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RESUME

La Neurofibromatose 1 (NF1) est une maladie autosomique dominante dont I’évolutivité
est inconnue. En effet, ni le type de mutation du géne, la gravité d’éventuels cas familiaux, ni
une premiere complication ne permettent de prédire le pronostic de la maladie. L’objectif
géneral de ce travail de thése était de cibler les malades les plus a risque de morbi-mortalité au

cours de la NF1.

Méthode. Les différents travaux se sont appuyés sur les données phénotypiques de patients
NF1 suivis dans le Réseau NF-France labellisé par le ministére de la Santé. Il s’agit d’une
filiere nationale monothématique ayant pour mission la prise en charge des malades atteints

de NF1. Une cohorte d’environ 2500 malades est actuellement suivie dans ce réseau.

Résultats. La mortalité des patients NF1 a tout d’abord été comparée a celle de la population
générale frangaise par 1’estimation du rapport de mortalité standardisée (SMR). Entre 1980 et
2006, 1895 patients NF1 ont été rétrospectivement inclus dans la cohorte. Un exces de
mortalité était observé chez les [10-20[ ans (SMR=5.2, IC95% : 2.6 — 9.3, p<10™) et les [20-
40[ ans (SMR=4.1, 1C95% : 2.8 — 5.8, p<10™). Les principales causes de décés étaient la
transformation de neurofibromes internes en tumeurs malignes des gaines nerveuses (TMGN).
Une étude cas témoins portant sur 208 patients NF1 a permis d’expliquer le risque de
mortalité accru chez les patients présentant des neurofibromes sous cutanés (SC-NF) en
confirmant en IRM la présence chez ces patients de neurofibromes internes a fort risque de
transformation en TMGN (OR=4.3, I1C95% : 2.2 — 8.2). Cet effet était d’autant plus marqué
que le nombre de SC-NF était important et notamment au-dela d’un seuil de 10 (OR=82,
IC95% : 10.4 — 647.9) et que les neurofibromes internes étaient diffus (OR=14.7, 1C95% : 3.8
— 57.3) et de taille > 3 cm (OR=6.3, 1C95% : 2.3 — 17.4). Les patients présentant des SC-NF
représentent 20 a 30% de la population NF1. Afin d’identifier les patients a risque de
développer une TMGN, nous avons élaboré un score prédictif de la présence des
neurofibromes internes a partir des caractéristiques phénotypiques des patients. La présence
de SC-NF (OR=4.7, 1C95% : 2.1 — 10.5), I’absence de neurofibromes cutanés (OR=2.6,
IC95% : 0.9 — 7.5), un age inférieur ou égal a 30 ans (OR=3.1, 1C95% : 1.4 — 6.8) et moins de
6 taches café au lait (OR=2, 1C95% : 0.9 — 4.6) étaient les variables qui constituaient le
NF1Score. Le NF1Score = 10*(age < 30 ans) + 10*(absence de neurofibromes cutanés) +

5*(moins de 6 taches cafe-au-lait) + 15*(plus de 2 neurofibrome sous cutanés) avait une

11



excellente adéquation (test C de Hosmer-Lemeshow=4,53 avec 7ddl, p>0,50) et une capacité
discriminante satisfaisante (aire sous la courbe ROC non paramétrique = 0,75 [0,68-0,82]).
Enfin, I’expression phénotypique variant au cours du temps chez un méme patient nous avons
réalisé une étude spécifique chez I’enfant. Ainsi, I’age (OR=1.1, IC95%: 1.0 — 1.2), la
présence de xanthogranulomes (OR=4.5, IC95% : 0.9 — 21.7), celle de neurofibromes sous
cutanés et plexiformes (OR=5.0, IC95% : 1.8 — 13.6) étaient indépendamment associés a celle
des neurofibromes internes chez I’enfant NF1 de moins de 17 ans. Dans cette derniére étude,
les neurofibromes internes se développaient de fagcon exponentielle pendant 1’adolescence et

plus précocement chez les femmes en accord avec les données de la littérature.

Conclusion. La période a risque de développer des neurofibromes internes semble donc se
situer entre I’adolescence et 1’age de 30 ans. Les recommandations de suivi pourraient prendre
en compte le phénotype a risque, mais également la période de survenue de ces complications

en ré-évaluant I’intérét dans ce contexte d’investigations complémentaires.

MOTS CLEFS

Neurofibromatose 1, Neurofibromes internes, Score prédictif, Régression logistique,
Mortalité, Etude cas témoins
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ABSTRACT

Neurofibromatosis-1 (NF1) is a common autosomal dominant condition which is a
source of various multisystemic manifestations related either to the accumulation of
neurofibromas or to specific developmental abnormalities. There are no obvious factors that
predict disease progression. Thus, the aim of our project was to characterize the phenotype of
NF1 patients with a severe prognosis. Patients were identified among adults with NF-1
followed up in the Réseau NF-France. The Réseau NF-France is a French medical network
devoted to neurofibromatosis 1. It has elaborated recommendations for the management of the
disease and recommended a coordinated follow-up in specialized multidisciplinary centres.
About 2 500 patients were enrolled. We first evaluated the mortality in a large retrospective
cohort of NF1 patients. The standardized mortality ratio (SMR) with its 95% confidence
interval (Cl) was calculated as the ratio of observed over expected numbers of deaths.
Between 1980 and 2006, 1895 NF1 patients were seen. The excess mortality occurred among
patients aged 10 to 20 years (SMR=5.2; Cl, 2.6-9.3; P<10™) and 20 to 40 years (SMR, 4.1;
2.8-5.8; P<10™). The main cause of death was the malignant tumors of the nerve sheath
(MPNSTSs) developing from preexisting internal neurofibromas. Then, a case-control study
including 208 patients with NF1 allowed us to explain the increased risk of mortality among
NF1 patients harboring subcutaneous neurofibromas (SC-NF) by the presence of internal
neurofibromas (NF) at risk of MPNSTs systematically investigated with imaging (MRI)
(OR=4.3, 1C95% : 2.2 — 8.2). The association with SC-NF was stronger for patients with ten
or more SC-NFs (OR=82, 1C95% : 10.4 — 647.9) and for diffuse (OR=14.7, 1C95% : 3.8 —
57.3), and > 3 cm (OR=6.3, 1C95% : 2.3 — 17.4) internal neurofibromas. Patients with SC-NF
constituted 20 to 30% of the NF1 population. So, to characterize patients at risk of
developping MPNSTSs, we developped and validated a clinical score for predicting internal
neurofibromas in adults. Four variables were independently associated with internal
neurofibromas: at least two subcutaneous neurofibromas (OR=4.7, 1C95% : 2.1 — 10.5), age
<30 years (OR=3.1, 1C95% : 1.4 — 6.8), absence of cutaneous neurofibromas (OR=2.6,
IC95% : 0.9 — 7.5), and fewer than six café-au-lait spots (OR=2, 1C95% : 0.9 — 4.6). The
NF1Score was computed as 10 . [age <30 years] + 10 - [absence of cutaneous neurofibromas]
+ 15 - [>2 subcutaneous neurofibromas] + 5 - [<6 café-au-lait spots]). Calibration was
excellent (Hosmer-Lemeshow statistic=4.53; degrees of freedom=7; P>0.5) and
discrimination was good (AUC-ROC= 0.75; 95%CI, 0.7-0.8). Finally clinical expressivity is
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variable and manifestations of NF1 change at different times in an individual’s life.
Consequently, a specific study was needed in pediatric patients. We identified easily
recognizable clinical characteristics associated with internal neurofibromas in children with
NF1. By multivariate analysis, age (OR=1.1, 1C95% : 1.0 — 1.2), xanthogranulomas (OR=4.5,
IC95% : 0.9 — 21.7), and presence of both subcutaneous and plexiform neurofibromas
(OR=5.0, 1C95% : 1.8 — 13.6) were independently associated with internal neurofibromas.
Moreover internal neurofibromas increased during adolescence. Excess risk of developing
internal neurofibromas seems to occur between the adolescence and the age of to 30 in NF1
patients. These clinical features in adults and children would define a new population at risk

for complications that may need closer clinical and imaging follow-up.

KEY WORDS

Neurofibromatosis 1, Internal Neurofibroma, prediction score, Logistic regression, Mortality,

Case-control study
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INTRODUCTION

La Neurofibromatose 1

1. Une maladie autosomique dominante

La Neurofibromatose 1 (NF1) ou maladie de Recklinghausen est une maladie neuro-
cutanée multisystémique héréditaire prédisposant au développement de tumeurs bénignes et
malignes. 11 s’agit de la plus fréquente des maladies autosomiques dominantes avec une
incidence estimée a une naissance sur 3 a 4000 individus (1). Sa pénétrance est quasi-
compléte a I’age de 5 ans. La fréquence des néo mutations est trés élevée et pres de la moitié
des patients NF1 sont des cas sporadiques (1). Il existe une grande variabilité phénotypique, y
compris au sein d’une méme famille ou la mutation est commune aux différents individus

affectés pouvant ainsi faire méconnaitre la présence de cas familiaux antérieurs.
Le géne NF1

Le géne impliqué, NF1, est localisé sur la région péricentromérique du bras long du
chromosome 17 (17911.2). C’est un grand géne formé de 60 exons qui s’étend sur 350 kb
d’ADN génomique. Il a la particularité d’englober trois autres génes: EVI2A (ecotropic viral
integration site), EVI2B et OMPG (Olidodendrocyte Myelin GlycoProtein), localisés dans
I’intron 27b et un pseudogéne AK3 (Adenylate Kinase 3), situé dans l'intron 37. Aucune étude
n’a démontré, a ce jour, un réle quelconque de ces génes dans la physiopathologie de la NF1
(2). Le géne NF1 est un géne suppresseur de tumeur. Des mutations de ce gene sont observées
chez 95% des patients remplissant les criteres diagnostiques de la National Institutes of Health
(NIH) (3-4).

L’ARN messager

Le gene NF1 code pour des ARN messagers d'expression ubiquitaire mais dont le niveau
d’expression varie considérablement en fonction des tissus. Différents ARN messagers sont
synthétisés, leur expression est spécifique de certains tissus et semble évoluer au cours du

développement.
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La protéine

Le géne NF1 code pour une protéine cytoplasmique, la neurofibromine. Il s’agit d’une
protéine de 2818 acides aminés qui contient une région centrale particuliére de 360 acides
aminés (exons 21 a 27), la région NF1-GAP (GTPase Activating Protein) Related Domain.
Cette derniere présente une homologie de séquence avec le domaine catalytique des protéines
GAP et joue un role d’inhibiteur de la voie d’activation cellulaire Ras (Figure 1). La voie de
signalisation Ras/MAPK joue un rble majeur dans la régulation du cycle cellulaire, la
prolifération, la différenciation, la survie et la mort cellulaire (5-6) ; toutes ces étapes sont
critiques pour permettre un développement normal. Cette voie transduit les signaux
extracellulaires, véhiculés sous la forme de facteurs de croissance, d’hormones ou de petites
molécules, a I’environnement intracellulaire. La perte de cette fonction a travers une
neurofibromine anormale ou absente, conduit a une activation permanente de cette voie de
signalisation i.e., une perte de contr6le de la croissance et de la différenciation des cellules
atteintes. Le mode de régulation de la croissance cellulaire a travers RAS et son controle par

la neurofibromine font intervenir d’autres effecteurs (Figure 1).
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Figure 1. Voies de signalisation impliquées dans la pathogénécite de la

Neurofibromatose 1 (7).
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MAPK = mitogen -activated protein kinase
ERK= extracellularsignal-re gulated kinase
MEK = M APK/ERK kinase

PI3K = phesphoinositide 3-kinase

Mutations du gene NF1
L’étude des mutations dans le géne NF1 est difficile du fait de la grande taille de ce géne, la
présence de nombreux pseudogeénes homologues, et ’absence de «région chaude» dans
laguelle des mutations seraient retrouvées avec une grande fréquence. Les mutations sont le
plus souvent privées (décrites dans une seule famille) et se répartissent uniformément sur
I’ensemble du geéne. La plupart des mutations de NF1 (90 a 95%) sont des mutations
intragéniques soit non sens, soit des mutations avec un décalage du cadre de lecture entrainant
souvent I’apparition d’un codon STOP prématuré et la synthése d’une protéine défective
tronquée (8-9). Les mutations restantes (5 a 10%) sont des microdélétions comportant le gene

NF1 et les genes contigus (10).
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Corrélations genotypes-phénotypes

A ce jour, il ne semble pas y avoir de lien entre une mutation donnée et une expression
phénotypique unique. Cette absence de corrélation peut s’expliquer en partie par la recherche
non systématique des mutations chez les patients NF1 et par le manque d’information clinique
fiable et complete pour une partie des patients.
Actuellement, seuls les patients présentant une large délétion de la région contenant NF1 ont
un risque tumoral plus important, des difficultés d’apprentissage plus marquées et sont plus

grands que les patients présentant des mutations intragéniques (11).

Ainsi, a D’exception de ces grandes délétions, il n’existe en pratique aucun élément

moléculaire, clinique ou familial pour prédire la gravité de la maladie.

Existence de génes modificateurs

L'étude de patients NF1 et de leur famille montre clairement la diminution des
corrélations phénotype-génotype en fonction du degré de parenté. L'existence de génes
modificateurs modulant I’expression du géne NF1 pourrait expliquer I'extréme variabilité de
la maladie pour des patients issus d’une méme famille (12). L’existence d’un tel gene
modificateur (ANRIL) vient d’étre mise en évidence pour la premiére fois, il influence le

nombre de neurofibromes plexiformes (13).

2. Un diagnostic qui reste clinique

La conférence de consensus du National Institute of Health de Bethesda (USA) a permis,
en 1988, de préciser sept critéres cardinaux pour le diagnostic de la NF1. Ce diagnostic est
poseé si deux au moins de ces criteres sont réunis chez un méme individu : six taches café au
lait ou plus apparaissant durant les premiers mois de vie; lentigines des plis cutanés ;
neurofibromes (i.e. des tumeurs bénignes de la gaine des nerfs périphériques) rarement
présents avant la puberté ; nodules de Lisch ou hamartomes iriens apparaissant durant
I’enfance; gliome des voies optiques; lésion squelettique spécifique (scoliose,
pseudarthrose...) ; et un parent atteint du premier degré (Conference, 1988) (tableau 1).

L’ expression de certains des signes dépend de 1’age (Tableau 2) (1, 14).
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Tableau 1. Critéres diagnostiques de la Neurofibromatose 1

- Six taches café au lait ou plus mesurant au moins 15 mm chez des individus puberes

ou supérieurs a 5 mm chez les enfants

- Deux neurofibromes ou plus de n’importe quel type ou un neurofibrome plexiforme

- Des éphélides bilatérales des régions axillaires ou inguinales

- Au moins deux nodules de Lisch

- Un gliome des voies optiques

- Une Ilésion osseuse caractéristique comme une dysplasie sphénoide, un

amincissement de la corticale des os longs avec ou sans pseudarthrose

- Un parent du premier degré atteint de neurofibromatose selon les critéres précédents

Tableau 2. Fréquence des différents critéres diagnostiques de la

Neurofibromatose 1 en fonction de I’age moyen d’apparition (14)

Localisation Fréquence (%) Age
Peau

Taches café-au-lait 99 a 100 <5ans
Ephélides 50a 80 <6 ans
Neurofibromes cutanés 100 <30ans
Neurofibromes sous cutanés 15a24 Enfance, adulte
Neurofibromes plexiformes 30a39 <5ans
Eil

Nodules de Lish 67 a 82 > 6 ans
Gliome des voies optiques 15 Petite enfance
Gliome symptomatiques la3

Squelette

Dysplasie sphénoidale 1 Enfance
Pseudarthrose 3a4 Enfance
Scoliose  nécessitant  une 2a4.4 Enfance, adolescence

chirurgie
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Chez I’adulte, le diagnostic est généralement aisé sur les données de I’examen clinique.
Chez I’enfant, les taches café-au-lait peuvent rester longtemps le seul signe. En 1’absence

d’antécédents familiaux, le diagnoctic reste en suspens.

