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Bas risque

Risque standard
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Notion de « risque »




Sous-types histologiques

Embryonal tumours
Medulioblastomas, genetically delined
Medulloblastoma, WNT-activated
Medulloblastoma, SHH-activated and
TP53-mutant
Medulloblastoma, SHH-activated and
ITPS3-wildtype
Medulloblastoma, non-WNT/non-SHH
Medulloblastoma, group 3
Medulioblastoma. aroup 4
Medulioblastomas, histologically defined
Medulloblastoma, classic
Medulloblastoma, desmoplastic/nodular
Medulloblastoma with extensive nodularity
Medulloblastoma, large cell / anaplastic
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Notion de « risque »
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Groupes genetiques

Embnronaltumours

Medulioblastomas, genetically delined
Medullioblastoma, WNT-activated
Medulloblastoma, SHH-activated and
TP53-mutant

Medulloblastoma, SHH-activated and
TPS3-wildtype

Medulloblastoma, non-WNT/non-SHH
Medulloblastoma, group 3
Medulioblastoma, group 4

—Wedorobiasiemasistologeaty-defnes——
Medulloblasioma, classic
Medulloblastoma, desmoplastic/nodular
Medulloblastoma with extensive nodularity
Medulloblastoma, large cell / anaplastic

Medulloblastoma, NOS

9475/3"

9476/3"

9471/3
9477/3°

9470/3
9471/3
9471/3
9474/3
9470/3
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Meéthylome des tumeurs cérébrales
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Méthylome des médulloblastomes
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Apports du cIMPACT-NOW

Acta Neuropathologica (2018) 135:481-484
https://doi.org/10.1007/500401-018-1808-0

CORRESPONDENCE

cIMPACT-NOW update 1: Not Otherwise Specified (NOS) and Not
Elsewhere Classified (NEC)

David N. Louis’ - Pieter Wesseling®** - Werner Paulus’ - Caterina Giannini® - Tracy T. Batchelor’ -
J. Gregory Cairncross® - David Capper®'® - Dominique Figarella-Branger'! - M. Beatriz Lopes'? - Wolfgang Wick'3 -
Martin van den Bent'

NOS : Not Otherwise Specified
Sous-groupage histomoléculaire non réalisé ou
techniquement mis en échec

NEC : Not Elsewhere Classified
Sous-groupage histomoléculaire réalisé, validé
techniquement mais ne permettant pas de conclure



Design de I’étude

MATERIEL FIXE ET INCLUS EN PARAFFINE MATERIEL CRYOPRESERVE




Matériel et méthodes

COHORTE DE 155 MB

MATERIEL FIXE ET INCLUS EN PARAFFINE MATERIEL CRYOPRESERVE

“* Type histologique
‘ /7 [)
*¢ Groupe moléculaire

» Extraction ADN
» Analyse du profil de

¢ Groupe IHC/moléculaire
IHC sur lames entiéeres

* GAB1 méthylation
* YAP1
e OTX2 https://www.molecularneuropat

hology.org/mnp

* [3-caténine

Mokacu

— Déterminer le panel le
plus performant


https://www.molecularneuropathology.org/mnp
https://www.molecularneuropathology.org/mnp

Matériel et méthodes

COHORTE DE 155 MB

MATERIEL FIXE ET INCLUS EN PARAFFINE

“* Type histologique

¢ Groupe IHC/moléculaire

IHC sur [ames entieres
* GAB1

* YAP1

e OTX2

* [3-caténine

MATERIEL CRYOPRESERVE

¢ Groupe moléculaire
» Extraction ADN

» Analyse du profil de
méthylation

https://Iwww.molecularneuropat

hology.org/mnp

Mokacu



https://www.molecularneuropathology.org/mnp
https://www.molecularneuropathology.org/mnp

Types histopathologiques

n=26 (




Types histopathologiques

Embryonal tumours
Medulioblastomas, genetically delined

Medulloblastoma, WNT-activated 9475/3"
Medulloblastoma, SHH-activated and

TP53-mutant 0476/3"
Medulloblastoma, SHH-activated and

TPS3-wildtype 9471/3
Medulloblastoma, non-WNT/non-SHH 0477/3*

Medulloblastoma, group 3
Medulioblastoma, group 4
Medulioblastomas, histologically defined

Medulloblastoma, classic 947043
_ o Medulloblastoma, desmoplastic/nodular 9471/3
n=17 ("70/’) Medulloblastoma with extensive nodularity 9471/3

plastic 0474/3
Medulloblastoma, NOS Q470/3
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Résultats : Sous-groupages

