleu, rouge, jaune ou vert, une couleur pour chacune des bases). Les
brins ainsi synthétisés, de tailles variables, seront séparés par électrophorese (au
sein d'un capillaire du séquenceur). La détection du signal lumineux terminant
chaque fragment de taille différente permet au séquenceur de produire un

électrophorégramme dont on déduit la séquence génomique (figure 10).

25



COCKENPOT Vincent Introduction

Figure 9. Principe de la terminaison de séquence

INRLET™TT [

CTGA

Figure 10 : Création d’un électrophorégramme
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B. Principe du pyroséguencage

Le pyroséquencage est une technique basée sur un principe de séquence par
synthése. La séquence est définie lors de lincorporation de chaque nucléotide,
durant la synthése d’'un brin d’ADN de la séquence cible préalablement amplifiée. La
technique utilise une distribution consécutive de différents nucléotides, suivant une
séquence prédéfinie. Si le nucléotide ajouté dans le milieu réactionnel correspond a
celui attendu par la polymérase, il est incorporé dans le brin en cours de synthése en
libérant un pyrophosphate (PPi). Grace a une ATP sulfurylase, ce pyrophosphate est
transformé en ATP qui est utilisé, couplé a la luciférine, par une luciférase pour
émettre un signal lumineux associé a la production d’'une oxyluciférine. C'est ce
signal lumineux qui est capté par le capteur CCD (Charge-Coupled Device) du
séquenceur qui le reproduit sous la forme d'un pic sur un pyrogramme (figures 11 et

12).
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——
Figure 11 : Pyroséquenceur PyroMark MD™ (Qiagen)
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Figure 12: Principe du pyroséquengage (d’aprés la documentation du
pyroséquenceur Pyromark™ (QIAGEN)) 1. Elongation du brin séquencé par la
polymérase, avec distribution consécutive de dNTP. 2.Génération d'un signal
lumineux 3. Dégradation des nucléotides non incorporés par I'apyrase. 4. Création
d’'un pyrogramme.

28



COCKENPOT Vincent Introduction

VI. Objectif et phases de travail

L’objectif principal de notre étude est de vérifier rétrospectivement, dans les
conditions d'un centre hospitalier universitaire centrant une région de 4,5 millions
d’habitants, la valeur du test de détection des transcrits de fusion KIAA1549-BRAF
pour le diagnostic des patients atteints d’astrocytome pilocytique, avec établissement
des performances du test et calcul des valeurs prédictives positives et négatives,

sensibilité et spécificité dans une population de patients atteints de tumeur cérébrale.

Les données de la littérature mettaient en avant, en 2012, la recherche des
transcrits KIAA1549-BRAF, alors considérés comme trés spécifiques, comme un
élément d’aide au diagnostic de ces tumeurs cérébrales. Cette analyse n’étant, a
I'échelle nationale, alors pas réalisée en analyse de routine, une premiére phase de
ce travail a été la création puis la mise au point d’'un protocole de détection de ces
anomalies moléculaires, au sein de la plateforme de Biologie Moléculaire du CHRU
de Lille, qui a été réalisée entre Juillet et Novembre 2012. La technique a pu étre

mise en place en tant qu’analyse de routine fin Novembre 2012.

La deuxiéme phase de ce travail correspondait a I’évaluation rétrospective de la
pertinence en terme diagnostique du test, utilisant I'analyse des données de deux
ans d'utilisation en routine. Nous avons étudiées la proportion de transcrits de fusion
au sein de la population d’astrocytomes pilocytiques, dans les sous-groupes
pédiatriques (<20 ans, age limite des formes pédiatriques selon le CBTRUS, utilisé

dans la plupart des études sur les gliomes de bas grade de I’enfant) et de I'adulte, et
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en différenciant les formes localisées en supratentoriel des cas localisés en fosse
postérieure.

Afin de caractériser la cohorte de patients, les données moléculaires d’'une
partie des tumeurs étaient complétées, d'une part en analyses de biologie
moléculaire ciblant les genes BRAF et KRAS, et d'autre part par des données
immunohistochimiques obtenues a 'aide de la création d’'un tissu micro array (TMA).
Cette analyse permettait 'étude d’autres marqueurs pouvant participer au diagnostic,
tels que la mutation V60OE du gene BRAF, la mutation ponctuelle la plus fréquente
du géne IDH1 (R132H), la perte de triméthylation sur le codon 27 de I'histone H3
(H3K27m3), conséquence de la mutation du gene H3F3A codant pour I'histone H3.3

(ou du géne HIST1H3A, codant pour 'histone H3.1).
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MATERIELS ET METHODES

. Constitution de la population

Vingt et un échantillons tumoraux de patients atteints d’astrocytome pilocytique
étaient retenus pour les tests sur tissu congelé et les tests sur tissu inclus en
paraffine. Dix échantillons tumoraux de patients atteints de glioblastome ont
également été sélectionnés afin de disposer de contréles négatifs, aucun transcrit de
fusion KIAA1549-BRAF n’ayant été décrit dans ce type de tumeur.

Entre le 22 novembre 2012 et le 31 décembre 2014, 110 échantillons tumoraux
de patients atteints de tumeurs cérébrales ont été testés pour la recherche de
transcrits de fusion KIAA1549-BRAF dans le laboratoire de biologie moléculaire du
CHRU de Lille (Pr N. Porchet).

Au total, les tumeurs cérébrales de 135 patients, tous types histologiques
confondus, ont été testées a la recherche de transcrits de fusion KIAA1549-BRAF.
L’age moyen au diagnostic était de 18,45 ans, avec une médiane de 14 ans. Les
patients étaient répartis en 63 hommes et 65 femmes. Parmi les tumeurs testées, le
diagnostic anatomopathologique différenciait 72 astrocytomes pilocytiques, 14
gangliogliomes, 4 tumeurs neuroépithéliales dysembryoplasiques (DNET), 10
glioblastomes, 1 schwannome, 1 gliosarcome, 1 tumeur glioneuronale papillaire, 3
eépendymomes, 5 gliomes de haut grade non classés, 15 gliomes de bas grade non

classés, 2 gliomes astrocytaires « de type NF1 » et 7 prélevements non tumoraux.
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Les données administratives, cliniques, biologiques et anatomopathologiques
des patients suivis au CHRU de Lille ont été recueillies a l'aide des bases de
données informatiques locales puis complétées si nécessaire par consultation des
dossiers médicaux physiques. Une partie des données clinico-biologiques des
patients dont la demande a été transmise par le Groupe d’Etude de Neuropathologie
Oncologique Pédiatrigue (GENOP) ont été obtenues grace a Mlle Karen Silva,
Assistante de Recherche Cliniqgue au GENOP (Service d’Anatomie et Cytologie
Pathologique, Hépital Bron, Hospices Civils de Lyon).

Les données recueilies comprenaient la date de naissance, la date de
diagnostic initial, le diagnostic radiologique initial, la localisation de la tumeur, le
diagnostic histopathologique final (apres relecture collégiale par le GENOP si elle
avait lieu), les résultats des analyses moléculaires, incluant les recherches de
transcrits de fusion KIAA1549-BRAF, de mutations ponctuelles des genes BRAF,
IDH1, IDH2 et H3F3A, les résultats de I'analyse immunohistochimique (anticorps anti
-IDH1-R132H, -BRAFV600E, -H3K27me3), le traitement réalisé, la présence d’'une
ou plusieurs récidives et leurs dates, la survenue d’'un décés et sa date, le

Pathologiste demandeur et sa ville d’origine.
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II. Techniques de biologie moléculaire

A. Préparation du matériel

1. Conditionnement des prélevements

Les prélevements issus du bloc de neurochirurgie du CHRU de Lille ont été
pour partie congelés (plongés dans lisopentane a -80°C dans le systeme de
congélation rapide SnapFrost™2 — ALPHELYS, puis stockés en congélateur a -
80°C). Le reste était fixé dans une solution de formol a 4% tamponné, pour une
durée minimale de 12 heures, puis inclus en paraffine en utilisant I'automate
d’inclusion Shandon Excelsior ES™ (THERMO SCIENTIFIC). Les blocs de tissus
inclus en paraffine utilisés dans ce travail proviennent des services d’Anatomie et
Cytologie Pathologiques des centres hospitaliers de Lille (CHRU), Lyon (CH Bron),
Toulouse (CHU), Paris (CH Lariboisiére, CH Pitié-Salpétriere), Bordeaux (CHU),
Marseille (CHU La Timone) et Angers (CHU). Le matériel congelé ou fixé dans le

formol puis inclus en paraffine a pu étre utilisé, au choix du Pathologiste demandeur.

2. Sélection du matériel tumoral et contréle morphologique

Un bloc tumoral était sélectionné et une évaluation du pourcentage de cellules
tumorales était réalisée par le Pathologiste demandeur suivant le point 8.7.7 de
lannexe 7 des Recommandations de Bonnes Pratiques en Anatomie et Cytologie
Pathologiqgues (RBPACPvV2) de I'AFAQAP (Association Frangaise d’Assurance
Qualité en Anatomie Pathologique) (81). D’aprés ces recommandations, il convient

de différencier les prélevements de cellularité infime (<1%), de cellularité faible a
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intermédiaire (<30%) avec 6 sous-groupes (1-4%, 5-9%, 10-14%, 15-19%, 20-24%,
25-29%) et de cellularité forte (230%) avec 3 sous-groupes : 30%, 50% ou 80%. Les
larges zones de nécrose doivent étre évitées et étre mentionnées et évaluées
lorsqu’elles sont présentes. Sur matériel biopsique avec peu de cellules tumorales, il
convient de fournir le nombre approximatif de cellules (< ou >100 cellules tumorales)
en plus de la cellularité tumorale (81).

Lorsque le bloc avait été utilisé pour la réalisation d’autres techniques entre le
contréle morphologique initial et la réalisation de coupes épaisses, une lame colorée
par HES était réalisée, permettant une meilleure concordance entre le matériel

observé et celui utilisé pour les analyses moléculaires.

3. Reéalisation de coupes épaisses et macrodissection

Deux a cing coupes de 10 um (copeaux) étaient réalisées au microtome ou au
cryotome (pour les prélévements congelés).

Le Pathologiste pouvait enrichir le prélevement en cellules tumorales en
sélectionnant sur lame une zone pour macrodissection. Cette zone était alors
découpée sur bloc par le technicien au scalpel avant la réalisation des coupes. Le

contr6le morphologique prenait alors en compte ce zonage.
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4. Extraction des acides nucléiques

Les ARN totaux étaient extraits de tissus congelés avec des kits différents des

tissus inclus en paraffine. Les ADN totaux étaient extraits uniqguement de tissus

inclus en paraffine.

a) Extraction des ARN a partir des tissus congelés

Les ARN des tissus congelés étaient extraits a 'aide du kit Nucleospin RNA 11°

(Macherey Nagel). Ce kit permet les étapes de :

lyse des tissus avec 3,5 yL de B-mercapto-ethanol et 350 yL de tampon RA1L,
transfert du mélange sur colonne, puis centrifugation 1 minute a 14000 rpm.
Fixation de 'ARN sur colonne en présence de 350 pL d’éthanol suivi d’une
centrifugation de 45 secondes a 10100 rpm. Sont ajoutés 350 uL de tampon MDB
sur la colonne.
Purification par 10 uL de DNAse préalablement reconstituée et 90 uL de tampon
RXN Buffer rDNAse, sur la colonne, en incubant 15 minutes a température
ambiante.
Elution de 'ARN par lavages consécutifs de la colonne :

200 uL de tampon RA2 puis centrifugation 45 secondes a 10100 rpm

600 uL de tampon RA3 puis centrifugation 45 secondes a 10100 rpm.

250 pL de tampon RAS3 puis centrifugation 2 minutes a 14000 rpm.