Les manifestations majeures les plus fréquentes sont les taches café au lait multiples, les
nodules de Lisch (hamartomes iriens), les lentigines, et les neurofibromes (15-16). Les taches
café au lait se developpent dans la prime enfance, les nodules de Lisch plus tard dans
I’enfance, les neurofibromes durant I’adolescence et a 1’age adulte. Les neurofibromes quasi
constants dans la NF1, sont des tumeurs bénignes de la gaine des nerfs périphériques ; ils se
manifestent sous forme de Iésions cutanées, sous-cutanées ou profondes. Les neurofibromes
cutanés se présentent sous la forme de tumeurs molles, mobiles, de couleur chair, rosée ou
violacée. Ils se développent durant 1’adolescence et 1’dge adulte (environ 90 p. 100 des adultes
NF1 en sont porteurs) (17). Les neurofibromes sous-cutanés, palpables plus que visibles, sont
présents a 1’age adulte dans 20 & 30 p. 100 des cas, ils se développent a partir de troncs
nerveux plus importants et sont le plus souvent douloureux (paresthésie a la palpation) (17).
Les neurofibromes plexiformes diffus, le plus souvent congénitaux, sont des neurofibromes
cutanés et sous-cutanés de taille variable qui infiltrent les tissus voisins (muscles, 0s...) ; la
peau en regard est toujours anormale. Les neurofibromes plexiformes sont observés dans 30 a
40 p. 100 des cas (17). Enfin, les neurofibromes plexiformes nodulaires sont moins fréquents ;
ils ont I’aspect de multiples neurofibromes sous-cutanés, regroupés en grappe, en cordons
disposés le long de tronc nerveux. lls sont sensibles ou douloureux comme les simples
neurofibromes sous-cutanés isolés dont ils constituent la forme majeure. Développés en
réseau sous-cutané a partir des racines nerveuses, ces neurofibromes plexiformes nodulaires
peuvent étre superficiels ou profonds (appelés aussi neurofibromes internes), ils sont alors a
risque de complications séveres selon leur localisation (neurofibrome intradural et
compression médullaire, médiastinale...). Localisés pres des structures osseuses, ils peuvent
aussi entrainer des anomalies de croissance des os longs ou une ostéolyse en regard de la

tumeur.
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3. Complications et morbi-mortalité

Les principales manifestations cardinales (tdches café au lait multiples, lentigines,
nodules de Lisch, neurofibromes cutanés) ne sont pas source de morbi-mortalité, mais leur
impact sur la qualité de vie est important (18-19). En revanche, environ 30% des patients
atteints de NF1 développent des complications multisystémiques : difficultés d’apprentissage
(33%), neurofibromes plexiformes (30%), épilepsies (6%), tumeurs du systéme nerveux
central (3%), cancers liés a la NF1 (Tumeurs malignes des gaines nerveuses —TMGN-,
rhabdomyosarcomes et formes rares de leucémies) (4%), complications orthopéediques
incluant scoliose (9%) et pseudarthrose (4%). Moins fréquents sont les neurofibromes gastro-
intestinaux (2,2%), les sténoses de I’aqueduc de Sylvius (1,5%), le phéochromocytome (1%)
et les tumeurs carcinoides (1,5%) (15-16, 20-21). L’espérance de vie des patients atteints de
NF1 est diminuée de 15 ans par rapport a la population générale (22-23). Cette mortalité est
liee principalement a la survenue de TMGN, de tumeurs du systeme nerveux central (SNC), et
d’accidents vasculaires notamment cérébraux (23). Les TMGN constituent la principale
complication de la NF1 a I’age adulte et ainsi le principal risque de mortalité. L apparition des
TMGN au cours de la NF1 est plus précoce (environ 30 ans) que dans la population générale
(65 ans) (24). Le risque pour un individu atteint de NF1 de développer une TMGN au cours
d’une vie est d’environ 5 a 10 % (25). Dans plus de la moitié des cas, les TMGN sont de
localisation axiale, rétropéritonéale et de la racine des membres (26). Le développement de
TMGN est suspecté devant 1’augmentation rapide de volume d’une tumeur, 1’apparition de
douleurs d’intensité croissante résistantes a un traitement antalgique bien conduit ou
I’apparition de signes neurologiques (déficit moteur par exemple) (27). Les TMGN
proviennent essentiellement des neurofibromes plexiformes nodulaires profonds, ou
neurofibromes internes (25, 28). Le pronostic des TMGN est extrémement péjoratif avec un
taux de survie a 5 ans de 1’ordre de 21% chez les patients NF1 alors qu’il est de 42% pour les
TMGN survenant dans la population générale (21). Ce mauvais pronostic est plurifactoriel.
Les résultats d’une prise en charge multidisciplinaire agressive des TMGN sont décevants
sans doute en partie du fait d’un volume tumoral important et de la localisation axiale rendant
les tumeurs inopérables (24, 29). L’intérét de la chimiothérapie est faible : absence de réponse
objective aux traitements produisant habituellement des taux de réponse de 1’ordre de 40-50%
dans les autres formes de sarcomes des tissus mous (29). Enfin, 1’évaluation des

thérapeutiques ciblées de la voie de signalisation mTOR (figure 1) sont en cours dans
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plusieurs essais thérapeutiques (30). Actuellement, les rares patients survivants a long terme

sont ceux ayant eu une chirurgie compléte sans reliquat microscopique (29).

4. Prise en charge : suivi, dépistage et traitement dans le cadre du réseau NF-

France

La fréquence des complications justifie un suivi régulier des patients atteints de NF1. Un
comité d’experts du Réseau NF-France a développé des recommandations de prise en charge
(14). Le Réseau NF-France est une filiere monothématique de soins ayant pour mission la
prise en charge des malades atteints de NF1 en France. Ce Réseau est constitué de centres de
compétences et coordonné par le Centre de Référence (Centre Hospitalier Universitaire
d’Henri Mondor a Créteil) dirigé par le Pr Pierre Wolkenstein. L’objectif du Réseau NF-
France est de donner aux malades une qualité de soins identiques dans les différents centres
constituant le réseau. Les recommandations élaborées sont également un bon guide pour les

médecins amenés a prendre en charge la NF1 en dehors de cette structure.

Le suivi des patients NF1 est essentiellement clinique (14), les examens effectués a titre
systématique étant peu rentables pour le malade (16, 31). L’examen clinique peut facilement
identifier des complications telles que scoliose, pseudarthrose, hypertension artérielle liée a
une sténose de I’artére rénale ou a un phéochromocytome, ou encore difficultés
d’apprentissage scolaire dont le dépistage doit étre le plus précoce possible. Le tableau 3
résume les principaux points d’évaluation d’un malade atteint de NF1. Les examens

complémentaires ne seront réalisés qu’a partir d’un point d’appel clinique (32).
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Tableau 3. Evaluation d’un malade atteint de neurofibromatose 1 (PINSON, 2002)

A) Enfant

Evaluation initiale :

Interrogatoire et examen de la famille (arbre généalogique, recherche de sujets atteints)
Examen clinique complet :

Poids, taille, périmetre cranien, TA

Examen neurologique (mouvements anormaux)

Examen dermatologique : taches café au lait, éphélides, neurofibromes sous-cutanés,
neurofibromes plexiformes (taille, évolutivite).

Examen orthopédique : cypho-scoliose

Examen endocrinologique : anomalies pubertaires,

Examen abdominal

Examen ophtalmologique (acuité visuelle, lampe a fente, fond d’oeil, champ visuel)
Evaluation des troubles de 1’apprentissage

IRM cérébrale systématique avant 6 ans (dépistage du gliome optique).

Examens complémentaires si anomalie clinique

Information de la famille (pronostic, conseil génétique, éducation, résultats d’éventuels
examens complémentaires)

Evaluation annuelle systématique :

Examen clinique complet (cf. supra)

Recherche de signes de complications selon I’age du patient
Examen ophtalmologique.

Evaluation des troubles de 1’apprentissage

B) Adulte

Interrogatoire :

Antécédents familiaux et enquéte familiale (examen initial)
Céphalées

Géne esthétique

Douleurs

Examen clinique :

Recherche des critéres diagnostiques de neurofibromatose de type 1 (examen initial)
Mesure de la pression artérielle

Existence de neurofibromes plexiformes (taille, évolutivité)

Neurofibromes cutanés génant esthétiquement

Existence de neurofibromes sous-cutanés (douleurs, taille, évolutivité)

Existence d’une masse évolutive (cutanée ou intra-abdominale)

Examen neurologique
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Dialogue :

Explication répétée de la maladie, notamment en cas de prescription d’examens
complémentaires

Réponses aux questions

Explications du résultat d’éventuels examens complémentaires

Conseil génétique

Visite annuelle ou a deux ans

Le suivi clinique des patients NF1 a pour but d’assurer le dépistage précoce des

complications nécessitant un traitement.

Cependant, I’évolutivité de la NF1 est inconnue : ni le type de mutation du géne, ni la
gravité d’éventuels cas familiaux, ni une premicre complication ne permettent de prédire le
pronostic futur de la maladie. Ainsi, un des objectifs « recherche » du Réseau NF-France a

été d’identifier les patients les plus a risque de complications et/ou de mortalité.

Le suivi de deux cohortes indépendantes (nord américaine et francaise) a permis
d’identifier chez I’adulte NF1 un phénotype a risque de mortalité. Il s’agit de malades
porteurs de neurofibromes sous-cutanés (SC-NF). Le risque relatif (RR) des décés chez les
malades porteurs d’au moins 2 SC-NF était respectivement de 10,8 (Intervalle de Confiance a
95%, 1C95% : 2.1 — 56.7) et de 3,6 (IC95% : 1.1-11,3) dans les deux études (33-34). Les
causes de mortalité étaient la compression d’organes par des neurofibromes internes,

notamment para-spinaux (compression médullaire), et leur transformation maligne en TMGN.

Notre hypothése était que le phénotype a risque de mortalité caractérisé par la
présence de neurofibromes sous-cutanés cliniguement décelables serait un reflet de la
masse tumorale totale et notamment interne, masse tumorale a risque de transformation

en TMGN, principale cause de mortalité chez le jeune adulte NF1.
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Objectifs de la these

L’objectif général de ce travail de thése était de confirmer et d’expliquer le phénotype a
risque de morbi-mortalité au cours de la NF1, afin de cibler les malades les plus a risque de
mortalité. L’identification d’un phénotype a risque évolutif d’une part et d’autre part d’une
période a risque de mortalité permettraient de moduler le suivi clinique et radiologique de ces

malades.
Les objectifs specifiques étaient :

(i) Préciser la période a risque de mortalité et ses causes dans une grande cohorte de
patients NF1.

Chez I'adulte NF 1

(ii) Contribuer a une meilleure connaissance du phénotype a risque évolutif en étudiant
I’association des neurofibromes sous-cutanés cliniqguement décelables avec les neurofibromes

internes a fort potentiel de complications.

(iii) Elaborer un score prédictif de la présence d’une masse tumorale interne a partir
des caractéristiques phénotypiques des patients NF1 permettant de cibler cliniquement les

malades a risque de complications.

Chez I’enfant NF1

(iv) Identifier les facteurs associés a la présence de neurofibromes internes. En effet,
les caractéristiques cliniques des patients NF1 étant dépendantes de 1’age, il nous a semblé

important de confirmer le phénotype a risque chez I’enfant.
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CHAPITRE 1

Analyse de la mortalité au cours de la Neurofibromatose 1 : Cohorte

historique frangaise de 1895 patients.

1. Introduction

Les quelques études de mortalité au cours de la NF1 ont observé une diminution de
I’espérance de vie d’environ 10 a 15 ans par rapport a la population générale (22-23, 35). Une
des premicéres études s’est intéressée a une cohorte de 70 patients NF1 de la ville de Goteborg
en Suede (suivi moyen de 12 ans) (22). La mortalité observée dans cette population était
comparée a la mortalité attendue selon les données de la population générale suédoise. Vingt-
deux morts ont été observés contre 5.1 attendus (p < 0.001). La moyenne d’age des patients
décédés était de 61.6 ans. Les causes de deces étaient principalement des tumeurs malignes
(n=12, 55% ; TMGN n=3, carcinomes n=9). En 1986, une autre étude de mortalité concernait
une population danoise constituée de 212 patients (probands et apparentés) atteints de NF1
dont le diagnostic avait été porté 42 ans plus tot (36). Le suivi était disponible pour 99% des
patients. Soixante-seize des 212 patients (les probands i.e. les personnes identifiées en premier
dans la famille comme ayant la maladie génétique) avaient été initialement suivis a 1’hopital
avec possiblement une atteinte phénotypiqhe plus sévére. Dans le but d’éviter un biais de
sélection, les auteurs avaient distingué les probands des apparentés. Toujours en comparaison
avec la population générale, le taux de mortalité était significativement plus important dans la
population NF1 avec un taux de mortalité croissant entre les apparentés, les probands et les
femmes probantes. Les tumeurs malignes ou bénignes du systéme nerveux central étaient
présentes chez 45% des probands (RR = 4.0, IC 95% : 2.8 - 5.6). Des cancers étaient présents
chez 15 probands et 1 apparenté. Les hommes avaient un taux de cancer comparable a celui
de la population générale alors que les femmes avaient un risque 2 fois plus important de
développer un cancer (RR = 1.9, IC95% : 1.1 to 3.1). Plus récemment dans une cohorte de
448 patients anglais atteints de NF1 (5705 personnes-années), le sur-risque global de cancer
était de 2.7 (IC 95% 1.9 — 3.7) par rapport a la population générale (37). Le risque cumulé de
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cancer avant 50 ans était de 20% (IC 95% 14 — 29%), aprés 50 ans le risque de cancer n’était
plus significativement différent de celui de la population générale anglaise (p=0.27). Les
TMGN étaient la principale cause de mortalité (risque cumulé de 14% avant 70 ans, IC 95%
7.8 — 24%) suivi des tumeurs cérébrales (risque cumulé de 7.9%, IC 95% 3.9 — 16%). Une
étude américaine de 2001 s’est également intéressée a la mortalité en s’appuyant sur les
certificats de déces (23). Entre 1983 et 1997, les auteurs avaient identifié 3 770 cas présumés
de NF1 parmi 32 722 122 déces aux Etats-Unis pendant la méme période soit une fréquence
de 1/8 700. L’age moyen des patients NF1 décédés était de 59 ans comparé a 74 ans dans la
population genérale, soit une espérance de vie diminuée d’environ 15 ans. Les patients atteints
de NF1 étaient plus a risque de développer un cancer que la population générale (Ratio de
mortalité proportionnel, PMR = 1.21, IC 95% : 1.14 — 1.28) avec des risques plus importants
chez les 10-19 ans (PMR = 6.07, IC 95% : 4.88 — 7.45) et les 20- 29 ans (PMR = 4.93, IC
95% : 4.14 — 5.82). Le risque de développer un cancer des tissus mous était encore plus élevé
(PMR = 343, IC 95%: 30.8 — 38.0). De la méme maniére, les maladies vasculaires
responsables de déces étaient significativement plus fréquentes chez les patients NF1 de
moins de 30 ans (PMR = 3.26, IC 95% : 1.31-6.71 chez les moins de 10 ans, PMR = 2.68, IC
95% : 1.38-4.68 chez les 10-19 ans, et PMR = 2.25, IC 95% : 1.46-3.32 chez les 20-29 ans).
Aucune différence significative n’était mise en évidence pour les patients plus agés. Une autre
étude basée sur les certificats de décés concernait une population italienne (38). Durant la
période 1995-2006, 6.75 millions de déces étaient déclarés dont 632 étaient atteints de NF1.
Les déces reliés a la NF1 précédaient d’environ 20 ans ceux de la population générale avec
une surmortalité chez les femmes. Il existait un excés de cancers des tissus mous et cérébraux.
Plus récemment, une étude anglaise a identifié a partir de registres génétiques 1 023 patients
atteints de NF1 parmi les 4.1 millions de personnes vivant dans le Nord Ouest de 1’ Angleterre
(35). Parmi les 131 patients décedés, les TMGN et les gliomes (tumeurs cérébrales) étaient les
deux principales causes de mortalité. La survie médiane estimée par des analyses de Kaplan—
Meier était.de 71.5 ans, en moyenne 8 ans de moins que la population générale.

Toutes ces études convergent vers une diminution de 1’espérance de vie avec une
surmortalité en rapport avec un taux plus élevé de cancers. Néanmoins les données de
mortalité au cours de la NF1 sont limitées en nombre et aucune étude n’a été réalisée en

France.
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Ainsi I’objectif de ce premier travail était de confirmer la surmortalité au sein d’une
cohorte de patients atteints de NF1 suivis en France entre 1980 et 2006 et de préciser la

période a risque de mortalité et ses causes.