/ NON-WNT/NON-SHH SHH WNT Nlh
Sous-groupe IHC n

(147/155)

Sous-groupe 44

méthylomique
(152/155) GP4 SHH WNT /




Résultats : Concordance

/ NON-WNT/NON-SHH SHH WNT Nlh

Sous-groupe IHC n
(147/155)
Coefficient
K= 0,90
Sous-groupe 44

méthylomique
(152/155) GP4 SHH WNT 4////




Résultats : Concordance

/ NON-WNT/NON-SHH SHH WNT Nlh
Sous-groupe IHC n

(147/155)

Quantité ADN
insuffisante

Sous-groupe 44

0 ~1¥i¥aly ique
@ GP4 SHH WNT /




Performance des panels IHC

Panel 1 Panel 2 Panel 3 Panel 4 Panel 5 Panel 6 Panel 7 Panel 8 Panel 9 Panel 10

Panel 1: YAP1 + OTX2
Panel 2: GAB1 + YAP1 +
OTX2

Panel 3: B-caténine + GAB1
+ YAP1 + OTX2

Panel 4: B-caténine + GAB1
+ YAP1

Panel 5: 3-caténine + YAP1
+ OTX2

Panel 6: B-caténine + GAB1
+ OTX2

Panel 7: B-caténine + OTX2
Panel 8: GAB1 + YAP1
Panel 9: B-caténine + GAB1
Panel 10: -caténine + YAP1

Sous-typage correct Sous-typage erroné _



Méthylome vs. IHC

Avantages

Distinction des groupes 3 et 4

Distinction de sous-groupes
Inconvénients

Pas une technique de routine

Technique onéreuse

Quantité ADN (450 ng)

Avantages

Technique économique,
rapide

D’épargne tissulaire

Petits prélevements (VCS)

Inconvénients

Pas de biomarqueur des
groupes 3 et 4



Panel IHC pour le sous-groupage

GAB1

Filamine A

DKK1

GLI1
KCNAT1

SFRP1
B-caténine

NPR3

Kaur K et al. J. Neurooncol. 2019
Ellison DW et al. Acta Neuropathol. 2011
Pietsch T et al. Clin Neuropathol. 2016

P75

D’Arcy CE et al. J. Neuropathol. Exp. Neurol. 2020



Panel IHC pour le sous-groupage

* 2 Acs: filamine A et $-caténine

— spécificité (91,5%) et sensibilité (99,5%) pour
les groupes WNT et SHH / Nanostring

D’Arcy CE et al. J. Neuropathol. Exp. Neurol. 2020

* 3 Acs: YAP1, GAB1 et B-caténine
— coefficient Kk [Nanostring = 0,79

Kaur K et al. J. Neurooncol. 2019

YAP1 + OTX2
GAB1 + YAP1 + OTX2




Sous-groupage genetique par IHC

-caténine 1 1 p) )
i GAB YAP OTX SHOlE
groupe
+ - +/- + WNT
NON-
+ WNT/NON
-SHH

+ + : SHH




Sous-groupage genetique par IHC

Sous-
groupe

B-caténine GABf1 YAP1 OTX2

Cytopl./nucl. ¥ :
Nucléaire SIS o] Diffus > Nucléaire

>30% Négaﬁf. partiel > focal Diffus fort
16/17 17/17 17/17 17/17



Sous-groupage genetique par IHC

Sous-
oroiine

B-caténine GABf1 YAP1 OTX2

Positif Diffus >>>  Négatif >>>
IN focal focal faible

33/33 32/33 33/33




Sous-groupage genetique par IHC

B-caténine GAB1

Nucléaire Négatif Négatif Fort diffus
5% 98/98 98/98 >>> partiel
5/98 fort

98/98 NON-
. . S WNT/NON







Corrélations histo-moléculaires

* I’IHC n’est pas un outil performant dans le sous-

typage des MB a différenciations divergentes
Gupta K et al. Hum. Pathol. 2018

* Prédominance de Groupes 3 (n=8) >>> Groupe 4 (n=1)

Chua FHZ et al. J. Clin. Neurosci. Off. J. Neurosurg. Soc. Australas. 2017.

Crawford JR et al. BMJ Case Rep. 2015.




MB-WNT (n 1)
Mutatlon CTNNB1
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B-caténine : un marqueur délicat

« ',"

Pré-analytique
* Automate

* Clone

» Difficultés d’interprétation §§#
Les noyaux sont-ils bleus?
* Seuil de positivité ?