Elution par 50 pL d’eau RNAse free et centrifugation 2 minutes a 11000 rpm.
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b) Extraction des ARN a partir de tissus inclus en paraffine

Les ARN des tissus inclus en paraffine étaient extraits a I'aide du kit RNeasy

FFPE® (Qiagen), en suivant des étapes de :

Déparaffinage par 1 mL de xyléne sous hotte et centrifugation 2 minutes a 11000
rpm, puis ajout d’1l mL d’éthanol et centrifugation 2 minutes a 11000 rpm.
Lyse des tissus par 10 yL de protéinase K associés a 240 yL de tampon PKD,
avant incubation sur thermobloc 15 minutes a 55°C puis 15 minutes a 80°C.
Fixation des ARN sur colonne gDNA Eliminator: ajout de 500 pyL de tampon RBC
au mélange puis centrifugation 45 secondes a 10000 rpm.
Ajout de 1200 pL d’éthanol absolu sur le filtrat.
Elution de 'ARN sur colonne RNeasy MinElute:
Transfert de 600 uL d’échantillon puis centrifugation 30 secondes a 10000 rpm,
Deux lavages avec 500 pyL de tampon RPE et centrifugation 2 minutes a 10000
rpm.
« séchage » de la membrane de la colonne par centrifugation 5 minutes a
14000 rpm

Elution par 20 pL d’eau RNase free et centrifugation 1 minute a 14000 rpm.
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c) Extraction des ADN a partir de tissus inclus en paraffine

Les ADN totaux étaient extraits en utilisant le kit QiaAmp® FFPE tissue kit

(Qiagen) selon le protocole suivant :

Déparaffinage par 160 pyL de solution de déparaffinage du kit, mélange par
vortex, centrifugation 10 secondes a 14000 rpm puis incubation a 56°C pendant 3
minutes
Ajout de 180 pL de tampon ATL puis centrifugation 1 minute a 10000 rpm.
Lyse avec 20 uL de protéinase K déposée en phase inférieure, suivi d'une
incubation sur thermoblock de 3h a 56°C puis 1h a 90°C.
Extraction de 'ADN :
Préparation d’un tube de 2 ml contenant un mélange de 200 uyL d’éthanol et
200uL de tampon AL. Ajout de la phase inférieure du tube échantillon a ce
mélange.
Dépobt du mélange sur colonne puis centrifugation 1 minute a 5000 rpm.
2 lavages de la colonne avec 500 pL de tampon AW 1, centrifugation & 5000 rpm
pendant 1 minute, puis 500 uL de tampon AW?2 et centrifugation a 5000 rpm
pendant 1 minute.
« séchage » de la membrane de la colonne par centrifugation pendant 3
minutes a 14000 rpm.
Elution par dép6t de 50 puL de tampon ATE sur la colonne, incubation pendant 5

minutes et centrifugation 1 minute a 14000 rpm.
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5. Quantification de la concentration et vérification de la pureté des

acides nucléiques

La quantification de la quantité d’acides nucléiques extraits et la vérification de
leur pureté (évaluation de la contamination par des protéines ou des sels) étaient
réalisées par spectrophotométrie en microvolume Nanodrop™ (Thermo Fisher
Scientific), permettant I'évaluation du spectre d’absorbance des acides nucléiques.
La concentration en acides nucléiques est donnée par l'absorbance a 260 nm
(A260), la pureté en protéines est évaluée par les rapports entre absorbance a 260
nm et 280 nm (A260/A280) et la pureté en sels est évaluée par le rapport entre
absorbance a 260 nm et absorbance a 230 nm (A260/A230)

L'utilisation du Nanodrop nécessite des étapes :

- D’établissement d'un contrdle dit « blanc » (tampon d’élution des acides
nucléiques lors de I'extraction).

- De mesure de l'échantillon par dépét d’1,5 uL d’échantillon sur la cellule de
mesure.

- D'interprétation des résultats :

o Une unité d’absorbance a 260 nm correspond a 50 ug/ml pour 'ADN (double
brin) et 40 pg/ml pour 'ARN.

o Le rapport A260/A280 indique un échantillon non contaminé par les protéines
entre 1,8 et 2, une contamination quand il est <1,8, et une dégradation des
acides nucléiques quand >2.

o Le rapport A260/A230 indiqgue une contamination par des sels quand il est

inférieur & 1,3.
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6. Conversion des ARN en ADNc

La rétro-transcription de 'ARN en ADNCc était réalisée par une technique de
multi-amorcage au hasard, en utilisant le kit ADNc SuperScript Vilo® (Invitrogen)
suivant le protocole suivant :

- Reéalisation d’'un mélange réactionnel contenant 4 uL de Reaction Mix VILO 5x, 2
ML de 10x SuperScript Enzyme Mix, de 1 a 14 uyL d’ARN extrait de tissu et d’'une
quantité suffisante d’eau RNAse free pour obtenir un volume de mélange
réactionnel de 20 pL.

- Conversion par incubation 60 minutes a 42°C puis 5 minutes a 85°C.

Les différents acides nucléiques étaient stockés a -80°C.

7. Sensibilité des techniques de caractérisation et seuils

d’interprétation

Pour la technique de pyroséquencage (détaillée ci-aprés), pour lesquelles la
sensibilité est d’environ 1 a 3% d’allele muté, le seuil d’interprétation était défini a
10% de cellules tumorales au sein du prélevement. Pour la techniqgue de
séquengage Sanger, moins sensible (~15% d’alléle muté), le seuil était défini a 40%
de cellules tumorales. Ces seuils sont utilisés en analyse de routine au sein du
laboratoire de Biologie Moléculaire du CHRU de Lille, et ont été définis par les

Biologistes (Dr Fabienne Escande, Dr Clotilde Descarpentries).
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B. Détection des transcrits de fusion KIAA1549-BRAF

1. Principe et stratégie de détection

La détection de transcrits de fusion se fait par réaction de polymérase en
chaine aprés rétro-transcription de '’ARN extrait du tissu tumoral (RT-PCR). La
dégradation de 'ARN étant trés rapide aprés dévitalisation des tissus, le temps
d’ischémie froide (temps entre la dévitalisation et la fixation du prélévement) doit étre
le plus court possible, et la durée de fixation du prélevement dans le formol doit étre
maitrisée (durée maximale optimale de 24h).

Une des difficultés de la recherche des transcrits de fusion KIAA1549-BRAF par
RT-PCR est l'existence de multiples points de cassure, formant des transcrits
différents. Chacun de ces transcrits KIAA1549-BRAF doit étre amplifié par un couple
d’amorce respectant certaines contraintes techniques :

- taille des produits d’amplification : la taille des fragments doit étre compatible

avec I'analyse sur tissu congelé aussi bien que fixé et inclus en paraffine, nécessitant
des fragments amplifiés de petites tailles (dégradation des ARN avant et lors de la
fixation dans le formol).

- Homogénéisation des températures de fusion (Tm) des amorces.

- Identification des différents transcrits, y compris les moins fréguents.

- Absence de polymorphismes nucléotidigues au sein des sites d’hybridation :

vérifiée a I'aide de I'outil informatique SNPCheck V.3 (National Genetics Reference

Laboratory, Manchester, UK) (https://secure.ngrl.org.uk/SNPCheck/snpcheck).
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- Absence d’hybridation aspécifique des amorces : vérifiée en utilisant I'outil

d’alignement au génome en ligne primer-BLAST (Basic Local Alignment Search

Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

Cing amorces ont été utilisées, trois amorces sens situées en 5’ des points de
cassure du gene KIAA1549 (exons 15, 16 et 18), et deux amorces anti-sens en 3’
des points de cassure du géne BRAF (exons 9 et 11). Les amorces utilisées sont
inspirées de celles utilisées par I'équipe de Tian & al., développées pour la détection
de ces transcrits de fusion par technique de RT-PCR quantitative (QPCR), sur tissus
fixés et inclus en paraffine (82). Ces amorces ont été modifiées afin d’améliorer la
spécificité des réactions d’amplification et d’homogénéiser les températures de
fusion. L’amorce localisée dans I'exon 18 du géne KIAA1549 a été ajoutée afin de
permettre la mise en évidence des 3 transcrits de fusion les plus rares.

Parallelement, deux autres amorces ont été choisies afin de disposer d’une
évaluation du niveau d’expression du transcrit KIAA1549, décrit comme proche de
celui des transcrits de fusion KIAA1549-BRAF (32). Ces amorces sont situées dans
les exons 12 (amorce sens) et 13 (amorce antisens) du géne KIAA1549, et ont été
congues a l'aide du logiciel Primer3 (version en ligne, http://primer3.wi.mit.edu/).

Les séquences des amorces utilisées sont consignées dans le tableau 1

Nom de 'amorce Brin Séquence Longueur | Tm
KIAA1549-E16F Sens 5-GCCCAGACGGCCAACA-3 16pb 54
KIAA1549-E15F Sens 5-CGTCCACCACTCAGCCTACA-3 20pb 62
KIAA1549-E18F Sens 5-ATCTACTCGGAGGAGATGCC-3’ 20pb 62

BRAF-E9R Antisens | 5-CCTCCATCACCACGAAATCCTT-3’ 22pb 66
BRAF-E11R Antisens | 5’-ACTCGAGTCCCGTCTACCAA-3’ 20pb 62
KIAA1549-E16Fb Sens 5-GCCCAGACGGCCAACAATCC-3 20pb 62
BRAF-E9RDb Antisens | 5’-CCTCCATCACCACGAAATCC-3 20pb 62
KIAA1549-E12F Sens 5-GATGGCAGGTCCCACAGAG-3 19pb 62
KIAA1549-E13R | Antisens | 5-CTGTCCACGTGCTCGAAGAT-5 20pb 62
Tableau 1 : caractéristiques des amorces utilisées pour la détection des transcrits de
fusion KIAA1549-BRAF. Tm = température de fusion, en °C, calculées

approximativement par la formule suivante : Tm=(A+T)x2+(G+C)x4.
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En associant cing amorces en cing couples, il est possible de détecter les sept
transcrits de fusion KIAA1549-BRAF, avec pour chaque fragment amplifié une taille
compatible avec l'utilisation d'ADN dégradé issu de tissu FFPE (figure 13):

- KIAA1549-E15F / BRAF-E9Rb : ce couple d’amorce permet la détection des
transcrits 15_9 (70 paires de bases), et 16_9 (387 pb).

- KIAA1549-E15F / BRAF-E11R : détection des transcrits 15 11 (58 pb), 15 9
(232 pb), 16_11 (376 pb), 16_9 (550 pb), 17_10 (560 pb), 18 10 (718 pbh).

- KIAA1549-E16Fb / BRAF-EOR : détection du transcrit 16_9 (65 pb)

- KIAA1549-E16Fb/ BRAF-E11R : détection des transcrits 16 9 (228 pb),
16_11 (54 pb), 17_10 (238 pb), 18_10 (396 pb).

- KIAA1549-E18F / BRAF-E11R : détection des transcrits 18 10 (222 pb) et

19_9 (405 pb).

KIAA1549-E15F KIAA1549-E16Fb BRAF-E9Rb BRAF-E11R
KIAA1549 els ! el ! e9 ' ell BRAF
; N~ ~ . ;
65 pb ; !
N\ i i Transcrit 16_9
~ ;
; / 228'ph
N .
: ~ ‘
3\ 58 pb /232 pb / /550 pb / 15 9
~
70 pb /387 pb 1511

Figure 13: stratégie de détection des 4 transcrits les plus fréquents, et taille des
fragments amplifiés en paires de bases. Chaque transcrit est détecté par un couple
d’amorce permettant d’obtenir un fragment de petite taille. Il peut également étre
détecté par d’autres couples a une taille plus importante.

42



COCKENPOT Vincent Matériels et Méthodes

2. Evaluation de la qualité des ADNc

L’évaluation de la qualité des ADNc était réalisée en évaluant le niveau
d’expression de transcrits de référence EWSR1 (Ewing sarcoma breakpoint region 1,
exprimé a niveau constant et de maniére ubiquitaire dans toutes les cellules (83)) et
du transcrit KIAA1549, par comparaison de I'intensité des bandes aprés amplification
et dépot sur gel. Ces amplifications étaient réalisées simultanément et dans les
mémes conditions que celles visant a détecter les transcrits de fusion KIAA1549-

BRAF.

3. Détection des transcrits de fusion KIAA1549-BRAF par RT-PCR

conventionnelle : conditions optimales

Différents kits commerciaux (Tag PCR Master Mix® de Qiagen et AmpliTaq
Gold® d’'Applied Biosystems), différentes températures d’hybridation, ainsi que
différentes concentrations de MgCI2 ont été testés. Ces différentes conditions sont

reprises dans le tableau 2.

Master Mix® (Qiagen) | AmpliTaqg Gold® (Applied Biosystems)
ADNc 50 ng 50 ng
Tampon (10X) 12,5 uL 2,5uL
dNTP Prédéfinie (Master Mix) 2,5uM
Amorces sens (10pM/ pL) 0,5uL 0,5uL
Amorces antisens (10pM/ pL) 0,5uL 0,5uL
Taq polymérase (1u/ pL) Prédéfinie (Master Mix) 0,25 pL
MgCI2 (25mMI/L) Prédéfinie (Master Mix) | Concentrations testées : 1,5 et 2,5 mM
Eau gsp 25 uL 25 L

Tableau 2 : conditions des différentes réactions d’amplifications utilisées durant les
essais sur tissus congelés.
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Au terme de la mise au point, les conditions de PCR optimales retenues pour
'amplification des transcrits de fusion KIAA1549-BRAF étaient :
e 2,5 L de tampon,
e 15 L de MgCI2 a 25 mM,
e 2,5 uL dedNTP, 0,5 uL d’amorce sens,
e 2,5 L d’'amorce antisens,
e 0,25 uL de Taq polymerase AmpliTaq Gold® (Applied Biosystem),
e 1525 uL d’eau
e 2 uL d’ADNc.