2. Méthodes et Patients

Population d’étude

I s’agissait d’une étude de cohorte hospitaliére historique et dynamique. La population
d’étude était constituée de patients NF1 ayant consulté entre le ler janvier 1980 et le 31
decembre 2006 1’un des 3 centres parisiens du Réseau NF-France (AP-HP, Hopital Henri-
Mondor, Service de Dermatologie, Creteil ; Hopital Necker-Enfants Malades, Service de
Dermatologie, Paris, et Hoépital Trousseau, Service de Neuropédiatrie, Paris). Pour étre
éligibles, les patients devaient étre atteints de NF1 selon la définition du NIH précédemment
décrite (32).

Les patients ont été identifiés a partir de deux sources :

- Les bases de données de consultation de chacun des 3 sites qui enregistrent les
données des patients atteints de NF1 consultant sur le site. Chacune de ces 3 bases,
déclarée a la Commission Nationale Informatique et Liberte (CNIL), comporte
I’identité¢ du patient, sa date de naissance, son numéro d’identification permanent
assigné par I’hopital (NIP) et les caractéristiques cliniques principales relevées lors du
premier examen.

- Le codage PMSI (Programme de Médicalisation des Systémes d’Information) : le code
Q850 utilisé pour le codage de la Neurofibromatose en diagnostic principal a été
utilisé dans la base PMSI de chacun des 3 sites.

Les données entre les différentes sources ont ensuite été croisees. Les corrections
relatives aux noms (nom de jeune fille, nom marital), aux numéros d’identification ont été
réalisées, les doublons ont éte éliminés. Le dossier clinique de chacun des patients issus de
cette sélection (données consultation et PMSI) a été revu par un dermatologue, le Dr Tu-Anh
Duong afin de confirmer le diagnostic de NF1 (32). Les données ont finalement été
anonymisées.

L’étude a été approuveée par le Comité de Protection des Personnes (CPP) IX d’Ile de France.
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Recueil de données

Une observation type a été réalisée (Annexe 5) afin de collecter pour chaque patient, a

partir des dossiers cliniques et/ou bases de données de consultation des sites (Dr Tu-Anh

Duong), les informations suivantes :

Age a la premiere consultation, sexe

Signes cardinaux de la NF1: présence de taches café-au-lait, de lentigines, de nodules
de Lisch, de neurofibromes. Les neurofibromes plexiformes étaient renseignés, les
types de neurofibromes cutanés et sous cutanés n’étaient pas distingués entre eux.
Complications orthopédiques potentielles (scoliose et pseudarthrose), anomalies
neurologiques (hydrocéphalie et objets brillants non identifiés ou OBNI qui
correspondent a des hypersignaux T2 a I’imagerie par résonnance magnétique —IRM-
cérébrale), et sténose de I’artére rénale.

Principales complications tumorales (tumeurs du systéme nerveux central, TMGN et
phéochromocytome)

Date de la derniére consultation

Date de déces

Statut vital et causes médicales de déceés

Statut vital

Le statut vital a été déterminé de 3 facons:

Consultation des registres médicaux hospitaliers des 3 sites. Par exemple un patient
ayant consulté sur le site aprés le 31 décembre 2006 était considéré comme vivant a
cette méme date de point.

Consultation de la base de données nationale Inserm du Centre d'épidémiologie sur les
causes médicales de déces (CépiDC) pour les patients dont le lieu de naissance était
connu. Le CépiDc gére les données des certificats et des bulletins de tous les déces
survenus en France depuis 1968. La commune de naissance avait alors été contactée et

le statut vital renseigné.
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- Enfin quand aucune de ces données n’était disponible, les patients étaient contactés

par téléphone ou courrier.

Les patients dont le statut vital était toujours inconnu a la date de point apres ces 3 étapes
étaient classés comme ayant un « statut vital inconnu » en opposition aux patients avec

« statut vital connu » (Figure 2).

Causes médicales de déces

Pour obtenir les causes médicales de déces, les informations incluant les dates et lieux de
naissance et de déces ainsi que la commune et le département du domicile ont été envoyées au
CépiDc. En effet, tous les certificats de déces francais (partie médicale) sont rassemblés au
CépiDc, ou ils sont codés et ou leur qualité est évaluée. En France, la certification de déces est
obligatoire et doit étre effectuée par un médecin. Le certificat est établi selon les
recommandations de I’OMS et la partic médicale comporte elle-méme deux parties. C’est la
premiére partie qui est utilisée pour rapporter 1’enchainement causal des évenements qui ont
directement conduit au déces, allant de la cause immédiate rapportée sur la premiere ligne a la
cause initiale mentionnée sur la derniere ligne remplie. La cause initiale constitue la cause de
déces publiée en routine, il s’agissait de celle retenue pour 1’étude. Les causes médicales de
déces fournies par le CépiDc étaient codées selon la période du décés a I’aide des deux
derniéres révisions de la classification internationale des maladies de ’OMS (CIM9 entre
1979 et 1999 et CIM10 depuis 2000). Quand les informations relatives a 1’état civil du patient
n’étaient pas disponibles (dates et lieux de naissance et de déces), la cause de déces était

cherchée dans le dossier clinique.

Le suivi

La date de formation de la cohorte était le 01 janvier 1980, la date de point le 31
décembre 2006.

La date de fin de suivi, pour chaque sujet était :

- la date de déces pour les sujets décédés
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- la date des dernieres nouvelles pour les sujets perdus de vue

- la date de point pour les autres sujets (31/12/2006)

Analyses statistiques

Une double saisie a été réalisée. Les analyses ont été réalisées avec le logiciel STATA
software version 11 (Stata Corporation, College Station, TX). Les variables continues sont
présentées par leur médiane (extrémes), les variables discrétes sous forme d’effectifs (%).

Les principales caractéristiques phénotypiques des patients NF1 dont le statut vital était
inconnu ont été comparées (tests du chi2, exact de Fisher ou non paramétrique de Mann-
Whitney) a celles des patients NF1 dont le statut vital était connu. L’expression de certains
des signes étant dépendante de 1’age, des odds ratios (OR) ajustés sur 1’age avec leur 1C 95%
ont été estimeés en régression logistique séparément pour chaque variable. L’age pris en
compte était celui de la date de point ou I’age de décés pour les patients dont le statut vital
était connu et celui de la date des derniéres nouvelles pour les patients dont le statut vital était
inconnu. De la méme facon, les caractéristiques phénotypiques des patients NF1 décédes et

vivants ont été comparées.

La mortalité dans notre cohorte (groupe « statut vital connu ») a été comparée a la mortalité
de la population générale par standardisation indirecte en estimant des ratios standardisés de
mortalité (SMR). Le SMR est le rapport entre le nombre de décés observé dans notre cohorte
et le nombre de déces attendu dans la population générale. Un SMR supérieur a 1 avec un
intervalle de confiance n’incluant pas 1 indique un excés de mortalité. L’age a été divisé en 5
catégories : moins de 10 ans, [10-20[ ans, [20-40[ ans, [40-60[ ans, au moins 60 ans. Les taux
de mortalité toutes causes (1) globaux, (2) par tranche d’age et (3) par sexe ont été estimés en
utilisant les taux de mortalité par classe d'age quinquennale et par année calendaire de la
population générale francaise. Les données démographiques correspondantes fournies par
I’Institut National de la Statistique et des Etudes Economiques (INSEE) ont éte utilisées
comme source d’estimation du dénominateur, la population francaise de 2005 a été prise
comme référence (une année de recensement national). La contribution individuelle de chaque
sujet par classe d'age quinquennale et par année calendaire a été déterminée en personnes-

annees. Cette contribution individuelle a été déterminée exactement en jours sur la base d'une
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annee civile de 365,25 jours. Le nombre de déeces attendu a été déterminé en appliquant le
taux de mortalité au nombre de personnes-années sommé par classe d'adge quinquennal et par
année calendaire. Les 1C95% bilatéraux ont été estimés sous I'hypothese que le nombre déces
suivait une loi de Poisson (39). En effet, I’expression de la loi de Poisson fait appel aux
concepts d’événements (déces), de population exposée (personnes-années) et de taux,
caractérisant son application a des données regroupées de cohorte. La régression de Poisson
par rapport a d’autres modeéles (modele de Cox par exemple) permet une plus grande stabilité

des estimations des risques relatifs (39).

Analyses de sensibilité.

- Dans le but d’éviter une surestimation de la mortalité, nous avons calculé les SMR
toutes causes sur I’ensemble de la cohorte en considérant les patients avec un “statut
vital inconnu” comme étant en vie a la date de point : le 31 décembre 2006.

- Pour minimiser un biais de survie, nous avons considéré la population née apres le
début de la formation de la cohorte dynamique : le 01 janvier 1980. En effet, parmi les
patients nés avant le 01 janvier 1980, un certain nombre d’entre eux sont décédés et
par voie de fait n’ont pas été enrolés dans 1’étude sous estimant ainsi la mortalité

(notamment infantile).

3. Résultats

Population d’étude

Entre le 01 janvier 1980 et le 31 décembre 2006, 1 895 patients atteints de NF1 ont été
inclus dans la cohorte. La durée médiane de suivi était de 6.8 ans [0.4-20.6]. A I’inclusion
I’age médian était de 17.7 ans [0-76], et 549 (44.8%) patients avaient moins de 18 ans
(Tableau 4). A la date de point, 1’age médian était de 25.9 ans [2-82].

Le statut vital était connu pour 1226 (65%) des 1895 patients (Figure 2). Aux derniéres
nouvelles, les patients avec un “statut vital inconnu » avaient un &ge médian de 25.4 ans [0.2-
68] (Tableau 4). En comparaison avec le groupe “statut vital inconnu”, le groupe “statut vital
connu” avait significativement plus de lentigines (ORjuste sur rages ORa=1.7; 1C 95% : 1.3-2.2)
et plus de TMGN (ORa = 2.7; IC 95% : 1.6-4.7) (Tableau 4). La fréquence des gliomes des
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voies optiques n’était pas significativement plus importante dans le groupe « statut vital
connu » (ORa =1.3; IC 95% : 0.9-1.7; P=0.11).
Parmi les 1 226 patients au statut vital connu, 67 (5.5%) étaient décédés.
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Tableau 4. Caractéristiques des patients NF1 selon leur statut vital connu ou

inconnu.

“Statut vital “Statut vital
. _ - connu” inconnu” P
Caractéristiques cliniques =1 226 N = 669 OR (IC 95%) ¥ (chi2)
N (%) N (%)

Age, années (n=2, 0.1%) 25.9 [2-82]a 25.4 [0.2-68]= - 0.19
Sexe Masculin (n=1, 0.05%) 579 (47) 304 (46) 0.9 (0.8-1.1) 0.57
Cas familiaux (n=513, 2.7%) 515 (57) 278 (57) 1.0 (0.8-1.3) 0.95
> 6 taches café-au-lait (n=6, 0.3%) 1 046 (86) 584 (87) 0.9 (0.7-1.2) 0.56
Lentigines (n=24, 1.3%) 1 043 (86) 509 (78) 1.7 (1.3-2.2) <10
Neurofibromes (n=16, 0.8%) 923 (76) 495 (75) 1.0 (0.8-1.3) 0.87
Neurofibromes Plexiformes (n=30, 1.6%) 361 (30) 175 (27) 1.2 (0.9-1.4) 0.20
Nodules de Lisch (n=433, 22.8%) 382 (40) 204 (40) 1.1 (0.8-1.2) 0.87
Sténose de ’artére rénale (n=534, 28.2%) 5(1) 3(1) 0.7 (0.2-3.1) 0.70
Scoliose (n=522, 27.5%) 231 (25) 104 (24) 1.1 (0.8-1.4) 0.72
Hydrocephalie (n=68, 3.6%) 32 (3) 23 (4) 0.7 (0.4-1.2) 0.22
OBNI (n=1094, 57.7%) 210 (40) 105 (38) 1.0 (0.7-1.4) 0.96
Gliome des voies optiques (n=83, 4.4%) 161 (14) 69 (11) 1.3(0.9-1.7) 0.11
TMGN (n=54, 2.8%) 80 (7) 16 (3) 2.7(1.6-47) <10
Phéochromocytome (n=59, 3.1%) 13 (1) 7)) 1.3 (0.5-3.7) 0.61

Abréviations: OR, odds ratios; 1C 95%, intervalle de confiance a 95%; OBNI, hypersignaux T2 sur I’IRM

cérébrale; TMGN, tumeur maligne des gaines nerveuses.

* les valeurs entre parenthése correspondent au nombre de données manquantes (%).
aAge a la date de point pour les patients dont le statut vital était connu et &ge aux dernieres nouvelles pour les
patients dont le statut vital était inconnu.

+Les OR étaient ajustés sur I’age a la date de point ou a la date de décés pour les patients dont le statut vital était

connu, a la date des derniéres nouvelles pour les patients dont le statut vital était inconnu. lls étaient estimés par

régression logistique.

Les données étaient présentées sous forme de nombre (%) ou par leur médiane [extrémes].
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Figure 2. Diagramme de flux du statut vital de la cohorte de patients NF1 suivis

entre 1980 et 2005.
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Les causes de mortalité

L’age médian au moment du déceés était de 31.7 ans [0-79.9], 46.3% des patients décédés
étaient de sexe masculin. Aucun décés dans une méme famille n’était rapporté. En
comparaison avec les patients vivants a la date de point, les patients décédés avaient
significativement moins de taches café-au-lait (ORa = 0.6; IC 95%: 0.3-1.1), plus de
neurofibromes cutanés et sous cutanés (ORa = 3.1; IC 95% : 1.2-8.4), plus de neurofibromes
plexiformes (ORa = 1.8; IC 95% : 1.1-3.0), de TMGN (ORa = 31.2; IC 95% : 17.4-55.9) et
plus de phéochromocytomes (ORa = 4.3; IC 95% : 1.1-16.3 ; Tableau 5).

Parmi les 67 patients décédés, 26 (38.8%) avaient été identifiés par le CépiDC. Pour 22
des 26 patients (84.6%), les causes de déces étaient communiqueées par le CépiDC. Les causes
de décés étaient renseignées dans les dossiers cliniques pour 36 autres patients. Ainsi, les
causes de déces étaient connues pour 58 (86.6%) patients et étaient liées a la NF1 pour 56
d’entre eux (96.6%). Les principales causes étaient: les TMGN (n=33, 60%), les tumeurs du
systeme nerveux central (n=8, 14%), les compressions médullaires (n=2, 3%), les autres
compressions d’organes (n=5, 9%), et les phéochromocytomes (n=2, 3%).
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Tableau 5. Caractéristiques des patients vivants et décédés a la date de point

parmi les 1 226 patients NF1 dont le statut vital était connu.

Caractéristiques cliniques* Patients vivants  Patients décédés OR P

n=1159 n=67 (1C 95%)t (Chi2)

No (%) No (%)
Age, annees, médiane [extrémes] 25.5 [2-74] 31.7 [0-80] - 0.008
Sexe masculine 548 (47) 31 (46) 1.0 (0.6-1.7) 0.98
Cas familiaux (n=329, 26.8%) 498 (58) 17 (53) 0.7 (0.3-1.4) 0.62
> 6 taches café-au-lait (n=6, 4.9%) 998 (86) 48 (74) 0.6 (0.3-1.1) 0.07
Lentigines (n=9, 7.3%) 985 (86) 58 (88) 1.1 (0.5-2.4) 0.74
Neurofibromes* (n=11, 9%) 863 (75) 60 (90) 3.1(1.2-8.4 0.02
Neurofibromes plexiformes (n=17,

333 (29) 28 (42) 1.8 (1.1-3.0) 0.02
1.4%)
Nodules de Lisch (n=272, 22.1%) 366 (40) 16 (40) 0.9 (0.5-1.9) 0.89
Stenose de I’artére rénale (n=625, 51%) 5(2) 0 (0) - 0.60
Scoliose (n=292, 23.8%) 222 (25) 9 (18) 0.6 (0.3-1.3) 0.23
Hydrocéphalie (n=36, 2.9%) 31 (3) 1(2) 0.6 (0.1-4.4) 0.60
OBNI (n=700, 57.2%) 202 (40) 8 (30) 0.6 (0.3-1.5) 0.30
Gliome des voies optiques (n=54, 4.4%) 151 (13) 11 (17) 1.2 (0.6-2.6) 0.58
TMGN (n=28, 2.3%) 44 (4) 36 (55) 31.2 (17.4-55.9) <10™
Phéochromocytome (n=33, 2.7%) 10 (1) 3(5) 4.3 (1.1-16.3) 0.03

Abréviations: OR, odds ratio; IC 95%, intervalle de confiance a 95%; OBNI, hypersignaux T2 sur I’IRM
cérébrale; TMGN, tumeur maligne des gaines nerveuse.