— 1% de noyaux positifs?
— Faux positifs : non-WNT/non-SHH et SHH

Goschzik T et al. Neuropathol. Appl. Neurobiol. 2015
D’Arcy CE et al. J. Neuropathol. Exp. Neurol. 2020



MB-WNT : une solution de recours

Séquencage CTNNB1
Nanostring
Méthylome



Conclusion (1)

* Place du pathologiste dans la décision
thérapeutique/pronostic

* Place de 'lHC dans la détermination du
sous-groupe moleculaire de MB

* Définition d’un panel IHC minimal
(YAP1+OTX2)



Conclusion (2)

* Corrélation parfaite IHC vs. méthylome

* Groupage moléculaire:

MB a différenciations
Sl 11{( ,1c “i.

divergentes

— Extension des
connaissances moléculaires
de ces variants rares




Conclusion (2)

* Corrélation parfaite avec le groupage
par méthylome

» Groupage moléculaire utile [y

SURGIC %L
MB a différenciations dlver‘ PATHOLOGYS

 Caractérisation moléculaire &= ==
différenciations divergente -







. o AR
e : . . G s
» L 0’ O ~
é .’!. 4 - .. "ﬁ.’,-
. .Qv 4«... A...r.,
5 o g2 N8 : e
»
.. ' .. . .
e® . , ' 5
... £ : » * ]
ioﬂo . .o. 0.0 - - . b .
.“ \ - S . & ’ .
"N ’ R bl‘ " s~
M P #... ‘e ’ .
e . e » :
' & :
. -
- e .
. . whr
Sl g $ uw
‘. A\.o 0. - .c. "." =
- x i» s.' so... » Z
WA -3 1 $% _» U o
W R ss 2 Z
o "o ’-t o&. "' >=
§e S RE KNy S : s 9
.r.a..\..t&.-‘oa.: A b
. S P ¥, '-bo~
S ¢ 00 ﬁn- .O.n.ﬂ.‘%. hoac -oo .
v ’ -. . ‘9-‘ . \ o ..
Y '..Qc..ﬂo\, . o‘o - »
% B Vu; . 'o i 4 - B
3 . - » -
* » ke
N .’ ! .
8 = wipg:®
%5 = ~ = ~ 3
¥ < 2 £ ¢ . \
N S oo LA &
o Ha ‘
SSR2S -
d)\ ._..-m ~ @ ~— * .
LN om u ﬂ—m m . ‘ 0.0». .
h "._.“ I o i ! 3..... o™ )..(. » e
4 e — n p n v.ln..u -vt ‘)...-M .h@ » .O.V.
LA p ) N " Y AN n\\»h
B = m "' Wi o' AT
v m A ‘4. . 1\(9\‘(/-\s‘tfv ’ic.m*tﬂsﬁ ” &
<< 'le iy atak AT e
Y



Amplification subclonale (n=2)
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Statut MYC/MYCN

Amplifications mutuellement exclusives

> 8 signaux > 10% des cellules tumorales
Pfister S et al. J Clin Oncol. 2009

Groupes 3 (MYC, 17 %) et 4 (MYCN, 6,5%)

Northcott PA et al. J Clin Oncol. 2011

Sous-groupe SHH-activé, TP53-muté > 3 ans
(6,5%)

Kool M et al. Cancer Cell. 2014
Northcott PA et al. J Clin Oncol. 2011

Intéréts pronostique et thérapeutique



Intéréts de la FISH

* Controle morpholog

* Technique rapide
-> My = 5,7 jours (n=21)

* Prélevements exigus

* Hétérogénéité intra-
tumorale

1 mm



Limites/pieges

* Technique tres sensible au pré-analytique

o Artéfacts d’autofluorescence

* Pieges de |la densité tumorale



Conclusion (2)

* Questions restant en suspens:
1. Définition du contingent anaplasique

2. Pronostic des tumeurs avec amplification
hétérogéne de MYC/MYCN

B] C www.nature.com/bjc

British Journal of Cancer

ARTICLE

Genetics and Genomics

Heterogeneous M YCN amplification in neuroblastoma: a
SIOP Europe Neuroblastoma Study

Ana P. Berbegall'?, Dominik Bogen?, Ulrike Potschger?, Klaus Beiske®, Nick Bown®, Valérie Combaret’, Raffaella Defferrari®,

Marta Jeison®, Katia Mazzocco®, Luigi Varesio'®, Ales Vicha'', Shifra Ash'?, Victoria Castel'?, Carole Coze'?, Ruth Ladenstein®'?,
Cormac Owens'®, Vassilios Papadakis'”, Ellen Ruud'®, Gabriele Amann'?, Angela R. Sementa® Samuel Navarro'?, Peter F. Ambros>2°,
Rosa Noguera'? and Inge M. Ambros®
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