Pour chaque patient, six mélanges réactionnels (5 couples d’amorces pour la
mise en évidence des transcrits de fusion, et un couple pour le transcrit KIAA1549 de
référence) étaient réalisés.

Les amplifications étaient réalisées dans un thermocycleur Veriti 111® 96 puits
(Applied Biosystems) suivant les paramétres suivants : un cycle de dénaturation de
10 minutes a 95°, suivi de 35 cycles comprenant chacun une étape de dénaturation a
95°C (45 secondes), une étape d’hybridation a une température variée (58 a 64°C)
(45 secondes), puis une étape d’extension a 72°C (1min30). Le tout était complété
par une extension finale a 72°C pendant 15 minutes.

Les produits de PCR étaient déposés pour chaque amplification en présence
d'un marqueur de taille (DNA Molecular Weight Marker XIV®, Roche) sur gel
d’agarose a 2%, réalisé manuellement, contenant un marqueur fluorescent (Gel
Red® Nucleic Acid Stain, Biotium), avant électrophorése & 100V.

La révélation était effectuée en utilisant le systéme d’'imagerie de lecture de gel
d’électrophorese Gel Doc™ XR+ System (BIO-RAD), utilisant la fluorescence (mode

trans-UV, 302nm).
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4. Séquencage des transcrits détectés

Afin de confirmer les points de fusion des transcrits identifiés, les produits

d’amplification par PCR des cas positifs ont été séquencés par méthode Sanger.

a) Amorces utilisées pour le séquencage

Les amorces utilisées pour la réaction de séquence des transcrits de fusion
KIAA1549-BRAF étaient les mémes que celles utilisées pour l'amplification des
transcrits.

Le séquencage des transcrits 16_9 et 17_10 utilisait le fragment amplifié par le
couple d'amorces KIAA1549-E16Fb / BRAF-E11R (produits de 228 et 238pb).

Le séquencage des transcrits 16_11 et 15 9 utilisait les fragments amplifiés par le
couple d’amorces KIAA1549-E15F / BRAF-E11R (respectivement 376 et 232 pb).

Le séquencage du transcrit 18 10 utilisait le fragment amplifié par le couple

d'amorces KIAA1549-E18F / BRAF-E11R (produit de 222 pb).

b) Réaction de séquence

Le séquencgage des transcrits de fusion comprenait des étapes de :
- Purification exonucléasique et par phosphatases alcalines (exo-SAP) éliminant
respectivement les amorces et les dNTP en exces :
o Réalisation d’'un mélange réactionnel contenant par échantillon 2,5 pL de
tampon TSAP, 1 uL de TSAP (a 1 U/uL) et 0,5 uL d’exonucléase | (a 10 U/pL).
o Distribution de 4 yL de ce mélange réactionnel dans chacun des échantillons a

purifier.
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o Incubation en utilisant un thermocycleur, avec le programme suivant : 1x37°C
30 minutes, 1x74°C pendant 15 minutes.

- Extension de type terminaison de séquence a l'aide du kit Big Dye® Terminator
Sequencing v3.1 cycle kit 5000 RxN (APPLIED BIOSYSTEMS), contenant les
dNTP et ddNTP:

o Reéalisation d’'un mélange réactionnel contenant par échantillon 13 yL d’eau, 1
ML de matrice (soit 100 a 150ng d’ADN par sens), 1 uyL d’amorces (a 5
pmoles/uL), 2 yL de Ready Reaction Mix 2,5x (BigDye®) et 3 yL de tampon Big
Dye® Sequencing 5x Buffer.

o Extension sur thermocycleur avec le programme suivant : 1 minute a 96°C, puis
25 cycles de [10 secondes a 96°C, 5 secondes a 50°C, 4 minutes a 60°C].

- Purification par polymeére P-10 du produit d’extension:

o Reéalisation du polymére sur plaque par dépét a 2 reprises du bio-gel P10 sur
plague dédiée et centrifugation a 3000 rpm pendant 3 minutes.

o Deépobt de 20 pL de produit d’extension sur le polymeére et centrifugation 1 minute

a 3000 rpm.

- Détection par migration dans un polymére POP7 dans le séquenceur 48

capillaire 3730 Genetic Analyser® (Applied Biosystems).

- Analyse du fichier de ségquence généré en utilisant le logiciel Sequence Scanner

v1.0°.
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C. Recherche de mutations ponctuelles des génes BRAF,
KRAS, H3F3A, IDH1 et IDH2

1. Analyse par pyroséquencage du codon 600 du géne BRAF, des
codons 12 et 13 du géne KRAS et des codons 27 et 34 du géne
H3F3A

La réaction de séquence nécessite des étapes préalables de :

- fixation des brins d’ADN biotinylés a des billes de Sépharose-Streptavidine,
- Purification des brins d’ADN a I'aide d'une solution de lavage.
- Hybridation des amorces de pyroséquencage.

La réaction de séquence a lieu par distribution successive des différents
nucléotides au sein du pyroséquenceur Pyromark™ (Qiagen), puis analysée par
le logiciel couplé au séquenceur Pyromark™ MD (Qiagen). Les données sont
disponibles sous forme de pyrogramme. Les amorces utilisées sont consignées

dans le tableau 3.

2. Analyse par séguencage « Sanger » de I'exon 4 du gene IDH1 et

de I’exon 4 du géne IDH2.

Le séquencage de ces cibles était réalisé suivant le méme protocole technique
gue pour le séquencage des transcrits de fusions KIAA1549-BRAF. Les hot-spots de
mutation des genes IDH1 (codon Arg132) et IDH2 (codons Argl140 et Argl72) sont
tous situés dans leur exon 4. Les amorces utilisées sont consignées dans le tableau

3.
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II,\;?:]OE; Brin Séquence Longueur | Tm
KRAS2AF* sens 5-ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTT-3 24 62
KRASPy2AR* antisens 5-Bio-CTCTATTGTTGGATCATATTCGTC-3’ 24 66
KRAS2pyro** Sens 5-CTTGTGGTAGTTGGAGCT-3’ 18 54
BRAF-Fbis* Sens 5-GTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAG-3 25 64
BRAF-R7* antisens | 5-Bio-CAGTGGAAAAATAGCCTCAATTCTT-3 25 64
pyroBRAFV600E** Sens 5-TGATTTTGGTCTAGCTACA-3 19 52
H3F3A-2F* Sens 5-GTGGTAAAGCACCCAGGAAG-3’ 20 62
H3F3A-2R* Antisens | 5-Bio- TGGATACATACAAGAGAGACTTTG-3’ 24 66
H3F3A-ex2Pys27** Sens 5-CAAAAGCCGCTCGCA-3’ 15 48
H3F3A-ex2Pys34** | Antisens 5-GCGCCCTCTACTGGA-3’ 15 50
IDH1F Sens 5-GTGGCACGGTCTTCAGAGA-3’ 19 60
IDH1Rbis antisens 5-GCAAAATCACATTATTGCCAAC-3’ 22 60
IDH2F Sens 5-CCCATCATCTGCAAAAACAT-3’ 20 56
IDH2R antisens 5-GGGTGAAGACATTTTGA-3’ 17 48

Tableau 3 : amorces utilisées pour le pyroséquencage des genes BRAF, KRAS,
et H3F3A, et pour le séquengage par technique Sanger d’IDH1 et IDH2. * : amorce
d’amplification. ** : amorce de pyroséquencage. Bio: amorce biotinylée. Tm =
température de fusion, en °C, calculées approximativement par la formule suivante :
Tm=(A+T)x2+(G+C)x4.
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I1l. Etude immunohistochimique

A. Réalisation d’un tissu microarray (TMA)

La technique de Tissue MicroArray (TMA), ou puce tissulaire, permet I'analyse
rapide et simultanée sur un méme support de multiples échantillons tissulaires. Elle
regroupe sur un bloc de paraffine accepteur jusqu’a plusieurs centaines
d’échantillons prélevés sur des dizaines a des centaines de blocs donneurs.

Deux a trois zones d’intérét ont été sélectionnées lors de la relecture de
'ensemble des cas. La sélection de plusieurs prélévements par échantillon tumoral
permettait de pallier a 'hétérogénéité tumorale liée a des phénoménes de mosaique.
Les zones étaient choisies en fonction de leur caractere tumoral et de leur
représentativité. Pour les tumeurs biphasiques, notamment une partie des
astrocytomes pilocytiques, les deux contingents étaient sélectionnés.

Un plan de chaque bloc TMA était réalisé sur support informatique,
préalablement a la création d'une matrice a l'aide du logiciel de construction de TMA
(EXCILONE TMA Designer® 2).

La construction des blocs TMA était réalisée a l'aide du tissu-arrayer
EXCILONE Minicore® 3 équipé d’une aiguille de 1Tmm de diamétre (figure 15). Des
échantillons contréles de tissu hépatique et cérébral étaient placés sur le bloc afin de

I'orienter et de disposer de tissus différents pour I'’étude immunohistochimique.
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Figure 14 : tissu arrayer EXCILONE Minicore® 3
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Figurel5 : bloc et lame TMA (coloration par HES).
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B. Etude immunohistochimique

Des coupes tissulaires de 4um étaient réalisées au microtome a partir des blocs
TMA, et étalées sur lames préparées.

La technique d’immunonohistochimie était automatisée (automate Benchmark
XT™ VENTANA) pour les anticorps IDH1 muté R132H, BRAF muté V600E et

H3K27m3 et suivait des étapes de :

- déparaffinage par action combinée de la chaleur (75°C) et d’'une solution

détergente (EZ Prep, VENTANA).

- pré-traitement en EDTA pour démasquage antigénique : utilisation du tampon

CC1 (VENTANA) basique permettant I'hydrolyse des liaisons covalentes (ponts
meéthylénes) créées lors de la fixation dans le formol, puis blocage de I'activité

peroxydase endogéne a l'eau oxygénée.

- incubation avec I'anticorps primaire (tableau 4).

- amplification et révélation : détection des anticorps primaires par anticorps

secondaires multiméres marqués a la peroxydase (UltraView™ Ventana), puis, en
présence d’ H,O, hydrolyse par la peroxydase du diaminobenzidine (DAB) formant

un précipité brun.

- contre-coloration : utilise 'hématoxyline (Bluing Reagent™ Ventana) pour une

coloration bleu pale des tissus, contrastant avec le précipité brun de la révélation.

Une derniére étape est la déshydratation et le montage des lames.
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Les anticorps utilisés, leur dilution, le prétraitement appliqué et la durée

d’'incubation sont consignées dans le tableau 4.

Anticorps Clone Fournisseur | Dilution | Prétraitement | Incubation
F;'f;le HO9 Dianova® 1/40 ril(r:]iltfesg 32 minutes
veooe | VEL | giostiences | Y0 | mines | 20minutes
H3K27m3 | polyclonal Diagenode® 1/750 rilcrzlﬁt?ag 32 minutes

Tableau 4: caractéristiques des anticorps utilisés pour [Ianalyse

immunohistochimique
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V. Analyses statistiques

Les performances du test étaient établies aprés réalisation d’un tableau de
contingence, permettant le calcul de la sensibilité, de la spécificité et des valeurs
prédictives positives et négatives. Les comparaisons de fréquences d’expression du
transcrit KIAA1549-BRAF dans les différents groupes étaient réalisées en utilisant un
test du Chi? a deux modalités permettant de tester 'indépendance d’'un paramétre a
la présence d’'un transcrit. Quand les effectifs de certains sous-groupes étaient de
taille trop petite pour 'application du test du Chi? (n<5), un test exact de Fisher était
applique.

Les statistiques ont été réalisées grace a I'outil BiostaTGV de linstitut Pierre
Louis d'Epidémiologie et de Santé Publique UMR S 1136, affilié a 'Université Pierre

et Marie Curie, utilisant le logiciel de statistiques R (84).
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RESULTATS

|. Caractéristiques de la population de patients

atteints d’astrocytome pilocytique

A. Caractéristiques démographiques

Soixante-douze patients étaient atteints d’un astrocytome pilocytique, dont 37 de
sexe féminin, et 35 de sexe masculin.

L’age médian au diagnostic était de 10 ans (moyenne de 14,1 ans). La répartition
de I'dge de diagnostic est représentée en figure 16. Cinquante-quatre cas (75%)
étaient des formes dites pédiatriques (<20 ans au diagnostic).