* les valeurs entre parenthése correspondent au nombre de données manquantes (%).

+Les OR étaient ajustés sur 1’age a la date du décés pour les patients décedés, a la date de point pour les sujets
vivants. lls étaient estimés par régression logistique.

*La variable Neurofibromes ne distingue pas les cutanés des sous cutanés

Les données étaient présentées sous forme de nombre (%) ou par leur médiane [extrémes].
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Les taux de mortalité standardisés

En comparaison avec la population générale, la mortalité toutes causes était
significativement plus élevée dans la cohorte de patients NF1 avec un SMR = 2.02, IC 95% :
1.6-2.6; p<10™. L’excés de mortalité était observé dans deux catégories d’age, les [10-20[ ans
(SMR = 5.2; IC 95% : 2.6-9.3; p<10™) et les [20-40[ ans (SMR = 4.1; IC 95% : 2.8-5.8;
p<10™; Tableau 6). L’excés de mortalité était observé a la fois chez les hommes (SMR = 1.8;
IC 95% : 1.2-2.5; p=0.01) et les femmes (SMR = 2.9; IC 95% : 2.0-4.0; p<10'4 ; Tableau 7).
Dans la catégorie [10-20[ ans, la mortalité semblait plus importante chez les femmes (SMR =
12.6; 1C 95% : 5.7-23.9) que chez les hommes (SMR = 1.8; IC 95% : 0.2-6.4).

Tableau 6. Nombre de patients décédés et SMR par catégories d’age

Ag,e, Persor,mes- Décés, Déces SMR IC 95%
années années observeés attendus

<10 11 905.5 4 4.2 0.95 0.3-24
[10 — 20] 8 875 11 2.1 5.2 2.6-9.3
[20 - 40[ 10 395 31 7.6 4.1 2.8-5.8
[40 — 60[ 3657.5 11 11.6 0.9 0.5-1.7

>60 480 10 7.7 1.3 0.6-2.4

Abréviations: SMR, taux de mortalité standardisé ; IC 95%, intervalle de confiance 95%
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Tableau 7. Nombre de patients décédés et SMR par catégories d’4ge et par sexe.

Sexe masculin Sexe féminin
) Personnes Déces Déces Personnes Déces Déces

Age, années , ] SMR IC 95% , ] SMR IC 95%

années observés attendus années observés attendus
<10 5569.5 1 1.8 0.6 0.01-3.1 6 336 3 1.8 1.7 0.3-4.8
[10 — 20 4000 2 1.1 1.8 0.2-6.4 4 875 9 0.7 12.6 5.7-23.9
[20 — 40[ 42625 19 4.4 4.3 2.6-6.7 6 1325 12 2.6 4.7 2.4-8.2
[40 — 60[ 12725 5 55 0.9 0.3-2.1 2 385 6 4.8 1.3 0.5-2.7
>60 162.5 4 4.8 0.8 0.2-2.1 3175 6 2.7 2.3 0.8-4.9

Abréviations: SMR, taux de mortalité standardisé ; IC 95%, intervalle de confiance 95%
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Analyses de sensibilité

Un exces de mortalité était également observé chez les [10-20[ ans (SMR = 3.3; IC 95% :
1.6-5.8; p=0.01) et les [20-40[ ans (SMR = 2.4; IC 95% : 1.6-3.4; p=0.001) quand les patients
au statut vital inconnu étaient considérés comme vivants a la date de point.

En analysant les patients nés apres la date de formation de la cohorte (n=633), ’excés de
mortalité toutes causes persistait (SMR = 3.9; IC 95% : 2.3-6.3; p<10™) avec un excés plus

important toujours chez les 10-30 ans (Tableau 8).

Tableau 8. Nombre de patients décédés et SMR par catégories d’Age chez les
patients NF1 nés apres le 01 janvier 1980 (n=633).

Age, Personnes- Déces Déces SMR IC 95%
années années observes attendus

<10 5719 4 2.1 1.9 0.5-4.9
[10 - 20[ 2990 9 0.7 13.9 6.3-26.3
[20 — 30[ 680 3 0.4 7.4 1.5-21.5

Abréviations: SMR, taux de mortalité standardisé ; IC 95%, intervalle de confiance 95%



4. Discussion

Une surmortalité significative a été observée chez les patients NF1 par rapport a la
population générale, particulierement chez les 10-40 ans. Chez les plus de 40 ans aucun exces
de mortalité n’a été observé possiblement lié a un manque de puissance (nombre limité de
patients de plus de 60 ans au sein de la cohorte). Cette surmortalité était présente dans les
deux sexes mais significativement plus importante chez les femmes de 10 — 20 ans. Les déces
étaient principalement liés a la survenue de cancers (et notamment les TMGN) et des autres

complications liées a la NF1.

Forces et limites de [’étude.

La cohorte a été constituée de facon rétrospective a partir de patients suivis dans les 3
centres parisiens du Réseau NF-France. Une des forces de notre étude réside dans la certitude
du diagnostic, en effet tous les patients avaient au moins 2 des criteres diagnostiques definis
par le NIH (32) et le diagnostic avait été validé & partir du dossier patient par un
dermatologue. Ce qui n’était pas le cas des etudes antérieures ou le diagnostic principal
pouvait étre erroné (certificats de déces (23, 38) ou registre (35)). Les autres études de cohorte
ne concernaient pas plus de 500 patients (22, 36-37). Par ailleurs, la fréquence des
caractéristiques phénotypiques des patients analysés ici (caractéristiques dermatologiques,
orthopédiques, endocriniennes, neurologiques...) était en trés grande partie similaire a celle
des données de la littérature (17). Une bonne représentativité de la cohorte a donc été assurée
minimisant ainsi un biais de sélection. Plusieurs sources d’information ont été utilisées pour
déterminer le statut vital de la population. Le statut vital restait cependant inconnu pour
environ un tiers de la cohorte pouvant entrainer un biais d’information. L’excés de mortalité
chez les 10-40 ans restait significatif quand les patients dont le statut vital était inconnu
étaient considérés vivants a la date de point. Une autre limite de 1’¢tude est liée au caractére
historique de la cohorte pouvant étre a I’origine d’un biais de survie. En effet, un certain
nombre de patients nés avant le 01 janvier 1980 sont décédés et par voie de fait n’ont pas été
enrblés dans 1’étude. La encore des analyses de sensibilité ont été réalisées en ne considérant
que la population née aprées le 01 janvier 1980, soit aprés la date de formation de la cohorte.
Un exces de mortalité significatif était mis en évidence chez les 10-30 ans possiblement plus
important que celui de la cohorte globale. Le recrutement hospitalier peut également étre a

I’origine d’un biais de sélection en recrutant des patients ayant une forme plus sévére de NF1.
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Cependant, les résultats de cette étude sont similaires a ceux des études de mortalité
précédentes dont certaines sont basées sur des certificats de déces (n’incluant donc pas qu’une
population hospitaliére) (22-23, 35-37). Nous avons choisi une méthode de standardisation
indirecte pour calculer le taux de mortalité. Cette methode nous semblait appropriée devant
les effectifs de certaines classes d’age. Contrairement a une méthode de standardisation
directe, le calcul du SMR ne nécessite pas de connaitre les taux spécifiques de mortalité (par
age) des populations a comparer, ceci est important car dans de petites populations comme
pour notre étude, dont les effectifs par classe d'age sont faibles, ces taux spécifiques ne sont

pas fiables, car trop instables.

Comparabilité des résultats par rapport aux données de la littérature.

Parmi les 58 patients décédés dont 1’étiologie du déceés était renseignée, 56 sont morts de
complications liées a la NF1, principalement de cancers (TMGN 60% et tumeurs cerébrales
14%). Ces résultats sont similaires aux données de la littérature précédemment décrites. Parmi
une cohorte de 448 patients NF1 anglais, le sur-risque global de cancer était de 2.7 (IC 95%
1.9 — 3.7) par rapport a la population générale (37). Les causes de déces étaient, comme pour
notre étude, les tumeurs du systéme nerveux central et les cancers des tissus mous ;
I’incidence du cancer du sein chez les femmes de moins de 50 ans était plus important que
pour la population générale (Ratio d’Incidence Standardisé SIR = 4; IC 95% : 1.1-10.3). Les
données d’incidence de cancers n’étaient pas disponibles dans notre étude, cependant aucun
cas de déces par cancer du sein n’était rapporté. De la méme maniere, 1’é¢tude de Rasmussen
et al, a partir de certificat de déces, retrouvait un risque 34 fois plus important pour la
population NF1 de décéder d’un cancer des tissus mous par rapport a la population générale
(23). Les PMR tous cancers confondus étaient de 6.1 pour les patients décédés entre 10 et 19
ans et de 4.9 chez les 20 — 29 ans. Les PMR des tumeurs du systeme nerveux central et des
maladies vasculaires étaient significativement plus élevés dans la population NF1. Les auteurs
concluaient que les complications carcinologiques et vasculaires semblaient concerner les
patients NF1 de moins de 40 ans. Dans notre étude, aucun déces lié a une cause
cardiovasculaire n’était rapporté.

Dans notre étude, 1’age médian au déces était de 31.7 ans [0-77.9], beaucoup plus jeune
que dans les etudes précédentes. Notre population d’étude était initialement jeune avec un age

médian a la date de point de 25.9 ans. Dans une étude japonaise, la moyenne d’age au déces
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était de 43 ans, cependant il s’agissait d’une étude portant sur des certificats de décés ou les
patients NF1 et NF2 (dont I’espérance de vie est d’environ 50 ans) n’étaient pas séparés (40).
Dans I’étude de Rasmussen, la moyenne d’age au déces était de 54.4 ans soit 15.7 années plus
jeunes que la moyenne d’age de décés de la population générale (23). Dans notre étude, les
femmes décédaient plus précocement que les hommes en accord avec certaines données de la
littérature (36). Les femmes agées de 10 a 20 ans étaient aussi plus a risque de décéder que les
hommes. Une des hypothéses serait que les hormones stéroidiennes affectent le phénotype
NF1. Des études immunohistochimiques ont identifié des récepteurs a la progestérone sur les
neurofibromes (41). Des souris femelles immunodéprimées ont développé des TMGN apreés
xénogreffes orthotopiques dans leurs nerfs sciatiques de lignées cellulaires NF1 immortalisées
dérivées de culture primaire de cellules de Schwann (cellules du systeme nerveux
périphériques). La prolifération tumorale décroissait aprés 1’ovariectomie de ces souris et était
restaurée par une hormothérapie substitutive par cestrogéne et progestérone (42). D’autres
études fondamentales réalisées par la méme équipe ont mis en évidence un role des

oestrogenes et de la progestérone sur la croissance des TMGN (43).

En conclusion, cette étude confirme 1’excés de mortalité des patients atteints de NF1 par
rapport a la population générale. 1l existe une période a risque de mortalité chez les 10-40 ans,
les femmes agées de 10 a 20 ans sont plus a risque de décéder que les hommes. Malgré le
caractére rétrospectif et le recrutement hospitalier qui sont des limites a notre étude, les
résultats sont similaires aux études antérieures et retrouvent une surmortalité liée a un exces

de cancers dans la population NF1.
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CHAPITRE 2

Phénotype a risque de mortalité au cours de la NF1: résultats d’une

étude cas-témoins multicentrique

1. Introduction

L’étude précédente a permis de confirmer I’existence d’une surmortalité des patients NF1
par rapport a la population genérale, mais également d’identifier une période a plus fort
risque de sur-mortalité entre 10 et 40 ans. Par ailleurs, le suivi de deux cohortes
indépendantes (nord ameéricaine et francaise) avait permis d’identifier chez 1’adulte NF1 un
phénotype a risque de morbi-mortalité caractérisé par la présence de SC-NF (33-34). Le
RR de déces chez les malades porteurs de SC-NF était respectivement de 10.8 (IC95% : 2.1 —
56.7) et de 3.6 (IC95% : 1.1-11.3) dans ces deux études (33-34). Les causes de mortalité
étaient celles retrouvées dans notre précédent travail i.e., la compression d’organes par des
neurofibromes internes, notamment para-spinaux (compression medullaire) et leur
transformation en TMGN. L hypothése résultante de ces 2 études était que la présence de SC-
NF cliniquement décelables pourrait refléter la masse tumorale interne a risque de
complications. L’analyse rétrospective de la file active de patients suivis dans le centre de
Référence des Neurofibromatoses au CHU Henri Mondor, Créteil, a conforté cette hypothese
(25). Cette étude portait sur 476 patients NF1 (probands) vus en consultation dans le centre
entre 1988 et 2004. En analyses univariées ajustées sur 1’age, les TMGN étaient lices a la
présence de SC-NF (OR = 2.8, IC 95% : 1.1 - 6.9) et celle des neurofibromes internes (OR =
20.5, IC 95% : 5.3 -79.5). Par ailleurs, il existait un lien trés fort entre les SC-NF et les
neurofibromes internes (OR= 3.6, IC 95% : 1.7 - 7.6) (25). Les neurofibromes internes sont
diagnostiqués a I’aide d’examens para-cliniques dont I’IRM est I’examen de référence. Ils se
développent aux dépens des branches principales des nerfs spinaux et craniens et forment un
réseau tumoral qui s’insinue dans les tissus adjacents profonds. La plupart des neurofibromes
internes sont asymptomatiques ; cependant, certains, de par leur localisation, peuvent
entrainer des compressions viscérales séveres (compression médullaire, médiastinale ou des

voies aéro-digestives supérieures). Par ailleurs, ils sont a risque de transformation en TMGN
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dans 5 a 10 p. 100 (25). Ces neurofibromes internes a fort potentiel de transformation en
TMGN apparaissent a I’IRM sous la forme d’un épaississement diffus, irrégulier et le plus
souvent étagé des racines des nerfs spinaux (44-45). D’autre part, dans une précédente étude
portant sur 668 patients NF1 suivis dans 2 sites du Réseau NF-France (Créteil et Lyon), la
présence d’une neuropathie périphérique était liée a celle de SC-NF (p < 0.0001) (45-46).
Notre hypothése était que cette association était liée a la présence de neurofibromes internes

localisés le long des gros nerfs des membres inférieurs (sciatiques par exemple).

Ainsi, 1’objectif principal de cette étude était de contribuer a une meilleure connaissance
du phénotype a risque évolutif (présence de SC-NF) en caractérisant finement 1’association
entre les SC-NF et les neurofibromes internes a fort potentiel de complications détectés en
IRM et ainsi d’évaluer leurs caractéristiques (type, distribution, localisation, taille). L’objectif
secondaire était de déterminer si les neuropathies périphériques détectées par un
électromyogramme étaient associées a la présence de neurofibormes internes le long des gros

troncs nerveux.

2. Patients et Méthode

Schéma d’étude

Nous avons donc comparé les patients NF1 ayant des SC-NF (cas) a des patients n’en
ayant pas (témoins). Cette étude cas-témoins multicentrique a été réalisée dans 3 hopitaux du
Réseau NF-France (Hopital Henri Mondor, Créteil ; Centre Hospitalier Universitaire Hotel
Dieu, Nantes; Centre hospitalier Universitaire Léon Bérard, Lyon) avec une inclusion
prospective de février 2005 a décembre 2008. L’étude a été approuvée par le CPP IX d’Ile de
France. Tous les cas et tous les témoins ont donné leur consentement pour participer a 1’étude.
Cette etude a regu un financement du Programme Hospitalier de Recherche Clinique (PHRC
2005).

Population d’étude
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Définitions

Nous nous sommes appuyés sur la classification proposée par Riccardi pour définir les 4

types de neurofibromes (47) :

Les neurofibromes cutanés sont des tumeurs exophytiques mobiles par rapport au plan
sous cutané,

Les neurofibromes sous-cutanés sont des tumeurs adhérentes au plan sous-cutané
profond, ferme a la palpation plus ou moins sensible,

Les neurofibromes internes ou profonds ou neurofibromes plexiformes nodulaires
profonds sont diagnostiqués en imagerie et peuvent se développer a partir de
n’importe quelle racine nerveuse.