Quarante-neuf patients ont été diagnostiqués a Lille, et y sont suivis. Les autres
étaient suivis a Lyon, Marseille, Toulouse, Paris, Bordeaux et Nice.

Quatre patients (5%) étaient atteints d’'une neurofibromatose de type 1.
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Effectif
=
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Figure 16 : Répartition de I'age au diagnostic des astrocytomes pilocytiques, par
tranches d’age.

B. Circonstances de découverte

Les données cliniques incluant les circonstances de découverte, le traitement
utilisé et le suivi étaient disponibles pour 47 patients atteints d’astrocytome
pilocytique.

Vingt et un patients présentaient au diagnostic des symptémes d’hypertension
intracranienne (association minimale de céphalées et vomissements), 18 des signes
neurologiques localisateurs, trois des céphalées isolées, trois des crises convulsives
et trois tumeurs étaient de découverte « fortuite » lors d’examens d’imagerie réalisés

hors suspicion clinique (dont deux dans le cadre d’un bilan systématique de NF1).
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C. Localisation des astrocytomes pilocytiques

Quarante-sept tumeurs étaient localisées en fosse postérieure (65%), et 25
tumeurs étaient de localisation supratentorielle (35%), dont neuf tumeurs de la région
hypothalamo-chiasmatique ou des voies optiques.

La fréquence des localisations infratentorielles était similaire dans les groupes

pédiatriques et adultes, représentant 67% des cas.

D. Caractéristiques histopathologiques

La relecture des 49 cas lillois a permis de confirmer le diagnostic initial dans
tous les cas. 31 cas (63%) avaient une architecture biphasique. 24 cas (49%)
comportaient des corps granuleux éosinophiles, 28 cas (57%) des fibres de
Rosenthal, 29 cas (59%) comportaient au moins un secteur microkystique, 41 cas
(84%) des vaisseaux glomérulés et 25 cas (51%) comportaient un contingent de type
oligo-like, méme minoritaire. Un cas comportait des zones de nécrose tumorale, et
aucun des cas ne présentait de critere d’anaplasie. Seize cas étaient des formes
« typiques », associant une vascularisation gloméruloide a une architecture
biphasique avec secteurs fibrillaires astrocytaires contenant des fibres de Rosenthal
et secteurs microkystigues avec corps granuleux éosinophiles. Douze cas ne
présentaient ni architecture biphasique, ni fibore de Rosenthal, ni corps granuleux
eosinophiles et étaient considerés comme astrocytomes pilocytiques sans critere
typiqgue. Trois cas ne répondaient a aucun des criteres seélectionnés et
correspondaient a des tumeurs monophasiques fibrillaires avec cellules polarisées.

Les caractéristiques histopathologiques des 72 cas sont disponibles en annexe 2.
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[I. Recherche des transcrits de fusions
KIAA1549-BRAF

A. Performances diagnostiques du test

Au total, des transcrits de fusion KIAA1549-BRAF ont été identifies dans les
échantillons tumoraux de 46 des 135 patients testés. Les 46 cas positifs étaient
considérés comme astrocytomes pilocytiques lors de I'analyse histopathologique,
soit une valeur prédictive positive de 100%, et une valeur prédictive négative de
70,5%. La sensibilité du test dans la population testée était de 62% (IC a 95% [0.52 ;
0.74], pour une spécificité de 100% (IC 95% [0.94 ; 1]).

Les figures 17 et 18 illustrent I'identification d’un transcrit de fusion 16_9.

B. Types de transcrits de fusion KIAA1549-BRAF identifiés

Quatre transcrits différents ont été identifiés. Le transcrit de fusion KIAA1549-
BRAF le plus fréquent était le transcrit 16_9 (n=32), représentant 70% des transcrits
de fusion. Par ordre de fréquence, les autres transcrits retrouves étaient les transcrits
15 9 (15%), 16 _11 (11%) et 15 11 (4%). La fréguence des différents transcrits était

répartie de maniére similaire dans les différents sous-groupes.
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16Fb/9Rb

16Fb/11R

Figure 17 : Identification d’'un transcrit de f

15F/9Rb

Résultats

15F/11R  12F/13R

usion KIAA1549-BRAF de type 16_9,

détecté par les quatre couples d’amorces 16Fb/9Rb, 16Fb/11R, 15F/11R, 15F/9Rb
aux tailles attendues. Témoin de réaction 12F/13R a droite.
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Figure 18: séquence d'un transcrit de fusion de type 16 9, brin anti-sens (amorce
BRAF-11R). Le point de cassure correspond a la jonction exon-exon.
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C. Transcrits de fusion, age et localisation tumorale

Il a été retrouvé un transcrit de fusion KIAA1549-BRAF dans 46 des 72
astrocytomes pilocytiques, soit 64% des cas. Les effectifs et pourcentages de
mutation dans les différents groupes sont consignés dans le tableau 4. Les transcrits
étaient plus fréquents au sein des tumeurs de la fosse postérieure (70% des cas)
que dans les tumeurs supratentorielles (52% des cas) (p=0,08). Les formes
pédiatriques étaient également plus fréquemment associées a un transcrit de fusion
que les formes de I'adulte (respectivement 69 et 50%, p=0,15). Ainsi, le taux de
mutation atteignait 75% chez l'enfant et pour des tumeurs localisées en fosse
postérieure, alors qu’il n'était que de 33% chez Tladulte, en localisation
supratentorielle.

La localisation de la tumeur des 72 patients atteints d’astrocytome pilocytique est

disponible en annexe 2.
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Tableau 5: Présence de transcrits de fusion KIAA1549-BRAF, et détail du type de transcrit, dans les différents sous-groupes
d’astrocytomes pilocytiques répartis en fonction de I'age de diagnostic et de la localisation de la tumeur.

Total (n) (% transcrits + (n) |% 16 9(n) % 16 11 (n) % [15 9(n) |% 15 11 (n) |%
Astrocytome pilocytiques 72 46| 64% 32| 70% 5/11% 7| 15% 2| 4%
AP enfosse postérieure 48| 67% 34| 71% 25| 74% 4112% 4 12% 1| 3%
AP supratentoriels 24| 33% 12| 50% 7! 58% 11 8% 3 25% 1] 8%
AP pédiatrigues (<19 ans) 54| 75% 37| 69% 25| 68% 5/ 14% 5/ 14% 2| 5%
AP pédiatrigues en fosse postérieure 36| 67% 27| 75% 19| 70% 4] 15% 3| 11% 1| 4%
AP pédiatrigues supratentoriels 18| 33% 10 56% 6/ 60% 1/10% 2| 20% 1/10%
AP adultes 18| 25% 9 50% 7| 78% 0| 0% 2| 22% 0| 0%
AP adultes en fosse postérieure 12| 67% 7| 58% 6/ 86% 0/ 0% 1| 14% 0| 0%
AP adultes supratentoriels 6] 33% 2| 33% 1| 50% 0% 1| 50% 0%
AP homme 35| 49% 23| 66% 17) 74% 1| 4% 3 13% 2| 9%
AP femme 37| 51% 23| 62% 15| 65% 41 17% 4, 17% 0] 0%

AP : Astrocytome pilocytique
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D. Transcrits de fusion et caractéristiques

histopathologiques

23 des 31 cas (74%) d’architecture biphasique comportaient un transcrit de fusion
KIAA1549-BRAF, contre 8 des 18 cas (44%) monophasiques (p = 0,037).

19 des 25 (76%) cas d’astrocytomes pilocytiques qui présentaient un contingent
oligo-like possédaient un transcrit de fusion KIAA1549-BRAF, alors qu’un transcrit
était identifié dans 60% des cas ne comportant pas un tel contingent (p = 0,059).

12 des 16 cas (75%) « typigques » associant une vascularisation gloméruloide a
une architecture biphasique avec secteurs fibrillaires astrocytaires contenant des
fiores de Rosenthal, secteurs microkystiques et corps granuleux eéosinophiles
comportaient un transcrit de fusion. A I'inverse les cas ne présentant ni architecture
biphasique, ni fibre de Rosenthal, ni corps granuleux éosinophiles, comportaient un
transcrit dans 6 des 12 cas (50%). La différence entre ces deux groupes n’était pas

significative (p= 0,24).

La présence de transcrit de fusion en fonction des différentes caractéristiques

histopathologiques est consignée dans le tableau 6.
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Tableau 6: Présence de transcrits de fusion KIAA1549-BRAF, et détail du
caractéristiques histopathologiques des astrocytomes pilocytiques.

type de transcrit, en fonction des différentes

Total (n) % transcrits + (n) %  [transcrits - (n) % 16 9(N) % (16 11 (nN)% 159() % (15 11(n) %

Astrocytome pilocytique 49 31| 63% 18| 37% 22 71% 4| 13% 3[10% 2| 6%
Architecture biphasique 31| 63% 23| 74% 26% 19 83% 2 9% 1] 4% 1| 4%
Fibres de Rosenthal 28| 57% 19| 68% 32% 15 79% 2| 11% 1 5% 1| 5%
Corps granuleux éosinophiles 24| 49% 17| 71% 29% 14 82% 2| 12% 0] 0% 1| 6%
Contingent oligodendrocyte-like 25| 51% 19| 76% 24% 14 74% 1] 5% 2|11% 2111%
Contingent microkystique 29| 59% 19| 66% 10| 34% 16 84% 2| 11% 0| 0% 1 5%
Vaisseaux glomérulés 41| 84% 28| 68% 13| 32% 15 54% 2l % 0| 0% 1 4%
Nécrose 2% 1 0 0 0] 0% 0 1
Anaplasie 0| 0%

Aspect "typique" 16| 33% 12| 75% 4| 25% 9 75% 17% 0] 0% 1] 8%
Aucun des critéres "typiques" 12| 24% 6| 50% 6/ 50% 1 17% 33% 2[33% 1117%
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[II. Recherche des anomalies moléculaires des
genes BRAF et KRAS

A. Recherche de mutations ponctuelles du gene BRAF par
pyroséquencage du codon 600.

La recherche de mutation ponctuelle du gene BRAF a pu étre réalisée sur 50
des 74 astrocytomes pilocytiques. Les 24 cas non réalisés I'étaient par absence
de matériel disponible (blocs extérieurs ou matériel épuis€). Tous les cas testés
étaient interprétables. 4 cas extérieurs ont été testés dans les laboratoires de leur
ville d’origine, au moment du diagnostic.

Aucune mutation ponctuelle touchant le codon 600 du géne BRAF n’a été mise

en évidence.
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Figure 19 : Pyrogramme d’un géne BRAF sauvage pour le codon 600
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B. Recherche de mutations ponctuelles du gene KRAS par

pyroséquencage des codons 12 et 13

La recherche de mutation ponctuelle du géne KRAS a également été réalisée sur
46 cas, la technique étant réalisée pour les cas lillois simultanément et dans les
mémes conditions que la recherche de mutation du gene BRAF.

Aucune mutation ponctuelle touchant les codons 12 et 13 du géne KRAS n’a été

mise en évidence.
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Figure 20 : Pyrogramme d’un géne KRAS sauvage pour les codons 12 et 13.
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V. Analyse immunohistochimique

A. Tissue microarray

La construction du TMA a permis la réalisation de 4 blocs, soit un total de 38
astrocytomes pilocytiques, avec 1 a 3 prélevements par cas. Un controle
morphologique sur coloration par HES de chaque bloc a été réalisé. Les lames

d'immunohistochimie étaient lues de maniére qualitative par un Pathologiste.

B. Anticorps anti IDH1 muté R132H

L’analyse immunohistochimique avec I'anticorps anti-IDH1 muté R132H a été
réalisée sur un total de 47 cas, dont 38 sur TMA et 9 lors du diagnostic initial. Aucun

cas n’était immunoréactif pour cet anticorps (figure 21).

C. Anticorps anti BRAF muté V600E

L’analyse immunohistochimique avec I'anticorps anti-BRAF muté V600E (clone
VE1) a été réalisée sur les 38 cas du TMA.
Aucun cas n’était immunoréactif pour cet anticorps (figure 21).

L’ensemble des cas ayant été testés en immunohistochimie avec I'anticorps
anti-BRAF muté V600E ont bénéficié de la recherche de mutations ponctuelles du

codon 600 du gene BRAF, avec une concordance de 100%.

65



COCKENPOT Vincent Résultats

D. Anticorps anti-H3K27m3

L’analyse immunohistochimique réalisée avec I'anticorps anti-H3K27m3 a été
réalisée sur 40 cas, dont les 38 cas du TMA et 2 cas lors du diagnostic initial.

L’ensemble des cas présentait une conservation de l'immunoréactivité nucléaire

normale (figure 21).
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Figure 21 : analyse immunohistochimiz]ue réalisée sur TMA : A et B : absence
d'immunoreactivité pour I'anticorps anti IDH1-mutéR132H (x200). C et D:
absence d'immunoréactivité pour I'anticorps anti BRAF V600E (x200). E et F:

conservation de l'immunoréactivité nucléaire normale de [lanticorps anti-
H3K27me3 (x200).
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V. Caractérisation moléculaire des astrocytomes

pilocytiques

Au total, la seule anomalie moléculaire retrouvée dans les échantillons
tumoraux issus de la population de 72 patients atteints d’astrocytome pilocytique
était la présence de transcrits de fusion KIAA1549-BRAF. Il n’a été retrouvé aucune
mutation ponctuelle des génes BRAF et KRAS sur les codons les plus fréquemment
mutés. Aucun patient ne présentait plus d’'une anomalie moléculaire recherchée.
Aucune anomalie n’était détectée chez les quatre patients atteints de
neurofibromatose de type 1. Au total, dans 32% des cas, aucune anomalie

moléculaire n’était retrouvée (figure 22).
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Figure 22 : représentation graphique des différentes anomalies moléculaires au sein
des astrocytomes pilocytiques testés.

Les cas localisés a la fosse postérieure présentaient plus fréquemment un
transcrit de fusion KIAA1549-BRAF que les cas de localisation supratentorielle
(figure 23). Les cas liés a la NF1 étaient majoritairement (3 cas sur 4) de localisation

supratentorielle (hors chiasma et voies optiques).
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Figure 23 : représentation graphique de la fréquence des anomalies moléculaires
des astrocytomes pilocytiques, en fonction de leur localisation (fosse postérieure,
supratentorielle (hors voies optiqgues et chiasma) et hypothalamo-chiasmatique et
voies optiques). (fond d’image d’apres (85))
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VI. Suivi et évolution

Les données de suivi et d’évolution étaient disponibles pour 47 cas. La durée

moyenne de suivi était de 47,6 mois (durée médiane de suivi 27 mois) aprées le
diagnostic anatomopathologique initial.
14 patients (29%) ont présenté une évolution locale. Pour I'ensemble de ces
patients, il s’agissait de I'évolution d’un reliquat tumoral post-opératoire, liée a des
localisations pour lesquelles I'exérése chirurgicale est difficile, ou a un caractére
infiltrant de la lésion. Quatre des 9 cas de localisation hypothalamo-chiasmatique ou
des voies optiques ont récidivé.

La progression du reliquat survenait au plus tét 4 mois apres le diagnostic
initial, avec une médiane a 22 mois. 3 cas ont progressé dans la premiére année de
suivi, 4 dans la deuxieme année et deux dans la troisieme.

Un patient est décédé de l'apparition d’un ostéosarcome vertébral. Il avait
bénéficié d’'un traitement par radiothérapie suite a I’évolution multirécidivante de
'astrocytome pilocytique de localisation médullaire. Le décés est survenu un peu
plus de 9 ans apreés la premiére exérése chirurgicale, et 6 ans apres la radiothérapie.

Un transcrit de fusion KIAA1549-BRAF a été identifié dans les tissus tumoraux
de 9 patients parmi les 14 cas récidivants, soit une fréquence similaire au reste de la

population (64%).
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DISCUSSION

|. Caractéristiques de la population étudiée

Avec un age médian de 10 ans et un sex-ratio proche de 1, les caractéristiques
démographiques de la population d’astrocytomes pilocytiques étaient proches des
données épidémiologiques (6,7,14).

De la méme fagcon, avec 67% des cas localisés en infratentoriel, la répartition
de la localisation des tumeurs pédiatriques était concordante avec les données de la
littérature, qui estime ces formes a environ 2/3 des cas (13,14,86). Chez I'adulte en
revanche, notre série comportait également 67% des cas en fosse postérieure, taux
supérieur aux données habituelles sur les astrocytome pilocytiques de I'adulte, avec
environ 50% de formes supratentorielles. Le faible effectif d’astrocytomes
pilocytiques de I'adulte (n=18), et donc un intervalle de confiance large sur cette
fréquence (IC 95% [0,45 ; 0.88]) peut expliquer cette différence, potentiellement due

au hasard.

I[I. Performances globales du test

Les performances diagnostiques du test, particulierement I'absence de faux
positif responsable d’une spécificité et une valeur prédictive positive de 100%,
confirment son intérét dans la confirmation d’'un diagnostic préétabli, visant a
augmenter sa force. Il faut cependant prendre en compte les risques de biais liés a la
sélection initiale de patients pour la mise au point, pouvant surestimer les
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performances du test. Ces patients représentent 28 cas sur les 135 patients testés,
dont 20 cas d’astrocytomes pilocytiques et 8 cas de glioblastomes.

Les paramétres de performance diagnostique du test sont également a
relativiser au vu de la population étudiée, et d’'un fort risque de biais de vérification,
'examen de référence (« gold standard ») utilisé étant le diagnostic posé par le
Pathologiste, aprés relecture par le GENOP si nécessaire. Il s’est avéré que dans
certains cas, méme si la relecture des lames par le GENOP était réalisée a I'aveugle
des résultats de biologie moléculaire, le diagnostic finalement retenu incorporait les
caractéristiques moléculaires de la tumeur, y compris la présence de transcrits de
fusion KIAA1549-BRAF, induisant un risque important de biais d’incorporation des
résultats, pouvant surestimer les performances du test.

La recherche de ces transcrits de fusion n’était également pas réalisée de
maniére systématique pour tous les astrocytomes pilocytiques diagnostiqués, en
particulier pour les cas testés issus des centres extérieurs et du GENOP, qui
effectuaient essentiellement la demande de recherche des transcrits en situation de
difficulté diagnostique, pouvant induire un biais de sélection. La fréquence des
transcrits de fusion identifiés dans les astrocytomes pilocytiques de la population

lilloise (63%) était néanmoins tres proche de celle des cas extérieurs (66%).
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I1l. Fréquence de détection des transcrits de
fusion et utilité du test dans les différents

sous-groupes

Un transcrit de fusion KIAA1549-BRAF était détecté dans notre série dans 64%
des cas d’astrocytome pilocytique, et 69% chez I'enfant. En avril 2008, Sievert et al.
publiaient la découverte de ces transcrits de fusion, identifiés dans 77% de leur série
de 20 astrocytomes pilocytigues pédiatriques, aprés la détection de gains
chromosomiques partiels (en SNP-array) sur le locus 7934 (87). En novembre 2008,
Jones et al. ont publié une série similaire, identifiant un transcrit KIAA1549-BRAF

dans 66% des astrocytomes pilocytiques (33).

Le transcrit le plus fréqguemment retrouvé était dans notre série celui impliquant
les exons 1 a 16 de KIAA1549 et 9 a 18 de BRAF (transcrit 16_9) (70% des
transcrits identifiés). Suivaient par ordre de fréguence les transcrits 15 9 (15%),
16_11 (11%) et 15_11 (4%). Ces fréquences sont proches de celles retrouvées dans
la littérature (68% de transcrits 16_9 dans I'étude de T. Forshew et al, 69% dans

I'étude de Jones et al. 69%), confirmant la large majorité de transcrits 16_9 (33,88).

La fréquence de ces transcrits semble également corrélée a la localisation des
tumeurs, Forshew et al. identifiaient début 2009, 90% de transcrits KIAA1549-BRAF
en fosse postérieure (série pédiatrique) (88), et K.Jacob & al. (2009), identifiaient
80% de transcrits de fusion KIAA1549-BRAF dans cette méme population (42). C’est
dans cette population pédiatrique, particulierement en fosse postérieure, que la
sensibilité du test est la plus élevée. Dans notre série, si 'on considére la méme
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population, un transcrit était retrouvé dans 75% des cas. Le taux est légerement plus
faible que dans ces publications de référence, pouvant s’expliquer par le hasard sur
une population de petite taille mais aussi par le mode d’inclusion des patients, et
notamment la possibilité du Pathologiste d’utiliser le test uniquement en situation de
diagnostic difficile. Or nos données semblent indiquer la possibilité d’'une fréquence
plus élevée du transcrit dans les formes de morphologie « typique » que dans les
formes sans critere typique (tendance statistiquement non significative pour un
risque a a 5%).

A notre connaissance, aucune étude n’a mis en relation la présence de
transcrits de fusion KIAA1549-BRAF et les différentes caractéristiques
histopathologiques. Notre série retrouve une fréquence significativement plus élevée
dans les astrocytomes pilocytiques biphasiques que dans les formes monophasiques
et une tendance a la présence d’un transcrit de fusion pour les formes a contingent
oligo-like. Cette observation suggére I'hypothése qu’une partie de ces tumeurs
monophasiques ne sont pas des astrocytomes pilocytiques. Comme en témoigne le
consensus de Haarlem, cette intégration des données moléculaires dans le
diagnostic des tumeurs du systéme nerveux central est au centre des discussions
actuelles sur la classification des gliomes, amenant une remise en cause de
certaines entités nosologiques (2). D.Reuss et al. ont ainsi récemment reclassé 405
cas de gliome diffus de I'adulte en intégrant les mutations d’ATRX et IDH1 et les
remaniements chromosomiques en tant que marqueurs diagnostics (89). 152
astrocytomes, 61 oligodendrogliomes, 63 oligoastrocytomes et 129 glioblastomes
diagnostiqués selon la classification OMS ont ainsi été reclassés en 155

astrocytomes, 100 oligodendrogliomes et 150 glioblastomes.
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Une autre hypothése expliquant cette différence entre les formes typiques et
atypiques pourrait étre I'association entre la présence du transcrit et un phénotype
particulier, proche des caractéristiques histopathologiques habituellement associées
a I'astrocytome pilocytique. Les études de Kaul et al. sur I'effet oncogénique de la
protéine de fusion ont révélé que sa présence avait pour conséguence une
prolifération de cellules neurales cérébelleuses, mais pas des astrocytes matures
(53). Cette étude montrait également que linjection de cellules souches neurales
cérébelleuses exprimant le transcrit de fusion dans le systéme nerveux central de
souris était suffisante pour induire une lésion gliale, sans pour autant préjuger d’'un

phénotype particulier.

Chez 'adulte, Hasselblatt & al. retrouvaient en 2011 une fréquence du transcrit
KIAA1549-BRAF de 51%, avec une fréquence plus élevée en fosse postérieure
(67%) qu’en supratentoriel (29%) (111). Malgré des effectifs faibles chez I'adulte, la
fréequence des transcrits dans ces sous-groupes était proche de ces chiffres dans
notre cohorte. Ainsi, chez I'adulte, la sensibilité de I'outil diagnostique est diminuée,

affaiblissant I'utilité du test dans cette population.
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V. Spécificité du transcrit KIAA1549-BRAF dans

I’astrocytome pilocytique

En I'absence de faux positif, la sensibilité de la détection de transcrits de fusion
KIAA1549-BRAF dans les astrocytomes pilocytiques était dans notre série de 100%.
Sur le plan méthodologique, le biais d’incorporation du test remet en question ce
chiffre élevé, puisqu’une partie des diagnostics finaux ont été modifiés par le résultat
de la recherche de transcrits de fusion.

Les données de la littérature disponibles lors de la mise au point de la
technigue en 2012 mettaient en avant la trés forte spécificité de la présence de
transcrits KIAA1549-BRAF pour le diagnostic des astrocytomes pilocytiques. Les
premieres publications retrouvaient ainsi une specificité proche de 100%. Jones et al.
en 2008 ne retrouvaient aucun transcrit chez les patients atteints de gliomes de haut
grade (184 cas de glioblastomes et 60 cas d’astrocytomes anaplasiques), et 6
transcrits parmi 118 cas de gliomes de grade Il (oligodendrogliomes, astrocytomes,
oligoastrocytomes) pour lesquels le diagnostic de Iésion de grade Il était remis en
question par I'absence totale de récidive a long terme (suivi supérieur a 12 ans pour
tous les cas) (33). Forshew et al. en 2009 identifiaient un transcrit de fusion dans le
tissu tumoral de 3 patients atteints de gliome de bas grade hors astrocytomes
pilocytiques (au sein d’'une population de 18 patients), dont deux cas d’astrocytome
pilomyxoide, tumeur apparentée a I'astrocytome pilocytique, et un cas d’astrocytome
diffus, dont le diagnostic anatomopathologique était discuté (88). En novembre 2011,
'équipe de Tian et al., utilisant un technique de RT-PCR en temps réel, ne retrouvait
aucun transcrit dans 30 tumeurs du systéme nerveux central hors astrocytome

pilocytique (82).
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La spécificité de ces transcrits de fusion a été remise en question fin 2012, avec
la publication par M.Badiali et al. de transcrits de fusion KIAA1549-BRAF dans 17
cas parmi 180 gliomes diffus de I'adulte, dont 11 cas avec également mutation
d’'IDH1, et 6 une co-délétion 1p/19q. Quinze de ces 17 gliomes diffus étaient des
oligodendrogliomes (90). De maniére intéressante, dans notre série, les
astrocytomes pilocytigues comportant un contingent de type oligodendroglial étaient
plus fréquemment associés a un transcrit de fusion KIAA1549-BRAF.