Les neurofibromes plexiformes superficiels sont des neurofibromes cutanés et sous-
cutanés de taille variable qui infiltrent les tissus voisins (muscles, os...) avec la peau

en regard toujours anormale (hyperpigmentation, hypertrichose...).

Cette classification était validée par les centres participants. Le diagnostic de

neurofibromes sous-cutanés était donc posé aprés un examen clinique réalisé par un medecin

expert de la NF1 dans chacun des 3 centres.

Les cas et témoins: criteres d'inclusion et de non-inclusion

Les cas ou « phénotypes a risque évolutif » ont été recrutés parmi les patients NF1

consultants 1’un des 3 centres cités ci-dessus du Réseau NF-France. Pour chaque cas, un

témoin atteint de NF1 apparié sur I’age + 5 ans, le sexe et le centre était recruté.

Les critéres d’inclusion étaient :

Les patients ayant au moins deux des sept critéres diagnostiques définis par le NIH
(32),

de 17 ans et plus,

Etant soit un cas sporadique ou le cas index dans les formes familiales,
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- N’ayant pas été inclus dans les 2 études rapportées précédemment dans les centres de
Créteil et de Lyon (25, 45),

- Présentant pour les cas au moins deux SC-NF répondant a la définition clinique
présentée au paragraphe précedent et pour les témoins aucun SC-NF. Le seuil
d’au moins 2 SC-NF a été choisi pour les cas dans le but d’éviter un biais de
classement. En effet, un neurofibrome cutané pourrait étre pris a tort pour un
neurofibrome sous-cutané, au moins 2 neurofibromes sous-cutanés par patient

limitaient une erreur de classement.
- Ayant consenti a participer au protocole de recherche.
Les critéres de non inclusion étaient :
- Les malades de moins de 17 ans ou majeurs sous tutelle,
- Les femmes enceintes,
- Les malades ayant un seul neurofibrome sous-cutane,
- Les malades chez lesquels I’IRM était contre-indiquée,

- Les malades refusant de participer au protocole de recherche.

Nombre de sujets nécessaires

La prévalence des neurofibromes internes a été estimée a environ 20% de la population
générale NF1 (48). L’inclusion de 100 malades dans chaque groupe (cas et témoins)
permettait de confirmer une association entre 1’existence du phénotype a risque et celle de
neurofibromes internes et de mettre en évidence un odd ratio (OR) > 3 pour un risque o de
0.05 et un risque B de 0.10. Il avait été prévu d’inclure 10% de patients en plus afin de
disposer de suffisamment d’observations au total, en cas de retrait de consentement.

L’inclusion d’un total de 220 patients était prevue.
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Recrutement

Tous les patients répondant aux critéres d’inclusion et qui avaient au moins 2 (phénotypes
a risque) ou aucun NF sous-cutané (phénotypes a faible risque) ont été sélectionnés a partir de
la base de données du réseau NF-France (environ 2 500 malades). Cent vingt malades ont été
sélectionnés de maniere aléatoire parmi les patients ayant au moins deux neurofibromes sous-
cutanés (cas potentiels). L’inclusion définitive dans le groupe Phénotype a risque évolutif a
été arrétée quand 110 malades remplissant tous les critéres d’inclusion ont accepté de
participer a la recherche. Pour chaque cas inclus, deux témoins de méme &ge (+ 5 ans), sexe et
centre ont été selectionnés de maniére aleatoire dans la base et répartis en deux listes afin de
constituer le groupe a faible risque évolutif. Les patients figurant dans la seconde liste

n’étaient contactés que si le premier témoin refusait de participer a 1’étude.

Recueil de l'information

Les conditions du recueil de I’ensemble des informations (facteurs étudiés, facteurs de

confusion) étaient identiques chez les cas et les témoins.

Variables explicatives candidates

1. Les Neurofibromes internes : Identification et caractérisation

Tous les cas et témoins ont réalisé un examen d’imagerie standardisé. Il s’agissait d’une
IRM effectuée en un temps en séquences pondérées en T2 avec effacement de graisse, sans
injection de produit de contraste avec coupes coronales sur I’ensemble du rachis (nécessitant
2 centrages, lombaire et cervico-dorsal) et coupes coronales sur les cuisses (1 centrage). Les
parametres de séquences suivants étaient réalises dans chacun des 3 centres: (i) coupes
coronales jointives de 4 mm d’épaisseur couvrant la totalité du rachis, (ii) technique de turbo-
spin-écho avec un facteur d’accélération > 20, (iii) TR /TE (ms) = 4500-5000 /95-140, (iv)
acquisition paralléle avec un facteur d’accélération maximum de 2 (technique SENSE ou
SMASH ou variantes de ces deux technigues), (v) FOV = 380 a 400 mm et matrice de 512,

(vi) saturation de graisse par une technique STIR ou apparentée. Trois acquisitions coronales
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successives (cervico-dorsale, dorso-lombo-sacrée et bassin/cuisses) couvraient I’ensemble du
champ de vue utile.

Une relecture centralisée de toutes les IRM a été realisée au CHU Henri Mondor en insu
des caractéristiques phénotypiques des patients (Dr Pierre Brugiére). Les résultats de
I’imagerie étaient classés selon la présence ou 1’absence de neurofibromes internes. Etaient
renseignés leur type (paraspinaux ou au niveau des gros nerfs des membres inférieurs), leur
localisation (intra ou extraduraux pour les neurofibromes internes paraspinaux), leur

distribution (diffus ou segmentaire), leur taille (<3 cm ou >3 cm).

2. Les neuropathies périphériques : étude électrophysiologigue et caractérisation

Tous les cas et témoins ont effectué un électromyogramme pour déterminer la
présence ou non d’une neuropathie périphérique. L'exploration de différents troncs nerveux
par électroneuromyogramme de surface a été effectuée (sciatique poplité externe, sciatique
poplité interne, nerf sural et tibial aux deux membres inférieurs). En cas d’anomalies un
électroneuromyogramme de détection complétait le précédent examen. Le rendu des résultats
était standardisé et relu de facon centralisée au CHU Henri Mondor par un physiologiste,

également en insu du phénotype clinique (Pr Jean-Pascal Lefaucheur).
Un premier classement des polyneuropathies en 3 catégories exclusives a été réalisé:

- (1) absence de polyneuropathie : tracé électrophysiologique normal.

- (2) présence d’une polyneuropathie axonale a prédominance sensitive: neuropathie
axonale, symétrique et distale, qui au début est a prédominance sensitive avec une
diminution des amplitudes sensitives et une conservation des vitesses de conduction. Plus
tardivement, I’atteinte axonale intéresse les fibres motrices et sensitives.

- (3) présence d’une polyneuropathie axonale a vitesse de conduction lente : vitesses de
conductions motrices uniformément diminuées sans dispersion temporelle ou blocs de

conduction. Ce dernier type de neuropathies semble plus sévére.

Les patients ont également été classés selon la présence ou non d’une radiculopathie, la
catégorie « radiculopathie » étant indépendante des polyneuropathies. La radiculopathie est

une atteinte proximale d’un nerf définie d’un point de vue électrophysiologique par une
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altération du réflexe H ou un temps de latence allongé des ondes F.

Facteurs de confusion analysés

Des données socio-démographiques (sexe, dge a 1’inclusion, caractére sporadique ou non
de la maladie) et cliniques (tension artérielle ; neurofibromes cutanés, sous cutanés,
plexiformes ; dysmorphie faciale...) de chacun des patients étaient prospectivement
recueillies au cours d’une consultation spécialisée dans chacun des 3 centres a I’aide d’un
questionnaire standardisé validé dans le cadre NF-France (annexe 6). Les caractéristiques
dermatologiques ont été détaillées : nombre de taches café-au-lait (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, > 7) ;
localisations des lentigines (axillaires uni ou bilatérales, inguinales); nombre de
neurofibromes cutanés (0, 1, 2-9, 10-99, > 100) ; nombre de neurofibromes sous-cutanes (0, 1,
2-9, 10-99, > 100) ; présence de taches violines ; nombre de neurofibromes plexiformes et
leur localisation (orbito-palpébrale, visage, téte et cou, tronc face dorsale et face ventrale,
membres supérieurs et inférieurs). La plupart des autres items ont été codés absents/présents.
Des anomalies neuropsychiatriques ont été recherchées : céphalées, antécédent d’épilepsie,
difficultés d’apprentissage ainsi que des complications orthopédiques (scoliose) et

endocriniennes (hypertension artérielle).

Analyses statistiques

Une double saisie a été réalisee. Les analyses ont été realisées avec le logiciel STATA
software version 11 (Stata Corporation, College Station, TX). Les variables continues sont
présentées par leur médiane (extrémes) ou leur moyenne (x déviation standard), les variables
discretes sous forme d’effectifs (%). Tous les tests étaient bilatéraux, p<0.05 était considéré
comme significatif.

Apres vérification des critéres d’appariement, les caractéristiques des cas et des témoins
ont été comparées en analyses univariées (test du chi2, exact de Fisher ou non paramétrique
de Mann-Whitney). Des ORa sur les variables d’appariement (age, sexe et centre) avec leur
IC 95% ont été estimés en régression logistique séparément pour les neurofibromes internes
paraspinaux et les neurofibromes internes des gros nerfs des membres inférieurs. Des analyses
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en sous groupes ont été réalisées selon la localisation (intra ou extradural), la distribution
(diffus ou segmentaire), et la taille des neurofibromes internes (< ou > 3 cm) en appliquant
une correction de Bonferroni. De la méme fagon, des ORa avec IC 95% ont été estimés

séparément pour chaque type de neuropathies ou radiculopathies.

Pour tester I’hypothése que 1’association entre les neurofibromes sous cutanés et les
neuropathies était liée a la présence de neurofibromes internes le long des gros nerfs, des
analyses bivariées incluant les neurofibromes internes et les neuropathies ont été réalisees.
Les liens entre ces variables ont été analysés, les facteurs de confusion potentiels ont été
recherchés de méme que les interactions. Finalement pour évaluer un éventuel “effet dose” du
nombre de neurofibromes sous-cutanés, la présence de neurofibromes internes paraspinaux ou
le long des gros nerfs des membres inférieurs et celle de neuropathies ainsi que leurs
caractéristiques ont été comparées entre les cas présentant (1) 2 a 9 neurofibromes sous
cutanés, (2) au moins 10 neurofibromes sous-cutanés et (3) les témoins. Les RR et leur
IC95% ont été estimés par des modeles de régression multinomiale systématiquement ajustés
sur I’age, le sexe et le centre, le groupe témoin étant la catégorie de référence. Les analyses en

sous groupes ont été réalisées avec une correction de Bonferroni.

3. Résultats

Entre 2005 et 2008, 110 cas ont été inclus et appariés a 110 témoins. Quatre cas et 8
témoins ont été secondairement exclus en raison d’une IRM ininterprétable. Les
caractéristiques cliniques des 106 cas et 102 témoins sont rapportées dans le tableau 9. Les
cas étaient 4gés en moyenne de 41 (£13) ans, 62 (59%) étaient des femmes, 85 (80%) avaient
2 a9 SC-NF et 21 (20%) au moins 10. Il n’y avait pas de différence significative entre les cas
et les témoins concernant le sexe et l’dge (variables d’appariement) et les autres
caractéristiques cliniques (caractéristiques dermatologiques, complications orthopédiques, et
anomalies neurologiques) a I’exception des neurofibromes cutanés et plexiformes. Par rapport
aux témoins, les cas avaient significativement moins souvent de neurofibromes cutanés
(p=0.03) et plus souvent des neurofibromes plexiformes (p=0.04). Enfin, les cas semblaient

présenter moins de taches café au lait que les témoins mais cela était non significatif (p=0.07).

53



Tableau 9. Caractéristiques des patients avec au moins 2 neurofibromes sous-
cutanés (cas) et des témoins.

Caractéristiques cliniques Cas Témoins p*
n=106 n=102

Variables d’appariement

Sexe féminin 62 (59) 62 (61)

Age (années) 41 (£13) 41 (£14)

Centres

- Henri Mondor, Créteil 98 (89) 90 (83)

- Léon Bérard, Lyon 10 (9) 12 (11)

- Hotel Dieu, Nantes 2 (2) 7 (6)

Variables cliniques

Cas familial 56 (47) 56 (45) 0.76

Aucun neurofibrome cutané 13 (12) 4 (4) 0.03

Neurofibromes plexiformes 66 (62) 49 (48) 0.04

Taches café-au-lait (hombre) 8.6 (£4.8) 10.1 (£10.1) 0.07

Absence de lentigines 21 (20) 12 (12) 0.11

Nodules de Lisch 48 (81) 45 (80) 0.89

Scoliose 46 (43) 42 (41) 0.75

Céphalées 38 (36) 41 (40) 0.52

Epilepsie 2(2) 2(2) 0.97

Troubles de I’apprentissage 58 (57) 52 (49) 0.26

*p était obtenu par un test de chi2 ou la statistique exacte de Fisher selon les effectifs ou le test non paramétrique
de Mann-Whitney selon le codage des variables.

Les données étaient présentées sous forme de nombre (%) ou par leur moyenne (déviation standard).

Les résultats des analyses univariées sont présentés dans le tableau 10. La présence de
SC-NF était significativement associée a celle de neurofibromes internes paraspinaux (ORa =
4.3, 1C 95% : 2.2 - 8.2) et le long des gros nerfs des membres inférieurs (ORa = 6.1, IC 95% :
2.9 - 13). Cette association eétait fortement significative pour les neurofibromes internes
paraspinaux diffus (vs segmentaires, chi2 d’homogénéité = 29.0, p<10™), intraduraux (vs
extraduraux, chi2 d’homogénéité = 22.5, p<10™) et de taille > 3 cm (vs < 3cm, chi2

d’homogénéité = 23.2, p<10™). De la méme facon, les neurofibromes le long des gros nerfs
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des membres inférieurs diffus ou de taille > 3 cm étaient plus fortement associés aux SC-NF
que ceux segmentaires (chi2 d’homogénéité = 31.7, p<10™) ou de taille < 3 cm (chi2
d’homogénéité = 29.0, p<10™).

Tableau 10. Présence des neurofibromes internes chez les cas et les témoins.

Cas, Témoins, OR* P
n=106 (%) n=102 (%) (95%IC)
Neurofibromes paraspinaux 54 (51) 20 (20) 4.3(2.2-8.2) <10*
‘Distribution
Aucun 52 (49) 82 (81) 1 <10
Segmentaire 26 (25) 16 (15) 2.6 (1.2-5.3)
Diffus 28 (26) 4 (4) 14.7 (3.8 - 57.3)
Localisation
Aucun 52 (49) 82 (81) 1 <10*”
Extradural 37 (35) 17 (16) 3.2(1.6-6.4)
Intradural 17 (16) 33 8.8 (2.3-33.9)
Taille
Aucun 52 (49) 82 (81) 1 <10
<3cm 30 (28) 14 (14) 3.4(1.6-7.2)
>3 cm 24 (23) 6 (5) 6.3 (2.3-17.4)
Neurofibromes sciatiques 50 (47) 13 (13) 6.1(2.9-13.0) <10*
‘Distribution
Aucun 63 (60) 90 (88) 1 <10*”
Segmentaire 15 (14) 9(9) 2.7(1.1-6.8)
Diffus 28 (26) 3(3) 15.4 (4.0 - 59.7)
Taille
Aucun 56 (53) 89 (88) 1 <10*"
<3cm 33 (31) 9(9) 5.8 (2.5-13.8)
>3 cm 17 (16) 4 (4) 6.8 (2.1-22.2)

* Odds Ratio (OR) et Intervalle de Confiance a 95% (IC 95%) ajustés sur 1’age, le sexe et le centre (facteurs
d’appariement)

**p<0.01 correction de Bonferroni
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Finalement, la présence d’une polyneuropathie a vitesse de conduction lente était
significativement associée a la présence de SC-NF (ORa = 7.7, IC 95%: 1.6 - 36.6) alors
qu’aucun lien n’était observé pour les neuropathies axonales (Tableau 11). Les
radiculopathies étaient plus fréquentes chez les cas, sans que la différence ne soit significative
(Tableau 11).

Tableau 11. Présence de troubles électrophysiologiques chez les cas et les témoins.