Antonelli et al., en 2015, retrouvaient un transcrit KIAA1549-BRAF dans 64%
des cas d’astrocytomes pilocytiqgues, mais également dans 14% des tumeurs non
pilocytiques (1 glioblastome, 1 astrocytome anaplasique, 1 xanthoastrocytome
pléomorphe anaplasique, 1 épendymome et 1 tumeur rhabdoide tératoide atypique)
(92).

Dans notre série, il n’était mis en évidence de transcrit dans aucune tumeur non

pilocytique de bas ou de haut grade.
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V. Adéquation de la methode utilisée dans notre
étude pour la détection des transcrits de

fusion

Outre la RT-PCR conventionnelle utilisée dans ce travail, d’autres techniques de

détection des remaniements impliquant le gene BRAF auraient pu étre utilisées.

En premier lieu, la RT-PCR en temps réel (ou PCR quantitative, gPCR) est une
technique largement utilisée pour la détection de transcrits de fusion en situation
diagnostique en pathologie osseuse et des tissus mous (fibrosarcome congénital et
transcrit ETV6-NTRK3, liposarcome myxoide impliqguant le gene CHOP,
rhabdomyosarcome alvéolaire impliquant FKHR, sarcome dEwing impliquant
EWSR1, sarcome fibromyxoide impliquant FUS, synovialosarcome impliquant SYT).
Elle repose sur un principe proche de la RT-PCR conventionnelle. Cette technique a
été utilisée par I'équipe de Tian et al. (novembre 2012), sur tissus inclus en paraffine.
La fréquence de transcrit KIAA15-BRAF était élevée (87,5% des cas d’astrocytomes
pilocytiques dans une population pédiatrique), légerement supérieure aux autres
études, et a notre série (82). Dans leur série, la concordance entre la qRT-PCR et la
détection de réarrangements de la région 7q34 (par CGH et FISH) était de 95%.
Cette technique est séduisante en vue d’une utilisation en routine, le colt et temps
technique sont comparables a la RT-PCR conventionnelle, mais la mise au point est
difficile, comme en témoignent les essais infructueux que nous avons réalisés en
2012 dans l'optique d'utiliser cette méthode de caractérisation des transcrits de

fusion KIAA1549-BRAF.
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L’hybridation in situ avec révélation en fluorescence (FISH), réalisée sur coupes
en paraffine, a I'avantage d’associer le contréle morphologique et la détection d'un
réarrangement. Korshunov et al. ont identifié par FISH un transcrit de fusion dans
70% des cas d’astrocytomes pilocytiques. Les génes partenaires KIAA1549 et BRAF
sont localisés sur le méme locus chromosomique, en 7q34, et sont distants d’environ
1,9Mb. Les sondes de fusion aussi bien que les sondes de type break-apart posent
le probleme de la difficulté d’interprétation liée au mécanisme de duplication en
tandem, et a la concertation des cibles sur une région d’'un peu moins de 2Mb.
Récemment, d’autres mécanismes que la duplication en tandem pour la formation de
ces transcrits de fusion KIAA1549-BRAF ont été décrits, notamment des délétions
interstitielles multiples responsables de la fusion, rendant la FISH inapplicable dans
ces situations (47). L'équipe de Tian et al. a également discuté la possibilité d’'une
hétérogénéité tumorale pour la présence de transcrits de fusion, diminuant le nombre
de noyaux présentant 'anomalie (82). Dans leur série, deux cas positifs en gqRT-PCR
étaient ainsi interprétés en FISH comme négatif car porteurs de 'anomalie sur 8 et

11% des noyaux, alors que le seuil de positivité était fixé a 15%.

L’analyse chromosomique sur puces a ADN (ACPA, ou CGH-array) et leur
variante SNP-array ciblant des polymorphismes nucléotidiques, permettent de
visualiser les réarrangements chromosomiques induisant des genes de fusion
impliguant BRAF, quel que soit le géne partenaire, a condition que le réarrangement
soit déséquilibré. En revanche, une délétion sur un chromosome équilibré par un
gain sur son chromosome homologue, ne peut étre détectée (47,92). Ainsi, les

fusions de BRAF impliquant RNF130, CLCN6, GNA11l, FXR1 et MACF1 ne peuvent
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pas étre identifiees, car elles ne sont pas associées a une anomalie du nombre de
copies (48,50). Cette technique a été utilisée pour dépister les anomalies situées en
7934 dans les trois articles de référence, ayant identifié les transcrits de fusion
KIAA1549-BRAF en 2008 (33,87,88). L’identification d’'un gain chromosomique en
7934 ne suffit pas au diagnostic de transcrit de fusion, qui nécessite une technique
complémentaire pour caractériser 'anomalie moléculaire. Ces techniques sur puce a
ADN, particuliérement celles de haute résolution, sont colteuses et nécessitent une
quantité importante de matériel, de préférence congelé. Elles n’étaient pas utilisées

en 2012 dans le laboratoire d’Oncologie Moléculaire.

Les dernieres techniques, plus puissantes, utilisent les technologies de
séquencage a haut débit (NGS, Next Generation Sequencing), et leurs variantes
transcriptomique (RNA-seq) et génomique (WHS Whole Genome Sequencing). Elles
permettent l'identification en une seule analyse de I'ensemble des anomalies
moléculaires, aussi bien les mutations ponctuelles, que des remaniements plus
complexes, y compris les génes ou transcrits de fusion. La principale difficulté liée a
cette technique est le trés important volume de données générées par ces
séquenceurs de nouvelle génération, devant étre analysées. Un tel volume exige une
expertise et des moyens techniques, bioinformatiques et biologiques avancés. Ces
techniques pourraient étre le futur proche des analyses de biologie moléculaire. Elles
ont récemment permis la découverte de nouveaux transcrits de fusion (48,50). Dans
le cas particulier du transcrit KIAA1549-BRAF, son faible niveau d’expression est
toutefois a prendre en compte et le transcrit pourrait dans certaines situations ne pas
étre détecté avec ces techniques (si la profondeur de couverture de 'amplicon n’est

pas suffisante) (10).
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A I'heure actuelle, le colt en réactifs de ces techniques est la principale
limitation a leur utilisation a grande échelle, une analyse RNAseq colte environ
1000€ par échantillon, une analyse de SNP-array (Oncoscan® AFFYMETRIX) 500€,
la CGH-array de plus basse résolution environ 150€, a comparer aux 20€ par
échantillon pour la RT-PCR conventionelle (11€ pour la rétrotranscription + 1€ par
puits de PCR) et & la gRT-PCR (11€ pour la rétrotranscription + 3€ par puits de

PCR).

VI. Absence d’autre altération moléculaire

A. Activation et altérations de la voie MAPK

La seule altération conduisant a une activation de la voie MAPK retrouvée dans
nos conditions est la présence de transcrits KIAA1549-BRAF. Quatre astrocytomes
pilocytiques entraient dans le cadre d’une neurofibromatose de type 1. Ces 4
tumeurs n’exprimaient pas de transcrit. A notre connaissance, il n’a jamais été
rapporté d’expression d’un transcrit de fusion KIAA1549-BRAF dans la tumeur d’un
patient atteint de NF1. Dans les cas d’astrocytomes pilocytiques lies a la NF1 et
comme pour la majorité des tumeurs liées a cette pathologie, Gutmann et al. ont
confirmé que le mécanisme oncogénique d’activation de la voie MAPK (et de la voie
mTOR) est lié a l'inactivation de la neurofibromin par inactivation biallélique du géne
(93). Nous n’avons pas recherché en biologie moléculaire cette inactivation
biallélique du géene, mais on peut suspecter que chez les quatre patients atteints de

NF1, cette altération moléculaire active la voie MAPK. Aucune des tumeurs de
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localisation hypothalamo-chiasmatique ou des voies optiques de notre série n’était
associée a une neurofiboromatose de type 1, alors qu’environ 75% des gliomes
associés a la NF1 surviennent dans ces localisations (94). Il est possible qu’une
partie des quatre cas sans anomalie moléculaire identifiée dans cette localisation
entre dans le cadre d’'une NF1 non diagnostiquée. Une autre explication pourrait étre

gue, devant le caractere parfois asymptomatique de ces tumeurs, ou devant un

caractere infiltrant, certains cas ne soient pas pris en charge en chirurgie (95).

Nous n’avons identifié aucune mutation par substitution ponctuelle du codon
600 du gene BRAF et des codons 12 et 13 du gene KRAS.

Dans une vaste cohorte de tumeurs du systéme nerveux central, I'équipe de
JK. Myung et al. ont identifié une mutation V600E de BRAF dans 15.6% des 48 cas
d’astrocytome pilocytique étudiés (70). Ohgaki et al., sur une population de 1300
tumeurs du systéme nerveux central, retrouvaient cette mutation dans 9% des
astrocytomes pilocytiques extra cérébelleux (96). Dans une série de 14 astrocytomes
pilocytiques présentant des caractéristiques infiltrantes, Kandala et al. ont identifié
une mutation V60OE dans 5 cas (97). Dans une revue de la littérature, Penman et al.
posent la question du classement de ces tumeurs en authentiques astrocytomes
pilocytiques(98). La mutation BRAF VG600E et la fusion KIAA1549-BRAF sont
généralement mutuellement exclusives, mais d’exceptionnels cas ont été rapportés
comme présentant les deux altérations (45,99).

Les mutations du géne KRAS sont moins fréquentes. En 2007, Janzarik et al.
ont identifié un cas d’astrocytome pilocytique avec mutation du codon 12 du géne
KRAS (G12A) (49). Jones et al. ont identifié deux patients dont les tumeurs étaient

doublement mutées sur le géne KRAS (50).
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Au total, 50 des 72 cas d’astrocytomes pilocytiques de notre série, soit 69%,
présentaient donc une altération activatrice de la voie MAPK. Cette proportion est
nettement plus faible que celle retrouvée en utilisant des techniques de séquencage
a haut débit et étudiant de trées nombreuses cibles. En utilisant une technique de
RNA-seq, Jones et al. ont mis en évidence une altération activatrice de la voie MAPK
dans I'ensemble des cas d”une série de 96 astrocytomes pilocytiques, répartis en 70
cas avec fusion KIAA1549-BRAF, six autres fusion impliqguant BRAF (1 cas avec
fusion FAM131B-BRAF, 2 cas avec fusion RNF130-BRAF, un cas avec fusion
CLCNG6-BRAF, un cas avec fusion MKRN1-BRAF, un cas avec fusion GNAI1-BRAF),
six cas de mutations du géne BRAF (4 cas avec mutation V600E, 1 cas avec
mutation ins599T, 1 cas avec mutation R506insVLR), 3 cas avec inactivation
bialleligue de NF1, deux <cas avec double mutation de KRAS
(p.[GluB3Lys]+[Arg73Met] et p.[Leul9Phe]+ [GIn22Lys]), 6 cas avec mutation de
FGFR1 (codons 546 ou 656), et trois cas avec fusion impliguant NTRK2 (2 QKI-
NTRK2 et NACC2-NTRK2). L'activation constitutionnelle de NTRK2 induit, au moins
partiellement, l'activation de la voie MAPK (50). Zhang et al.,, dans un travail
associant techniques de WGS et de RNA-seq, ont retrouvé une anomalie activant la
voie MAPK dans 96% des cas d’astrocytomes pilocytigues (dont des transcrits
KIAA1549-BRAF, SRGAP3-RAF1, ST6GAL1-WHSC1, QKI-RAF1, des mutations de
BRAF, KRAS et FGFR1).

Dans ces deux études, la proportion de transcrits de fusion KIAA1549-BRAF
était plus importante dans les tumeurs localisées en fosse postérieure, alors que les
formes supratentorielles présentaient plus fréequemment d’autres transcrits de fusion

ou des mutations de FGFR1 ou de BRAF (48). Ces deux études confirment la faible
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spécificité des altérations de FGFR1 et des mutations de BRAF, retrouvées
régulierement dans les autres gliomes de bas grade. Les deux études confirment
également le trés faible taux d’altérations moléculaires par tumeur des astrocytomes
pilocytiques, a mettre en relation avec leur évolution relativement lente.

Si ces deux études ne remettent pas en question l'utilité diagnostique de la
détection de transcrit de fusion KIAA1549-BRAF, qui reste [laltération la plus
fréequente et la plus spécifiqgue retrouvée dans les astrocytomes pilocytiques, elles
permettent d’expliquer, par I'existence de nombreuses autres mutations, et par la
meilleure sensibilité de la technique utilisée, le plus faible taux de mutation retrouve

dans notre étude.

B. Absence de mutations IDH1 et IDH2 dans les

astrocytomes pilocytiques

Dans notre étude, I’étude immunohistochimique utilisant I'anticorps IDH1 muté
R132H n’a révélé aucune expression de la protéine mutée sur 'ensemble des cas
testés. La recherche de mutations ponctuelles d'IDH1 et IDH2 n’a pas été entreprise
de maniére systématique, mais avait été réalisée lors du diagnostic initial pour 11
astrocytomes pilocytiques, majoritairement chez I'adulte, afin d’éliminer un gliome
infiltrant. Aucune mutation n’était retrouvee.

Une mutation d’IDH1 ou d’IDH2 est identifiée dans 70 a 80% des gliomes infiltrant
de I'adulte (100,101). Korshunov et al. ont étudié la présence d’un transcrit de fusion
KIAA1549-BRAF par FISH et d’'une mutation IDH1 ou IDH2 dans une série de
tumeurs de bas grade. Les deux anomalies étaient mutuellement exclusives et

l'utilisation combinée des deux tests pour le diagnostic différentiel d’astrocytome
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pilocytique ou de gliome de grade Il avait une sensibilité de 73%, et une spécificité
de 100% (102). Plus récemment, Badiali et al. ont cependant remis en cause
'exclusion mutuelle, notamment dans les gliomes de I'adulte, en retrouvant 10 cas
associant les deux anomalies sur une série de 170 gliomes de bas grade (90). Six de
ces dix cas avaient également une perte d’hétérozygotie 1p/19q, et étaient des
tumeurs oligodendrogliales.

Ces données diminuent la spécificité de I'association mutation des génes IDH et
fusion KIAA1549-BRAF dans le diagnostic différentiel des tumeurs gliales de bas
grade, et incitent le Pathologiste a la prudence, notamment pour ne pas poser a tort
un diagnostic d’astrocytome pilocytique au sein d'une tumeur comportant un
contingent de morphologie oligodendrogliale, pour laquelle on aurait retrouvé un
transcrit de fusion. L’interprétation des résultats des analyses de biologie moléculaire

doit étre nuancée par I'Oncologue lors de I’élaboration d’'une stratégie thérapeutique.

C. Absence de perte de triméthylation du codon K27 de
I’histone H3.3 dans les astrocytomes pilocytiques

Aucune perte d’immunoréactivité nucléaire pour I'anticorps H3K27me3 n’a été
détectée dans notre série, ni aucune mutation du géne H3F3A codant I'histone H3.3.

Des mutations des génes codant les histones sont retrouvées dans de tres
nombreux cancers (103). Ainsi, 70 a 80% des gliomes de haut grade de I'enfant,
(gliomes infiltrants du tronc ou glioblastomes) sont associés a une mutation des
genes codant les histones H3.3 ou H3.1, dans la quasi-totalité des cas sur le codon
K27 (104). Le diagnostic différentiel avec une Iésion de bas grade pouvant poser des

difficultés au Pathologiste, notamment en cas de prélevements biopsiques (toute
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exérese étant exclue pour les tumeurs infiltrantes du tronc), 'utilisation d’un anticorps
dirigé contre H3K27me3 en immunohistochimie permet de réorienter le diagnostic
vers une lésion de haut grade en cas de perte dexpression, et décarter
l'astrocytome pilocytique, jusqu’a I'obtention de la confirmation par la biologie

moléculaire.

VII. Implication pronostique de la fusion
KIAA1549-BRAF

Dans notre population, la durée médiane de suivi apres le traitement initial, de
27 mois, est courte en comparaison de durée de survie sans progression des
gliomes de grade | de 'OMS. 29% des patients présentaient tout de méme une
progression tumorale. Dans tous les cas, il s’agissait de I'évolution d’un reliquat post-
opératoire, lié a une localisation rendant I'exérése chirurgicale difficile. Le
comportement de ce reliquat tumoral, surveillé cliniquement et a I'imagerie, est trés
variable, et I’évolution est survenue, dans notre série, au plus tét 3 mois aprés la
résection initiale, au plus tard presque 24 ans aprés. Ce dernier patient, atteint d’'un
astrocytome pilocytique de localisation cérébello-bulbaire dont I'exérése initiale était
partielle, avait recu un traitement complémentaire par radiothérapie. Le résidu
tumoral était stable tout au long de la surveillance, jusqu’a une évolution marquée
par une crise convulsive, et qui a nécessité une nouvelle exérése. Nous ne
connaissons pas le statut moléculaire de la tumeur initiale, mais un transcrit de

fusion a été identifié a la récidive en 2014.

85



COCKENPOT Vincent Discussion

Aucune donnée de la littérature ne permet de préjuger du caractére stable, ou
évolutif, de ces anomalies moléculaires dans les astrocytomes pilocytiques. La durée
du suivi aprés diagnostic moléculaire dans notre série était courte, et le diagnostic
moléculaire était régulierement réalisé lors de la progression, le statut mutationnel de
la tumeur initiale étant inconnu. Pour ces raisons, une analyse de survie sans
progression en fonction de la présence ou non du transcrit n’était pas réalisable. On
ne peut que constater une fréquence similaire de la présence d’un transcrit de fusion

chez les patients ayant une maladie évolutive, par rapport aux cas stables.

Les données de la littérature sur une éventuelle corrélation de la fusion
KIAA1549-BRAF avec le pronostic sont discordantes (105). Selon Hawkins et al., le
pronostic serait meilleur chez les patients avec transcrit, avec une survie sans
progression a 5 ans de 65% chez les patients avec transcrit de fusion, contre 17%
sans transcrit, dans une série de 70 patients. Cette étude mettait également en
évidence une différence de survie globale a 5 ans (100% vs 88%) (106). En 2012,
les études de Lin et al. et d’Horbinski et al. ne mettaient en évidence aucune
incidence pronostique de la présence d’un transcrit (37,99). A l'inverse, Tihan et al.,
dans une étude multicentrique, ont rétrouvé un pronostic significativement moins bon
chez des patients atteints d’'un gliome avec transcrit de fusion KIAA1549-BRAF
(207).

Méme si les cas rapportés ici n'ont, a une exception prés, pas entrainé de
décés, I'expérience clinique lilloise rappelle le caractere potentiellement fatal de
I'astrocytome pilocytique, malgré son bon pronostic habituel (environ 90% de survie

globale a 10 ans (14,19,57,108,109)) et sa classification en grade | de 'OMS.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce travail avait pour objectif I'évaluation des performances de la recherche de
transcrits de fusion KIAA1549-BRAF dans le diagnostic des astrocytomes
pilocytiques. Nos résultats (en particulier la spécificité et la valeur prédictive positive
du test) confirment le bien fondé de son utilisation.

Nous avons identifié un transcrit de fusion KIAA1549-BRAF dans 64% des cas
d’astrocytome pilocytique, en accord avec les données de la littérature. Nous
confirmons également la plus grande fréquence de ces transcrits dans les tumeurs
localisées a la fosse postérieure et dans la population pédiatrique.

Pour la premiére fois, nos résultats suggérent une association entre la présence
d'un transcrit de fusion KIAA1549-BRAF et la présence d’une architecture
biphasique, mais aussi avec la présence d'un contingent de morphologie
oligodendrocytaire.

En revanche, en dehors des patients atteints d’'une NF1, nous n’avons identifié
dans les tissus tumoraux aucune autre altération de la voie MAPK. Dans les suites
de ce travail, afin de mettre en évidence d'autres anomalies de cette voie de
signalisation, nous souhaitons étudier en immunohistochimie [I'expression de
phosphoERK (pERK, forme activée de ERK), effecteur de la voie MAPK. Ceci
permettrait de dépister, parmi les tumeurs sans transcrit de fusion identifie,
I'activation de la voie MAPK et d’orienter le diagnostic moléculaire vers la recherche
de transcrits de fusion plus rares ou vers des mutations ponctuelles de BRAF, KRAS
et FGFR1.

Au vu des données récentes sur les altérations moléculaires des gliomes, Il
semble que l'on s’oriente progressivement vers la distinction de deux grandes
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catégories de gliomes. D’une part les gliomes infiltrants, de grade Il a IV, associés a
des désordres de type épigénétique, des altérations des voies de métabolisme
cellulaire et des anomalies du remodelage de la chromatine, et d’autre part des
gliomes de meilleur pronostic associés a des altérations de la voie MAPK. Nous
souhaitons étudier au sein des astrocytomes pilocytiques de notre série I'expression
de certains marqueurs de remodelage de la chromatine, a notre connaissance
jamais étudiés dans les gliomes circonscrits, afin d’explorer un possible lien entre
ces deux modéles de gliomagénese.

Il sera intéressant de poursuivre le suivi de la cohorte, afin d’évaluer avec un
recul suffisant I'éventuelle signification pronostique de la présence de ces transcrits

de fusion, en termes de survie globale, de survie sans progression, de pronostic

fonctionnel et de morbidité.
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Annexe 1 : Tableau détaillé des caractéristiques moléculaires des 72 astrocytomes pilocytiques.

Cas Origine _ Age ' Contréle | KIAA1549- | Substitution IHC | Substitution| IHC mutation IHC Mutation Circqnstances de
(diagnostic) | morpho BRAF BRAF (V600) | BRAF KRAS IDH1 IDH1-2 | H3.3K273m | histones découverte

AP 1 Lille 9 95,00% 16 9 NON négatif NON Négatif Conservé HTIC

AP 2 Lille 15 55,00% négatif NON négatif NON Négatif Conservé HTIC

AP 3 Lille 1 80,00% 16_11 NON NON Négatif Signes localisateurs

AP 4 Lille 13 80,00% 16 9 NON négatif NON Négatif Conservé Signes localisateurs

AP 5 Lille 7 70,00% 16 9 NON négatif NON Négatif Conservé

AP 6 Lille 6 95,00% négatif NON négatif NON Négatif | Négatif Conservé Négatif Signes localisateurs

AP 7 Lille 4 70,00% 16 9 NON négatif NON Négatif Conservé HTIC

AP 8 Lille 15 80,00% 16 9 NON négatif NON Négatif Conservé HTIC

AP 9 Lille 12 80,00% négatif NON négatif NON Négatif Conservé Fortuite (bilan NF1)

AP 10 Lille 5 65,00% 15 9 NON négatif NON Négatif Conservé Signes localisateurs

AP 11 Lille 33 60,00% négatif NON NON Négatif | Négatif HTIC + signes loc.