Caractéristiques Cas, Témoins, OR p
n=106 n=102 IC 95% (chi2)
Nb (%) Nb (%)
Neuropathies
- Aucune 85 (80) 94 (92) 1 0.009
- Axonales 7(7) 6 (6) 1.3(0.4-4.0)
- Avitesse lente 14 (13) 2 (2) 7.7 (1.6 — 36.6)
Radiculopathies 24 (23) 14 (14) 1.8(0.9-3.8) 0.09

*0Odds Ratio (OR) et Intervalle de Confiance a 95% (IC 95%) ajustés sur 1’4ge, le sexe et le centre

Association neurofibromes sous-cutanés et neuropathies

Neurofibromes N "
sous cutanés <> europathies
\ ? /

Neurofibromes
internes sciatiques

Aucun interaction n’était mise en évidence entre les SC-NF, les neurofibromes internes le
long des gros nerfs des membres inférieurs (ou sciatiques) et les neuropathies. Une
association significative était observée entre la présence de neurofibromes internes le long des

gros nerfs des membres inférieurs et la neuropathie a vitesse de conduction lente (ORa=22.1,
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IC 95: 4.2 - 115.3). Dans les analyses bivariées incluant la variable « neurofibromes internes
le long des gros nerfs des membres inférieurs », 1’association entre la neuropathie a vitesse
lente et la présence de SC-NF ne persistait plus (ORa = 3.0, IC 95% : 0.6 - 15.1; p=0.18). En
analyse stratifiée, 1’association entre la neuropathie a vitesse lente et la présence de SC-NF
était significative dans le groupe « neurofibromes internes le long des gros nerfs des membres
inférieurs » (ORa = 2.00, IC 95% : 1.01 - 4.12) alors qu’aucun lien n’était observé parmi les
patients de ’autre groupe (« sans neurofibromes internes le long des gros nerfs des membres
inférieurs », ORa = 0.69, IC 95% : 0.24 - 4.12). Ainsi, ’association entre les SC-NF et les

neuropathies était due a la présence de neurofibromes internes le long des gros nerfs.

Dans les modeles de régression logistique multinomiale, les patients avec au moins 10
SC-NF avaient significativement plus de neurofibromes internes paraspinaux (ORa = 82, IC
95% : 10.4 - 647.9) que les patients avec 2 a 9 SC-NF (ORa = 2.7, IC 95%: 1.4 - 5.3)
(Tableau 12, Figure 3). Ce gradient «dose-effet » était observé pour la distribution, la
localisation et la taille des neurofibromes internes paraspinaux (Tableau 12, Figure 3). De la
méme facon, le gradient « dose-effet » était observé pour les neurofibromes internes le long
des gros nerfs des membres inférieurs particulierement pour les caracteres diffus et de taille >
a 3 cm (Tableau 12, Figure 3). Enfin, les neuropathies a vitesse de conduction lente étaient
plus fréquentes chez les patients avec au moins 10 SC-NF (ORa = 29.9, IC 95%: 5.5 - 162.3)
que chez les patients avec 2 a 9 SC-NF (ORa = 4.4, IC 95%: 0.9 - 22.0) (Tableau 12, Figure
3).
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Tableau 12. Association entre les neurofibromes sous-cutanés et les différents
types de neurofibromes internes et les neuropathies périphériques.

Aucun SC-NF 2-9 SC-NF >10 SC-NF
(n=102) (n=85) (n=21)
Témoins* OR** (1C 95%) OR** (1C 95%)
Neurofibromes internes
: 1 2.7 (1.4 -5.3) 82 (10.4 - 647.9)
paraspinaux
‘Distribution
Aucun - 1 1
Segmentaire 1 2.4 (1.2-5.0) 10.3 (0.9 -120.0)
Diffus 1 5.4 (1.4—-20.4)  492.0 (48.4 —5006.2)
Localisation
Aucun - 1 1
Intradural 1 3.7(0.9-15.0) 1270.0 (25.6 —2849.8)
Extradural 1 2.4 (1.2-4.38) 45.0 (5.4 —-374.2)
Taille
Aucun - 1 1
<3cm 1 2.3(1.1-4.9) 58.6 (6.9 —494.0)
>3 em 1 3.8(1.4-10.4)  136.7 (14.9-1253.9)
Neurofibromes internes le long L 43(21-90) 291 (85 - 100.0)
des gros nerfs
Distribution
Aucun - 1 1
Segmentaire 1 29(1.2-7.0) -
Diffus 1 57(15-217) 266.8 (41.6 —1712.7)
Taille
Aucun - 1 1
<3cm 1 4.2 (1.8-9.8) 27.2 (7.2 -103.2)
>3 cm 1 4.7 (1.4 - 15.5) 33.4 (6.6 — 167.6)
Neuropathies a vitesse de
conduction lente 1 4.4 (0.9-22) 29.9 (5.5-162.3)

Abréviations: SC-NF, neurofibromes sous-cutanés
*Catégories de référence, **Odds ratios ajustés sur les variables d’appariement (age, sexe, hopital) avec leur
intervalle de confiance a 95% (95%CI) estimés par régression logistique multinomiale. Le groupe contrdle

(absence de neurofibromes sous-cutanés, n = 102) était la catégorie de référence.
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Figure 3. Odds ratios (OR) et leurs intervalles de confiance a 95% des différents
types de neurofibromes internes et des neuropathies périphériques chez les patients

présentant 2 a 9 neurofibromes sous-cutanés (SC-NF) et au moins 10 SC-NF.

Les OR étaient estimés par un modele de régression logistique multinomiale et ajustés sur les
variables d’appariement (sexe, dge et hopital). Le groupe contrble (aucun SC-NF) était le
groupe de référence, les OR sont présentés apres transformation logarithmique.

B 210[SCNF=89) 4 >10 SC-NF (n=21)
Neurofibromes internes paraspinaux - *
Segmentaire B L 4
Dittus o A 4
Intra-dural ] *
Extra-dural L] *
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Neurofibromes internes le long des gros nerfs = *
Diffus . *
Taille < 3cm ™ *
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Transformation logarithmique des Odds Ratio ajustés (IC 95%)
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4. Discussion

Cette étude confirme que le phénotype a risque évolutif au cours de la NF1 caractérisé
par la présence de SC-NF multiples décelables cliniqguement est associé a la présence de
neurofibromes internes a fort potentiel de complications. La force de I’association est d’autant
plus importante que les neurofibromes internes sont diffus, de localisation intradurale pour les
paraspinaux, et de taille supérieure ou égale a 3 cm. Cet effet est d’autant plus marqué que le
nombre de SC-NF est important et notamment au-dela d’un seuil de 10. Enfin, 1’association
entre les SC-NF et les neuropathies est due a la présence de neurofibromes internes le long

des gros nerfs.

Le choix du schéma d’étude s’est porté sur une étude cas-témoins nichée dans la cohorte
de patients NF1 du Réseau NF-France pour limiter le colt des examens d’imagerie et
électrophysiologiques réalisés a chacun des patients. Cependant, ce type de schéma respectait
la construction de la cohorte initiale, les cas et les témoins étant issus de la méme population
source. Les témoins étaient représentatifs de la population dont étaient issus les cas
minimisant un biais de sélection. La validité interne de cette étude dépend également de
I’exactitude de I’information obtenue concernant la présence ou non des neurofibromes
internes. La réalisation d’une IRM de 1’ensemble du rachis et du bassin/cuisses pour chacun
des cas et des témoins permettait de déterminer avec certitude la présence ou non des
neurofibromes internes. L’IRM représente une méthode fiable, reproductible et valide pour
évaluer la présence des neurofibromes internes. La relecture centralisée de 1’ensemble des
IRM par un sénior radiologue spécialisé dans la NF1 et en insu du statut cas ou témoins et du
phénotype clinique minimisait un biais d’évaluation. De méme, la relecture centralisée des
données électrophysiologiques par un sénior physiologiste spécialisé dans la NF1 en insu du
phénotype clinique et des données radiologiques minimisait un biais d’évaluation. Aucun
patient de 1’étude n’avait re¢u une évaluation neurologique détaillée. Cependant en
s’appuyant sur I’expérience du centre de Référence les neuropathies axonales sont peu ou non
symptomatiques (manifestations sensitives minimes) (45). Comme toutes les études
hospitaliéres, un biais de sélection ne peut étre exclu (recrutement de patients les plus graves).
Cependant, la fréquence des principales caractéristiques cliniques de nos patients était
similaire & celle rapportée dans la littérature a 1’exception des neurofibromes cutanés qui

étaient moins significativement moins fréquents chez les cas (17). Douze pour cent des cas
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n’avaient aucun neurofibrome cutané versus 4% chez les témoins (p=0.03). Notre population
d’étude était ainsi représentative d’une population générale de NF1. Concernant les
neurofibromes cutanés, 1’association entre 1’absence de neurofibromes cutanes et la présence
de SC-NF est en accord avec une étude précédente ou les patients ne présentant pas de
neurofibromes cutanés étaient significativement plus a risque de déces, la présence de SC-NF
était 1’autre variable indépendamment liée au décés dans cette étude (34).

Cette étude a permis d’expliquer le risque de mortalité accru au cours de la NF1 chez
les patients présentant des SC-NF (33-34) en confirmant en IRM la présence chez ces patients
de neurofibromes internes a fort risque de transformation en TMGN. Récemment,
I’association SC-NF et neurofibromes internes a été confirmée dans une population de 141
patients NF1 d’origine allemande et nord américaine (49). Identifier les patients ayant des
neurofibromes internes a un intérét pour inclure ou stratifier les patients les plus a risque dans
les essais cliniques, mais également en pratique clinique. En effet, la réalisation d’IRM de
dépistage chez les patients les plus a risque pourrait permettre de diagnostiquer précocement
la transformation en TMGN. Le seul traitement actuel curatif des TMGN est la chirurgie qui a
le plus de chance de réussite si les TMGN sont de petites tailles et de localisation accessible a

une résection.
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CHAPITRE 3

Elaboration d’un score prédictif de la présence des neurofibromes
internes a partir des caractéristiques phénotypiques des patients

adultes NF1

1. Introduction

Les patients NF1 présentant des SC-NF représentent 20 a 30% de la population NF1 (17).
Nous avons souhaité construire un outil facilement utilisable en pratique clinique permettant
de cibler les malades les plus & risque de développer une TMGN. L’objectif de ce
travail était d’élaborer un score prédictif de la présence de la masse tumorale interne a partir

des caractéristiques phénotypiques des patients NF1.

2. Matériel et méthodes

Les patients
L’étude a été réalisée a partir des patients suivis dans le Réseau NF-France. Deux

populations ont été considérées, un échantillon de construction et un échantillon de validation.

Pour I’échantillon de construction, les données phénotypiques ont été obtenues a partir de la
population de 219 patients atteints de NF1 recrutés dans le cadre du PHRC 2005, population
utilisée pour I’étude cas témoins. Dans cette étude, les adultes (>17 ans) ayant au moins 2 SC-
NF étaient appariés sur 1’age (+ 5 ans), le sexe et le centre a un témoin n’en ayant aucun. Il
S’agissait de cas sporadiques ou de cas index dans les formes familiales. La présence ou non
de neurofibromes internes était déterminée par la réalisation d’une IRM (gold standard). Ces

208 patients ont constitué 1’échantillon de construction.

Le score obtenu a partir de I’échantillon de construction a été validé sur une population
issue d’un autre PHRC (2002) dont 1’objectif principal était 1’établissement d’une banque de
données phénotypiques et génotypiques dédiée a la NF1 en promouvant une collection

coordonnée et I’investigation génétique d’un grand nombre de malades atteints de NF1 ainsi
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que leur famille. Au total, 594 familles comportant 1700 sujets (parents du premier degré,
autre(s) sujet(s) atteint(s) dans la fratrie) ont été recrutées entre 2003 et 2006 a partir des
centres du Réseau NF-France, dont 1 099 étaient atteints de NF1. A partir de cette base de
données, 748 adultes NF1 (> 17 ans) ont été sélectionnés. Dans les formes familiales, seul
’ainé a été considéré et cela pour conserver I’indépendance des individus dans la population.
Par ailleurs, il était nécessaire que la variable a expliquer « neurofibrome interne » soit
renseignée. Enfin, I’absence de doublons entre les deux bases a été vérifiée. Finalement, 191

patients ont été analysés (Figure 4).
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Figure 4. Population de validation, diagramme de flux.

Patients éligibles (base de données NF-France), n = 1700
(Recueil prospectif de juin 2003 a juin 2008)

Criteres diagnostiques NF1
négatifs, n = 601

Criteres diagnostiques NF1 positifs, n = 1099

Moins de 17 ans, n = 351 —

Patients agés de 17 ans et plus, n =748

Cas familiaux, n = 233 —

NF sporadique ou les plus agés des cas familiaux, n = 515

Statut neurofibrome interne
inconnu, n =304

Statut neurofibrome interne connu , n = 211 patients

Recherche de doublons entre
échantillon de construction et =
échantillon de validation, n = 20

191 patients pour I’échantillon de validation

Accord de participation a I’étude et signature du formulaire de consentement
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Recueil des données

Des données socio-démographiques (sexe, age a I’inclusion, caractére sporadique ou non
de la maladie) et cliniques (tension artérielle ; neurofibromes cutanés, sous-cutanés,
plexiformes ; dysmorphie faciale...) de chacun des 208 patients de 1’échantillon de calcul et
des 191 patients de 1’échantillon de validation étaient prospectivement recueillies au cours
d’une consultation spécialisée a I’aide d’un questionnaire standardisé validé dans le cadre du
Réseau NF-France. Pour les 2 échantillons, les caractéristiques dermatologiques ont été
particulierement détaillées : nombre de taches café-au-lait (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, > 7);
localisations des lentigines (axillaires uni ou bilatérales, inguinales); nombre de
neurofibromes cutanés (0, 1, 2-9, 10-99, > 100) ; nombre de neurofibromes sous-cutanés (0, 1,
2-9, 10-99, > 100) ; présence de taches violines ; nombre de neurofibromes plexiformes et
leur localisation (orbito-palpébrale, visage, téte et cou, tronc face dorsale et face ventrale,
membres supérieurs et inférieurs). La plupart des autres items ont été codés absents/présents.
Des anomalies neuropsychiatriques ont été recherchées : céphalées, antécédent d’épilepsie,
difficultés d’apprentissage. Une dysmorphie faciale, une hypertension artérielle, une sténose
des arteres rénales constituaient les anomalies endocriniennes. La présence de pseudarthrose,

et/ou d’une scoliose constituaient les anomalies orthopédiques.

Classification des patients : Détermination de l'existence de neurofibromes internes.

Dans I’échantillon de construction, une IRM était systématiquement réalisée pour
détecter la présence des neurofibromes internes. Les neurofibromes internes a fort potentiel de
transformation en TMGN ont été décrits a I’IRM comme un épaississement diffus, irrégulier
et le plus souvent étagé des racines des nerfs spinaux (44-45).

Ainsi, les patients ont été classés comme :

- (1) ayant des neurofibromes internes devant la présence a I’IRM de neurofibromes
internes paraspinaux étagés et/ou d’au moins un neurofibrome interne paraspinal de
plus de 3 centimétres,

- (2) n’ayant pas de neurofibromes internes sinon.
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Dans 1’échantillon de validation, les neurofibromes internes étaient diagnostiqués selon
les procédures usuelles de chaque centre avec différents examens d’imagerie. Une IRM ou un
scanner du rachis complet n’était réaliseé qu’en présence d’anomalies radiologiques
(radiographie thoracique ou échographie abdominale) ou cliniques (douleur, déficit
neurologique...) évocatrices de neurofibromes internes. Ainsi, 1’exploration de ces
neurofibromes internes n’était pas systématique et leurs caractéristiques sémiologiques (taille,
localisation segmentaire ou diffuse...) n’étaient pas disponibles. Par conséquent, la
classification n’a pas pu étre réalisée a I’identique pour la population de validation. Les 191
patients ont été classés en fonction de I’existence ou non de neurofibromes internes a partir de

la variable neurofibromes internes paraspinaux codée 0/1 dans la base de données.

Analyse statistique

Une double saisie a été réalisee. Les analyses ont été realisées avec le logiciel STATA
software version 11 (Stata Corporation, College Station, TX). Tous les tests étaient bilatéraux,
p<0.05 était considéré comme significatif.