AP 12 Bordeaux 7 20,00% négatif Négatif

AP 13 Lille 8 70,00% 16 9 NON négatif NON Négatif Conservé HTIC

AP 14 Lille 7 50,00% négatif NON négatif NON Négatif Conservé HTIC

AP 15 Lille 8 65,00% 16_9 NON négatif NON Négatif Conservé Négatif HTIC

AP 16 Lille 4 90,00% NI NON négatif NON Négatif Conservé

AP 17 Lille 26 70,00% 16 9 NON négatif NON Négatif Conservé HTIC

AP 18 Lille 28 80,00% négatif NON négatif NON Négatif Conservé Fortuite (bilan NF1)

AP 19 Lille 20 70,00% 16 9 NON négatif NON Négatif Conservé

AP 20 Lille 2 30,00% 159 NON négatif NON Négatif Conservé HTIC

AP 21 Lille 8 70,00% 15 11 NON NON Signes localisateurs

AP 22 Lille 31 50,00% négatif NON négatif NON Négatif | Négatif Conservé

AP 23 Lille 11 30,00% 16 9 NON négatif NON Négatif Conservé Signes localisateurs

AP 24 Lille 16 80,00% négatif NON NON Négatif

AP 25 Lille 14 90,00% 15 11 NON négatif NON Négatif Conservé HTIC

AP 26 Lille 3 95,00% 16 9 NON négatif NON Négatif Conservé Fortuite (bilan neuropsycho)

AP 27 Lille 14 90,00% 16 9 NON négatif NON Négatif Conservé HTIC

AP 28| Lyon - GENOP 17 90,00% 16_9 NON

AP 29| Lyon - GENOP 21 80,00% négatif

AP 30| Lyon- GENOP 4 95,00% 15 9 NON Négatif

AP 31 Lille 3 70,00% négatif NON négatif NON Négatif Conservé HTIC

AP 32 Lille 1 95,00% négatif NON NON Négatif | Négatif Négatif HTIC

AP 33 Lille 44 80,00% négatif NON NON Négatif | Négatif Signes localisateurs
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AP 34 Lille 26 65,00% négatif NON négatif NON Négatif | Négatif Conservé
AP 35 Lille 15 20,00% 16 9 NON négatif NON Négatif Conservé HTIC
AP 36 | Toulouse -GENOP 2 80,00% 15 9
AP 37 Lille 32 70,00% 16 9 NON négatif NON Négatif Conservé Signes localisateurs
AP 38 Lille 17 60,00% négatif NON négatif NON Négatif | Négatif Conservé
AP 39 Lille 9 80,00% 16 9 NON négatif NON Négatif Conservé Céphalées
AP 40 Lille 3 95,00% 16 11 NON négatif NON Négatif Conservé HTIC
AP 41 Nice - GENOP 18 nc 16 9
AP 42| Paris - GENOP 2 nc 16 9 NON Négatif | Négatif Négatif
AP 43 Lille 37 75,00% négatif NON NON Négatif Crises conwulsives
AP 44 Lille 13 nc 16 9 NON négatif NON Négatif Conservé HTIC
AP 45 Lille 3 70,00% négatif NON négatif NON Négatif Conservé Signes Icoalisateurs
AP 46 Lille 7 70,00% 16 9 NON négatif NON Négatif Conservé Signes loc. + Céphalées
AP 47 | Lyon - GENOP 8 70,00% 16_9 NON Négatif
AP 48| Lyon - GENOP 16 35,00% 16_9 Négatif
AP 49| Lyon - GENOP 5 80,00% 16_9 NON HTIC
AP 50| Lyon- GENOP 19 60,00% négatif
AP 51 Lille 6 70,00% 16_9 NON négatif NON Négatif Conservé HTIC
AP 52 Lille 9 75,00% 16_9 NON négatif NON Négatif Conservé HTIC
AP 53 Lille 24 100,00% 16 9 NON NON Négatif | Négatif Négatif Crises conwulsives
AP 54 Lille 4 90,00% 16_9 NON NON Négatif Signes localisateurs
AP 55 Bordeaux 34 90,00% 16 9 NON
AP 56 Lille 49 75,00% négatif Négatif | Négatif Signes localisateurs
AP 57 Paris 26 90,00% 16_9
AP 58 Paris 45 90,00% négatif
AP 59 Paris 23 90,00% 16_9
AP 60 Lille 16 90,00% négatif NON négatif NON Négatif Conservé Négatif Signes localisateurs
AP 61 Lille 22 90,00% 15 9 NON NON Crises conwvulsives
AP 62 Lille 7 45,00% 16 11 Conservé Négatif Signes localisateurs
AP 63| Lyon - GENOP 28 95,00% 15 9 NON Négatif Négatif Signes localisateurs
AP 64 Lille 19 75,00% 16_11 NON négatif NON Négatif Conservé HTIC + signes foxaux
AP 65 Lille 13 90,00% négatif NON négatif NON Négatif | Négatif Conservé Négatif Signes localisateurs
AP 66 Toulouse 7 70,00% négatif Négatif Conservé
AP 67 | Paris Lariboisiére 1 80,00% NI
AP 68 Lille 10 90,00% 16 9 Négatif Conservé Céphalées
AP 69 Toulouse 10 80,00% 16 11 NON Négatif
AP 70 Toulouse 4 85,00% 15 9
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AP 71 Toulouse 7 70,00% négatif
AP 72 Lille 3 90,00% 16_9 négatif Négatif Conservé Signes loc. et céphalées

Annexe 2 : Tableau listant les caractéristiques histopathologiques, la localisation et ’anomalie moléculaire
des 72 astrocytomes pilocytiques

Corps

Age R Architecture Fibres de . Vaisseaux | contingent . . . . .
Cas . . Localisation . ; granuleux Microkystes P - : Nécrose | Anaplasie | Anomalie moléculaire
(diagnostic) Biphasique | 7 . . Rosenthal glomérulés | Oligo-like
éosinophiles
AP 1 9 Fosse postérieure — oul NON NON oul oul NON NON NON 16 9
cérébello-bulbaire -
AP 2 15 3éme Ventricule NON NON Oul NON NON NON NON NON NF1
Hypothalamo-
AP 3 1 chiasmatique Oul Oul Oul Oul Oul NON NON NON 16_11
AP 4 13 Chiasmaio- oul oul oul oul oul NON NON NON 169
ventriculaire
AP 5 7 3éme Ventricule NON Qul QuUI NON QuUI NON NON NON 16 9
AP 6 6 Chiasmato- oI oul oul oul oul oul NON NON aucune
ventriculaire
AP 7 4 Fosse posterieure - oul NON oul oul NON oul NON NON 16 9
Cervelet _
AP 8 15 Diencephale - pari€to- oul oul oul oul oul oul NON NON 16_9
temporale
AP 9 12 Fosse postérieure NON NON NON NON NON NON NON NON NF1
AP 5 Fosse posterieure - oul NON oul NON NON oul NON NON 159
10 Intra-médullaire
AP Fosse postérieure -
11 33 Aéme ventricule Ooul NON Oul Oul OuI Ooul NON NON aucune
?g 7 Thalamus aucune
Fosse postérieure -
AP 8 . Pedoncules NON NON NON NON oul NON NON NON 16_9
13 cérebelleux inférieur et
moyen gauches
AP 7 Fosse posterieure - NON NON NON oul oul oul NON NON aucune
14 Tronc cérébral
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AP 8 Fosse posterieure - NON oul oul oul oul NON NON NON 16 9
15 Cervelet —
AP Fosse postérieure -
16 4 Latéro-bulbaire oul NON NON Ooul Ooul NON NON NON aucune
AP 26 Fosse posterieure - oul oul oul NON oul oul NON NON 16 9
17 Vermis cérébelleux —
AP Para-ventriculaire /
18 28 temporale gauche oul oul NON oul NON NON NON non NF1
AP 20 Fosse posterieure - oul oul NON oul oul NON NON NON 169
19 Cervelet —
AP 2 Fosse posterieure - NON NON NON NON oul oul NON NON 159
20 Cervelet -
AP 8 Chiasmato- NON NON NON NON oul oul NON NON 15 11
21 ventriculaire —
AP 31 Intraventriculaire oul oul NON oul oul NON NON NON NF1
22 frontale G
AP Fosse postérieure -
23 11 ponto-cérébelleux oul oul oul oul oul oul NON NON 16 9
';Z 16 Voies optiques NON NON Oul NON Ooul NON NON NON aucune
AP 14 Fosse posterieure - oul oul oul oul oul oul oul NON 15 11
25 vermis 4eme ventricule —
AP Fosse postérieure -
26 3 cérébelloux droit oul NON NON oul Ooul oul NON NON 16 9
';5 14 Fosse postérieure Oul NON NON Oul Oul Oul NON NON 16 9
AP Temporo-pariétale
28 L7 gauche 16_9
AP Fosse postérieure -
29 21 cérébelleux droit aucune
'gg 4 Voies optiques 15_9
AP 3 Fosse posterieure - NON NON NON NON oul oul NON NON aucune
31 vermis cérébelleux
AP Chiasmato-
32 1 ventriculaire NON NON NON NON Ooul oul NON NON aucune
AP 44 Fosse posterieure - NON NON NON oul oul NON oul NON aucune
33 cérebelleux droit
AP Fosse postérieure -
34 26 cérébelloux droit oul oul oul oul Ooul NON NON NON aucune
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ég 15 Fosse postérieure Oul NON (0]8] Oul Oul Oul NON NON 169
AP Fosse postérieure -
36 2 cérebelleux droit 159
gs 32 Fosse postérieure Oul Oul (0]8] Oul Oul Oul NON NON 16 9
'gg 17 Lobe frontal aucune
AP 9 Fosse posterieure - oul oul oul NON oul oul NON NON 16 9
39 vermis cérébelleux —
AP 3 Fosse posterieure - NON NON NON NON oul oul NON NON 16 _11
40 cérébelleux gauche -
AP 18 Fosse po§ter|eure - 16 9
41 vermis cérebelleux -
AP Fosse postérieure -
42 2 tronc cérébral 169
'22 37 Fronto-basale olfactive NON Ooul oul NON NON NON NON NON aucune
AP Fosse postérieure -
44 13 4éme ventricule oul Ooul oul oul oul oul NON NON 16 9
'Z; 3 Fosse postérieure Oul Oul (0]8] Oul Oul NON NON NON aucune
AP Fosse postérieure -
46 7 vermis cérebelleux Ooul NON NON Oul Oul Oul NON NON 16 9
AP . .
47 8 Ventriculaire 16 9
ﬁg 16 Fosse postérieure 16_9
AP L.
49 5 Fosse postérieure aucune
'gg 19 Thalamus droit 16_9
AP Fosse postérieure -
51 6 hémisphére Ooul Oul Ooul NON OuI Ooul NON NON 16_9

cérébelleux gauche
AP Fosse postérieure -
52 9 4éme ventricule OulI Oul (0]8] Oul Oul NON NON NON 16 9
'gg 24 3éme Ventricule 16_9
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éAP, 4 Thalamus Ooul NON NON NON Oul Ooul NON NON 16 9
AP Fosse postérieure -
55 34 Cervelet 169
AP Frontocalleuse, lat. a
56 49 Gauche + V3 NON NON NON NON NON NON NON NON aucune
(intraventriculaire)
AP Fosse postérieure -
26 tumeur intramédullaire 16 9
57 e -
infiltrante
AP Fosse postérieure -
53 45 Intramédullaire D11 aucune
D12
AP Fosse postérieure -
59 23 tumeur kystique V4 16_9
AP Fosse postérieure -
60 16 Hémisphére Ooul oul Ooul oul oul NON NON NON aucune
cérébelleux
AP 22 tumeur temporale NON NON NON NON NON NON NON NON 159
61 (hippocampe G) -
AP Fosse postérieure -
62 7 protubérance NON NON NON NON Oul NON NON NON 16_11
AP Fosse postérieure -
63 28 tumeur intramédullaire 159
AP Fosse postérieure -
64 19 Cervelet Oul Oul (0]8] Oul oul NON NON NON 16_11
AP 13 Fosse posterieure - NON NON oul NON oul oul NON NON aucune
65 tumeur V4
AP Fosse postérieure -
66 7 hémispheére aucune
cérébelleux gauche
'25 1 Voies optiques aucune
AP 10 Fosse posterieure - oul oul oul oul oul oul NON NON 169
68 tente du cervelet -
AP Fosse postérieure -
69 10 hémisphéres 16_11
cérébelleux
AP . .
70 4 Voies optiques 15 9
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AP fosse postérieure - aucune
71 4eme ventricule
AP Fosse postérieure -
72 cervelet oul Ooul oul oul oul NON NON NON 16 9
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nerveux central, intéegre des données moléculaires récemment découvertes, en particulier
la recherche de transcrits de fusion KIAA1549-BRAF, activateur de la voie oncogénique
MAPK.

Méthode : Nous avons utilisé une technique de RT-PCR conventionnelle pour la détection
des transcrits de fusion KIAA1549-BRAF dans une population de 135 patients, enfants et
adultes, atteints de tumeurs du systéme nerveux central, dont 72 cas d’astrocytome
pilocytique, avec évaluation des performances diagnostiques du test, complétées par la
recherche d’autres altérations moléculaires touchant la voie de signalisation MAPK.
Résultats : Nous avons identifié un transcrit de fusion KIAA1549-BRAF dans 46 cas, avec
une valeur prédictive positive pour le diagnostic d’astrocytome pilocytique de 100%, une
valeur prédictive négative de 70,5%, une sensibilité de 62% (IC a 95% [0.52 ; 0.74] et une
spécificité de 100% (IC 95% [0.94 ; 1]). Un transcrit de fusion était plus fréeguemment
identifié dans les tumeurs atteignant les patients de moins de 20 ans (70%), dans les
tumeurs localisées en fosse postérieure (69%), dans les formes d’architecture biphasique
(76%) et dans les tumeurs comportant un contingent de morphologie oligodendrogliale
(75%). Aucune autre anomalie moléculaire activant la voie de signalisation MAPK n’était
mise en évidence dans les astrocytomes pilocytiques. Il était retrouvé un transcrit de fusion
KIAA1549-BRAF dans le tissu tumoral de 9 des 14 cas d’astrocytome pilocytique évolutifs.
Conclusion : La valeur de la recherche de transcrits de fusion KIAA1549-BRAF par RT-
PCR conventionnelle en tant que marqueur diagnostique des astrocytomes pilocytiques
est confirmée dans notre cohorte, encourageant la poursuite de I'utilisation du test.
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