Les variables continues ont été catégorisées pour simplifier au maximum 1’utilisation du
score en pratique clinique. Ainsi, I’age a été codé < 30 ou > 30 ansen fonction du pic
d’incidence des TMGN dans la population NF1 (21). Les taches café-au-lait ont été codées <
6, > 6 selon la définition du critere diagnostique de NF1 (Conference 1988). Les variables
discretes sont présentées sous forme d’effectifs (%).

Les caractéristiques des populations de construction et de validation ont été décrites. Les
principales caractéristiques phénotypiques des 191 patients de la population de validation ont
été comparées (test du chi2 ou test exact de Fisher selon les effectifs) a celles des 304 patients
NF1 issus de la méme cohorte NF-France qui avaient été exclus en raison du statut inconnu

neurofibromes internes.

Construction du score
Les facteurs potentiellement associés a 1’existence de neurofibromes internes ont, tout
d’abord, été analysés par des analyses univariées. Les variables ont été comparées par le test
du Chi2 ou le test exact de Fisher. Les OR avec IC 95% ont été estimés en régression
logistique. Les variables associées au seuil p < 0.15 ont été considérées pour les analyses
multivariees. Les liens entre ces variables ont ensuite été analyses, les facteurs de confusion
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potentiels ont été recherchés par des analyses bi-variées, de méme que des interactions. Les
facteurs issus de cette selection ont été analysés par des modeles de régression logistique
multivariée. Le critére d’information d’Akaike (AIC) a été utilisé pour le choix du modeéle
final. L’ AIC est un indicateur tenant compte de la complexité du modeéle, il est défini comme
suit: AIC = -2Log(L) + 2p ou L est la vraisemblance maximale et p est le nombre de
paramétres du modele. Il représente un compromis entre le biais (qui diminue avec le nombre
de parametres) et la parcimonie (nécessite de décrire les données avec le plus petit nombre de
parametres possibles). Le modele « optimal » est donc celui qui mene a un bon compromis
entre déviance et degrés de liberté. L’ AIC a été calculé pour tous les sous modéles du modele
complet. Le modeéle final retenu était celui dont I’ AIC était le plus petit.

Un score de risque a ensuite été élaboré par une combinaison linéaire des coefficients des
variables indépendamment associées a 1’existence de neurofibromes internes dans le modéle
final. Les coefficients ont été arrondis manuellement pour faciliter le calcul en pratique
clinique. L’équation de risque p = exp (-a + p *SCORE) / (1 + exp [-a + p *SCORE]) a
permis d’estimer le risque de masse tumorale interne.

L’adéquation, ou la calibration du score, (écart entre les valeurs prédites et les valeurs
observées) a été évaluée par le test d’Hosmer-Lemeshow (50). Le test d’Hosmer-Lemeshow
est basé sur un regroupement des probabilités prédites soit par déciles de risque, i.e. en
divisant le total de la population par 10 (test C), soit par dixiéme de risque (JO — 0.1 [, [0.1 —
0.2 [...) (test H). Le nombre observé de réponses positives et négatives est calculé pour
chacun des groupes et comparé au nombre prédit par le modéle. Une distance entre les
fréquences observees et prédites est déterminée au moyen d’une statistique du chi2 a (g—2)
ddl pour I’échantillon de construction et g ddl pour 1’échantillon de validation ou g est le
nombre de groupe (50). Lorsque cette distance est petite (p>0.05), on considére que le modéle
est bien calibré. La capacité discriminante du modele, i.e. sa capacité a affecter correctement
les sujets a leur classe respective (existence ou non de neurofibromes internes), a été analysée
par I’indice ¢ de Harrel (51) équivalent a I’aire sous courbe ROC « Receiver Operating
Characteristic » (52).

Validité Interne : Recalibration du Score
Un facteur de rétrécissement a été appliqué aux paramétres de 1’équation de risque (o et
B) dans le but d’anticiper un phénomeéne de régression vers la moyenne et ceci d’autant que

I’échantillon test était de taille réduite (n=208) (53). La méthode Bootstrap a été utilisée
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comme estimation de I’erreur de prédiction a minimiser pour optimiser le modele et estimer
ainsi une erreur de prévision quasi non biaisée (54-55). La méthode de Bootstrap est une
technique d’inférence statistique par stimulation destinée a combler 1’absence de solutions
analytiques ou la faiblesse de I’échantillon. Soit un échantillon X de N valeurs (dans notre
cas, variables a expliquer et explicatives de 1’équation de risque) et f(X) une statistique
(coefficients de régression) calculée sur ces valeurs. On tire au hasard avec remise K
échantillons de N valeurs de 1’échantillon initial. Chaque réplication ou « échantillon
bootstrap » contient autant de valeurs que 1’échantillon de base, ces valeurs étant les mémes,
mais avec des fréquences potentiellement différentes. A 1’issue de ces 2 étapes (génération
des K échantillons bootstrap et calcul de la statistique f(X)), on dispose d’une distribution
empirique dont on extrait une moyenne et un intervalle de confiance bootstrap avec la
propriété que la moyennepoostrap (f bootstrap(X))/K tend vers f(X) quand K tend vers I’infini.
Ainsi, 1000 tirages aléatoires avec remise de 208 patients ont été effectués a partir de
I’échantillon initial (208 patients). Les paramétres de 1’équation de risque o et B ont été
estimés pour chacun des échantillons aléatoires. Un coefficient de rétrécissement a été
déterminé pour chacun des 2 parameétres a partir des percentiles de la distribution des 1000

paramétres de I’équation de risque.

Validation Externe
Les performances du modele finalement obtenu (calibration et discrimination) ont été

évaluées sur le deuxiéme échantillon (191 patients).

3. Résultats

Caractéristiques de la population

Les principales caractéristiques de 1’échantillon de construction (n=208) sont résumees
dans le tableau 13. La population de patients en moyenne agés de 41 ans (+13) était constituée
de 122 femmes (58.7%) et de 86 hommes ; 46 patients (22.1%) avaient des neurofibromes
internes. Les principales caractéristiques de 1’échantillon de validation (n=191) sont résumées
dans le tableau 14. Cette population de patients en moyenne agés de 40 ans (x13) était
constituée de 108 femmes (56.5%) et 83 hommes ; 40 patients (20.9% de la population de

validation) avaient des neurofibromes internes paraspinaux.

68



Les caractéristiques phénotypiques de la population de validation étaient similaires a
celles des 304 patients exclus en raison d’un statut inconnu des neurofibromes internes, a
I’exception du caractere familial de la NF1 et de la présence d’au moins 2 neurofibromes
sous-cutanes (tableau 15). En effet, les patients exclus de I’échantillon de validation avaient
plus souvent une forme familiale (75.6% vs 66.5%) et moins souvent plus de 2 neurofibromes
sous-cutanés (61.3% versus 49.8%). Les difficultés d’apprentissage avaient tendance (p=0.09)

a étre plus importantes chez les patients exclus de 1’échantillon de validation.
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Tableau 13. Principales caractéristiques des 208 patients de I’échantillon de

construction

Caracteéristiques

Nb patients atteints/total (%)

Sexe Féminin
Age <30
Forme Familiale
Neurofibromes internes
Neurofibromes sous-cutanes
- Aucun
- 29
- =10
Absence de neurofibromes cutanés
Présence de neurofibromes plexiformes
< 6 Taches café-au-lait
Absence de lentigines
Présence de taches violines
Scoliose
Pseudarthrose
Céphalées
Epilepsie
Hydrocéphalie
Difficultés d’apprentissage
Dysmorphie
Hypertension artérielle

122 (58.7)
48 (23.1)
112 (53.9)
46 (22.1)

102 (49)
85 (40.9)
21 (10.1)
19 (9.1)
114 (54.8)
43 (20.7)
39 (18.8)
17 (8.2)
87 (41.8)
6(2.9)
79 (38.0)
4 (1.9)
3 (1.4)
109 (52.4)
20 (9.6)
17 (8.2)
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Tableau 14. Principales caractéristiques des 191 patients de la population de

validation

Caracteéristiques

Nb de patients atteintes/total (%)

Sexe Féminin
Age <30
Forme Familiale
Neurofibromes internes
Neurofibromes sous-cutanes
- Aucun
- 29
- =10
Absence de neurofibromes cutanés
Présence de neurofibromes plexiformes
< 6 Taches café-au-lait
Absence de lentigines
Présence de taches violines
Scoliose
Pseudarthrose
Céphalées
Epilepsie
Difficultés d’apprentissage
Hydrocéphalie
Dysmorphie

Hypertension artérielle

108 (56.5)
46 (24.1)
127 (66.5)
40 (20.9)

74 (38.7)
71 (37.2)
46 (24.1)
36 (18.9)
95 (49.7)
58 (30.4)
31 (16.2)
32 (16.8)
90 (47.1)
6 (3.1)
77 (40.3)
8 (4.2)
98 (51.3)
7(3.7)
13* (7.2)
23 (12.0)

*n =180
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Tableau 15. Comparaison des principales caractéristiques de la population de
validation (n = 191) et des patients de la cohorte NF-France dont le statut neurofibrome

interne est inconnu (N=304)

Statut neurofibrome Statut neurofibrome

Caracteristiques ] ) ) P (chi2)
interne connu, n (%) interne inconnu, n (%)

Sexe Féminin 108 (56.5) 184 (58.4) 0.68
Age <30 46 (24.1) 69 (21.9) 0.57
Forme Familiale 127 (66.5) 238 (75.6) 0.03
> 2 Neurofibromes sous-cutanés 117 (61.3) 157 (49.8) 0.01
Absence de neurofibromes cutanés 36 (18.9) 56 (17.8) 0.76
Présence de neurofibromes

_ 95 (49.7) 144 (45.7) 0.38
plexiformes
< 6 Taches café-au-lait 58 (30.4) 80 (25.4) 0.22
Présence de lentigines 31 (16.2) 44 (14.0) 0.48
Présence de taches violines 32 (16.8) 62 (19.7) 0.41
Scoliose 90 (47.1) 127 (40.3) 0.13
Pseudarthrose 6 (3.1) 10 (3.2) 0.98
Céphalées 77 (40.3) 112 (35.6) 0.28
Epilepsie 8(4.2) 14 (4.4) 0.89
Difficultés d’apprentissage 98 (51.3) 137 (43.5) 0.09
Hydrocéphalie 7(3.7) 11 (3.5) 0.92
Dysmorphie 13* (7.2) 27** (9.1) 0.48
Hypertension artérielle 23 (12.0) (13.0) 0.75

*n=180, **n=298
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Facteurs associés a la présence de Neurofibromes internes.

Analyses univariées

Les résultats des analyses univariées sont présentés dans le tableau 16. Des associations
significatives ou proches de la significativité ont été observées avec cing variables : 1’age
inférieur ou égal a 30 ans (OR=2.8 [1.4-5.9]), I’absence de neurofibromes cutanés (OR=4.7
[1.7-12.8]), la présence d’au moins 2 neurofibromes sous-cutanés (OR=4.7 [2.1-10.6]),
I’absence de lentigines (OR=2,1 [0.9-2.5]) et celle de moins de 6 taches café-au-lait (OR=2.3
[1.1-4.9]).

Les associations entre ces cing variables ont été étudiées chez les patients n’ayant pas de
neurofibromes internes. Dans les modeles bivariés, aucune interaction significative ou proche
de la signification n’a été observée entre ces variables. L’absence de lentigines était fortement
lieé a la présence de moins de 6 taches café-au-lait (OR=4.2 [1.9-9.1] ; p=0.0001). L’analyse
d’un modele avec interaction comprenant ces 2 variables ne montrait pas d’interaction
significative ni d’effet propre de la variable « absence de lentigines » (OR=1.8 [0.6-5.0] ;
p=0.279) mais un effet propre de la variable « moins de 6 taches café-au-lait » (OR=2.0 [0.9-
4.4] ; p=0.075). L’absence de lentigines n’était plus significativement associée a la présence
de neurofibromes internes apres ajustement sur la présence de moins 6 taches café-au-lait (OR
de I’absence de lentigines ajusté sur la présence de moins de 6 taches café-au-lait = 1.7 ([0.8-
3.8] ; p=0.202). La présence de lentigines était un facteur de confusion ; il n’a pas été pris en
compte dans le modeéle final.
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Tableau 16. Facteurs associés a la présence de neurofibromes internes dans

I’échantillon de construction n=208 (analyses univariées)

Neurofibromes Neurofibromes

internes internes P
o (chi2 ou
Caractéristiques absents présents OR (95%)
test exact
(n=162) (n=46) _
de Fischer)

Nb (%) Nb (%)
Sexe Féminin 97 (60) 25 (58) 1.3 (0.6-2.4) 0.502
Age <30 30 (18) 18 (39) 2,8 (1,4-5,9) 0.004
Forme Familiale 88 (54) 24 (52) 0.9 (0.5-1.8) 0.800
> 2 Neurofibromes sous- 70 (43) 36 (78) 4.7 (2.1-10.6) <10*
cutanés
Pas de neurofibromes cutanés 9 (6) 10 (22) 4.7 (1.7-12.8) 0.001
Neurofibromes plexiformes 90 (56) 24 (52) 0.9 (0.5-1.7) 0.684
Taches café-au-lait < 6 28 (17) 15 (33) 2.3(1.1-4.9) 0.024
Absence de lentigines 26 (16) 13 (28) 2.1 (0.9-4.5) 0.061
Présence de taches violines 12 (7) 5(11) 1.5 (0.5-4.6) 0.451
Scoliose 68 (42) 19 (41) 1.0 (0.5-1.9) 0.935
Pseudarthrose 4 (2) 2(4) 1.8 (0.3-10.2) 0.502
Céphalées 59 (36) 20 (43) 1.3 (0.7-2.6) 0.385
Epilepsie 2 (1) 2 (4) 3.6 (0.5-26.9) 0.175
Hydrocéphalie 3(2) 0 0 0.353
Difficultés d’apprentissage 83 (51) 26 (57) 1.2 (0.6-2.4) 0.527
Dysmorphie 12/122 (10) 5/78 (6) 0.6 (0.2-1.9) 0.397
Hypertension artérielle 13 (8) 4 (9) 1.1 (0.3-3.5) 0.883
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Analyses multivariées
Ont été analysées par des modeéles de régression logistique multivariées, les variables
suivantes : age inférieur ou égal a 30 ans, I’absence de neurofibromes cutanés, au moins 2

neurofibromes sous cutanés, moins de 6 taches café-au-lait.

Le modéle complet [4] i.e. a 4 variables a été comparé aux modeles a 3 ([3.1] age
inférieur ou égal a 30 ans, au moins 2 neurofibromes sous cutanés, absence de neurofibromes
cutanés, et [3.2] &ge inférieur ou égal a 30 ans, au moins 2 neurofibromes sous cutanés, moins
de 6 taches café-au-lait) et 2 variables ([2] age inférieur ou égal a 30 ans, au moins 2
neurofibromes sous cutanés). Le modele complet [4] était retenu (critere AIC le plus faible,
Tableau 17).

Tableau 17. Critéres d’AIC des modéles de régression logistiques

Modeéle degré de liberté Critére AIC
[4] 5 195,2
[3.1] 4 196,0
[3.2] 4 196,3
[2] 3 198,2

L’age inférieur ou égal a 30 ans (OR=3.1 [1.4-6.8]), I’absence de neurofibromes
cutanés (OR=2.6 [0.9-7.5]), au moins 2 neurofibromes sous cutanés (OR=4.7 [2.1-10.5]),
moins de 6 taches café-au-lait (OR=2,0 [0.9-4.6]) étaient indépendamment associés a un

risque plus élevé d’avoir des neurofibromes internes (Tableau 18).
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Tableau 18. Modele final contenant les 4 variables permettant la construction

d'un score de prédiction de la masse interne tumorale (i.e. la présence de neurofibromes

internes).

208 patients OR 1Co506 P Coefficients  Points
Age inférieur a 30 ans 3.1 1.4-6.8 0.006 1.12 10
Absence de neurofibromes cutanés 2.6 0.9-7.5 0.08 0.95 10
> 2 neurofibromes sous-cutanés 4.7 2.1-10.5 <10™ 1.55 15
< 6 taches café-au-lait 2.0 0.9-4.6 0.08 0.71 5

OR : odds ratio, IC 95% intervalle de confiance 95% , p estimé par régression logistique

Construction du score
A partir du modele final et dans le but d’obtenir une estimation du risque de
neurofibromes internes facile a calculer en pratique clinique, les coefficients des 4 variables

ont été multipliés par 10 puis arrondis manuellement (tableau 18).

Ainsi, le SCORE suivant a été obtenu:

NF1Score = 10 * age inférieur a 30 ans (1/0)
+ 10 * moins de 2 neurofibromes cutanés (1/0)
+ 15 * plus de 2 neurofibromes sous-cutanés (1/0)

+ 5 * moins de 6 taches café-au-lait (1/0)

Le score obtenu (score moyen = 11.8 + 10.0 extrémes 0 & 40) a permis d’estimer le

risque de masse tumorale interne a partir de 1’équation suivante :

p=exp (-2.80 + 0.11*NF1Score) / (1 + exp [-2.80 + 0.11*NF1Score])
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L’adéquation du Score (utilisation des coefficients arrondis) était excellente (test C de

Hosmer-Lemeshow=4.53 avec 7ddl, p>0.50) et sa capacité discriminante satisfaisante (aire
sous la courbe ROC non paramétrique = 0.75 [0.68-0.82]).

Validation du score

Validité Interne : Recalibration du Score

Un facteur de rétrécissement a été obtenu a partir des 1000 réplications bootstrap pour

chacun des 2 paramétres de 1’équation de risque : a’=a X 1.05 et B’=p x 0.98. Ces coefficients

de rétrécissements modifiaient trés peu 1’équation de risque. L’équation finale retenue était la

suivante :

RISQUE de masse tumorale interne :

p = exp (-2.94 + 0.11*SCORE) / (1 + exp [-2.93 + 0.11*SCORE])

La probabilité d’une masse tumorale interne et les qualités intrinséques du score selon le seuil

sont résumées dans le tableau 19. Par exemple, la probabilité de neurofibromes internes était

de 0.05 pour un score de 0 et de 0.79 pour un score de 40.

Tableau 19. Score de masse tumorale interne

Score 0 5 10 15 20 25 30 35 40
N 64 12 19 62 18 18 9 5 1
N 4 2 3 14 4 7 7 4 1
Probablllt_e masse 005 008 013 021 031 043 056 069 0.79
tumorale interne

Sensibilité (%) 100 91.3 870 804 50.0 413 26.1 10.9 2.2
Spécificité (%) 0 37.0 432 531 827 914 982 994 100
Classement correct

%) 22 49 52 59 75 80 82 80 79

N : nombre total de patients, n : nombre de patients ayant des neurofibromes internes
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Validité externe du score

Le score de prédiction a été évalué sur le deuxiéme échantillon issu de la cohorte NF-
France. Les statistiques d’adéquation (test C d’Hosmer-Lemeshow =12,57 avec 9 ddl, p=0,20)
(tableau 20) et la capacité discriminante du score restaient satisfaisantes (aire sous la courbe
ROC = 0,73 [0.61 — 0.85]).

Tableau 19. Adéquation du score sur I’échantillon de validation

Probabilité masse Score NF présents (n=40) NF absents (n=151)

tumorale interne Observés Prédits Observés Prédits
0,05 0 3 2,0 36 37,0
0,08 5 2 11 11 11,9
0,13 10 3 1,7 10 11,3
0,21 15 6 11,6 50 44.4
0,31 20 8 8,0 18 18,0
0,43 25 7 9,5 15 12,5
0,56 30 3 51 6 4,0
0,69 35 2 4,1 4 1,9
0,79 40 5 55 2 15

*test C d’Hosmer-Lemeshow=12.57 ; ddI=9 ; p=0.20

4. Discussion

Cette étude a permis de caractériser le phénotype des patients adultes NF1 a risque de
développer des neurofibromes internes. La présence d’au moins 2 neurofibromes sous-
cutanés, I’absence de neurofibromes cutanés, un age inférieur ou égal a 30 ans et moins de 6
taches café-au-lait étaient independamment associés a un risque plus elevé de neurofibromes
internes. Le score obtenu a partir de 1’équation de la régression logistique (NF1Score =
10*(age < 30 ans) + 10*(absence de neurofibromes cutanés) + 5*(moins de 6 taches café-

au-lait) + 15*(plus de 2 neurofibrome sous-cutanés)) avait une excellente adéquation (test
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C de Hosmer-Lemeshow=4,53 avec 7ddl, p>0,50) et une capacité discriminante satisfaisante
(aire sous la courbe ROC non paramétrique = 0,75 [0,68-0,82]).

Pour la construction du score, nous avons choisi une population ou le diagnostic de
neurofibromes internes a risque était certain puisqu’une IRM avait été systématiquement
réalisée. Les interprétations de I’IRM ont été effectuées par un groupe d’experts a I’insu de la
connaissance du phénotype clinique limitant ainsi un éventuel biais de classement. La
fréquence des caractéristiques  phénotypiques  (dermatologiques, orthopédiques,
endocriniennes, neurologiques...) était en trés grande partie similaire a celle des données de la
littérature (17). Une bonne représentativit¢ de 1’échantillon de calcul a donc été assurée.
Toutefois, le score pronostique a été établi sur la base d’une étude cas témoins multicentrique
et de recueil prospectif alors que les cohortes longitudinales sont généralement préférées pour
réaliser des études pronostiques. Alors que de nombreuses études analysent les biais liés au
choix d’une étude cas témoins pour les études diagnostiques, peu de données existent pour les
études pronostiques (56). La population de 1’échantillon de construction a été sélectionnée sur
la présence ou non d’au moins deux neurofibromes sous-cutanés et non pas sur la présence ou
non de neurofibromes internes (variable a expliquer). Cependant, il existe une association
forte entre ces deux variables. La prévalence des neurofibromes sous-cutanés est
vraisemblablement artificielle, surestimant ainsi 1’efficacité¢ du score. Par ailleurs, il n’est pas
habituel de choisir un échantillon de construction postérieur a 1I’échantillon de validation.
Cependant, la NF1 est une maladie rare (prévalence estimée a 1/4000 naissances) et I’IRM ne
fait pas partie des investigations para-cliniques systématiques des sujets atteints (14). Nous
avions donc le choix entre une population ou I’IRM systématique permettait un diagnostic de
certitude de neurofibromes internes ainsi que leurs typologies mais de recrutement cas
témoins et une population « générale » de NF1 ou le diagnostic de neurofibromes internes
était moins bien établi et reposait sur 1’existence préalable de signes potenticllement
évocateurs. Ainsi, nous avons préféré un diagnostic de certitude pour construire le score. La
sélection des variables a inclure dans le mod¢le final s’est déroulée en plusieurs étapes : des
liaisons ont été systématiquement recherchées par des analyses bivariées entre les variables
sélectionnées a partir de I’analyse univariée ; devant 1’absence d’interaction et le nombre
limité de variables ainsi obtenues, 1’ensemble de ces facteurs a été inclus dans des modeles
logistiques multivariés. Cette méthode a éte préférée a la procédure pas a pas habituellement

utilisée dans les modéles pronostiques. En effet, la procédure pas a pas, fondée uniquement
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sur des critéres statistiques sans considération épidémiologique ou clinique peut conduire a
des estimations biaisées des coefficients (57). Bien que le critere de simplicité (plus petit
nombre de variables prédictives) puisse étre établi comme étant le choix systématique du
modele final, le critere AIC a permis de sélectionner un modeéle final a 4 variables et non 2 ou
3 en dépit méme du fait que 2 de ces 4 variables étaient dites « non significatives » (p>0.05)
au vue de la limite annoncée. Le prix a payer pour ’avantage apparent du modele (p<0.05)
qui ajuste bien les données serait une perte de la reproductibilité et une impossibilité d’aboutir
a une extension des résultats au-dela des individus étudies. Ce phénoméne a été décrit
notamment dans les échantillons de petites tailles (57). Enfin, une analyse cas-complet était
justifiée devant une proportion faible de cas incomplets : seule la variable « dysmorphie »
gtait concernée et n’était pas associée aux neurofibromes internes en analyse univariée. Ainsi,
la perte de puissance et de précision était limitée. La population de validation est tres
représentative puisqu’elle est issue de la cohorte NF-France qui regroupe plus de 1000
patients, mais 304 patients en ont été exclus. Néanmoins, les caractéristiques phénotypiques
de cette population exclue étaient similaires a celles des patients analysés, minimisant ainsi un
biais de sélection. L’exploration des neurofibromes internes dans cette population de
validation est une limite de 1’étude. En effet, ’existence ou non de neurofibromes internes
repose sur le résultat d’examens variés (scanner, échographie...) prescrits souvent en fonction
des signes cliniques entrainant ainsi un biais de verification. De plus, les caractéristiques
sémiologiques des neurofibromes internes (taille, localisation segmentaire ou diffuse...)

n’¢taient pas disponibles.

La validation du score est robuste et comprend a la fois une validation interne et externe.
La validation interne a permis la recalibration du score. L’estimation d’un facteur de
rétrécissement et son application aux paramétres de 1’équation de risque (o et B) a permis
d’anticiper un phénomeéne de régression vers la moyenne (55). Les facteurs de rétrécissement
obtenus par la méthode de Bootstraping (54-55) modifiaient peu 1’équation de risque,
indiquant ainsi une validité intrinséque correcte. La régression logistique a ensuite été
appliquée sur une population externe indépendante. Malgré la classification moins précise des
neurofibromes internes, les performances du score appliquées a I’échantillon de validation
sont restées satisfaisantes : adéquation, test C d’Hosmer-Lemeshow =12,32 avec 9 ddl,

p=0,20 et capacité discriminante du score, aire sous la courbe ROC= 0,73.
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Dans notre étude, les neurofibromes sous-cutanés étaient indépendamment liés a
I’existence de neurofibromes internes en accord avec les données de la littérature (25). La
présence d’au moins deux neurofibromes sous-cutanes a par ailleurs été associée a un risque
accru de mortalité dans deux populations indépendantes d’adultes NF1 i.e. une cohorte Nord-
américaine (33) et une cohorte francaise (34). Aucun des trois autres facteurs identifiés
n’avait été associé avec les neurofibromes internes au moment de ce travail. Cependant,
I’association absence de neurofibromes cutanés et présence de neurofibromes internes était
attendue : un risque de mortalité accru a été rapporté chez des adultes NF1 sans neurofibrome
cutané (34). L’association entre la présence de neurofibromes internes et un age inférieur ou
égal a 30 ans était cohérente: les TMGN se développent principalement a partir des
neurofibromes internes avec un pic d’incidence aux environs de 30 ans (21). D’autre part,
bien que ’association moins de 6 taches café-au-lait et neurofibromes internes n’ait jamais été
rapportée, quatre patients présentant de multiples tumeurs paraspinales sans taches café-au-
lait ont été identifiés comme porteur d’une mutation NF1 (58). Tres récemment, Plotkin et al
ont réalisé une étude dont 1’objectif était de quantifier la masse tumorale interne des patients
atteints de NF1 et de NF2 a I’aide d’une IRM corps entier avec reconstruction 3 Dimensions
(IRM3D) et de déterminer les facteurs cliniques associés a la présence de la masse tumorale
interne mais aussi au volume tumoral interne (49). Chez les patients NF1, une diminution du
nombre de taches café au lait était associée a la présence d’une masse tumorale interne
(p=0.003). Toujours chez les patients NF1, le sexe féminin (p=0.05) et une augmentation du
nombre de neurofibromes sous-cutanés (p=0.03) étaient associés a un volume tumoral interne
plus important. Cette étude récente confirme les résultats de ce travail a I’exception du sexe

féminin qui n’a pas été observé comme facteur de risque dans notre étude.

Deux des quatre caractéristiques du score, absence de neurofibromes cutanés et moins de
six taches café-au-lait, sont inhabituelles chez les patients NF1. En effet, la présence d’au
moins deux neurofibromes quelque soit leur type et la présence d’au moins six taches café-au-
lait sont des criteres diagnostiques de la NF1 (32). Cependant, tous les patients de 1’¢tude
avaient un diagnostic de NF1 certain. Chez les patients &gés de moins de 30 ans, 1’association
de deux neurofibromes sous cutanés, moins de six taches café-au-lait et aucun neurofibrome
cutané constituent un phénotype a la fois distinct du phénotype classique et particulierement

sévere.
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Cette étude a permis d’élaborer un score prédictif de la masse tumorale interne au cours
de la NF1 et ainsi de cibler cliniquement les malades a risque de complications. Un suivi
clinique et radiologique (IRM du rachis complet) peut étre modulé ; selon 1’objectif différents

seuils pourront étre considérés.
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CHAPITRE 4

Neurofibromes internes chez les enfants NF1. Etude transversale

francaise et nord américaine de 357 patients

1. Introduction

La période a risque de surmortalité dans la NF1 est de 10 - 40 ans. Le NF1Score permet
d’identifier les adultes NF1 les plus a risque de développer des neurofibromes internes a
risque de TMGN. Ce score développé et validé dans une population de patients de 17 ans et
plus n’est pas extrapolable aux patients de moins de 17 ans. Cela est d’autant plus vrai que
I’expression phénotypique varie au cours du temps chez un méme patient (31, 59). Par
exemple, les taches café au lait sont présentes les premieres années de vie et ont tendance a
diminuer en nombre et en taille a I’age adulte ; les neurofibromes cutanés et sous-cutanés
apparaissent au moment de la puberté. Les TMGN se développent volontiers chez les moins
de 30 ans (21, 60-62). L’étude de registres d’une population anglaise de 4.1 millions
d’habitants sur une période de 13 ans a identifié 58 cas incidents de TMGN, 1’age médian
était de 26 ans chez les patients ayant une NF1 (n=21) et de 62 ans chez les sujets indemnes
de I’affection (n=37, p<0.001) (21). Dans une étude monocentrique allemande, 52 patients
NF1 avaient développé une TMGN entre 1985 et 2005 (61). Huit de ces patients étaient des
enfants agés de 1 a 17 ans au moment du diagnostic (&ge moyen de 12 ans). Le pronostic était
aussi mauvais que celui des adultes avec un délai médian de survie globale de 30.5 mois. Le
délai au diagnostic était plus long chez les enfants, ceci était lié principalement a une absence
ou une mauvaise verbalisation des symptdémes physiques. Enfin, les neurofibromes internes
grossissent plus vite chez I’enfant que chez I’adulte (63). Une étude récente a mesure la
cinétique d’augmentation de taille des neurofibromes internes de 49 patients NF1 par une
IRM 3D. L’age médian des patients était de 8.3 ans (extrémes, 3.3 — 25) avec un suivi médian
de 34 mois. L’augmentation de taille des neurofibromes internes était significativement plus
importante chez les plus jeunes (i.e. &ge < 8.3 ans, age médian, 21.1% d’augmentation versus
8.4%, p=0.001). Ainsi, devant (1) la présence de neurofibromes internes se développant plus

rapidement chez I’enfant, (2) un risque de transformation en TMGN possible chez les plus
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jeunes et (3) un score prédictif des neurofibromes internes développé dans une population
adulte, une étude spécifique sur une population pédiatrique semblait nécessaire.

L’objectif de ce travail était d’identifier les caractéristiques cliniques associées a la

présence de neurofibromes internes chez les enfants atteints de NF1.

2. Patients et Méthodes

Population d’étude
Compte tenu du faible nombre d’enfants, nous avons réuni deux populations, ['une

frangaise, 1’autre nord américaine pour constituer notre population d’étude.

Les données de la population frangaise ont été extraites de la base du Programme Hospitalier
de Recherche Clinique (PHRC 2002) précédemment décrit. Il s’agissait d’une base de
données incluant prospectivement 594 familles comportant 1 700 sujets (patients NF1 et leurs

apparentés malades ou non) dont 1 099 étaient atteints de NF1.

Les données de la population Nord-Américaine ont été extraites d’une population de 703
patients NF1 inclus prospectivement de 1977 a 1996 dans la Neurofibromatosis Institute
Database (NFID) (47). La NFID est un systeme collaboratif recueillant les symptémes
cliniques, les données socio-démographiques, les données psychologiques des patients NF1 et
de leurs apparentés.

Etaient éligibles les patients atteints de NF1 (32), agés de moins de 17 ans avec un statut
“neurofibromes internes” renseigné (Figure 5). Au total, 357 enfants constituaient notre

population d’étude.

L’¢tude a été approuvée par le CPP IX d’lle de France. Les consentements des

représentants légaux ont été obtenus pour tous les patients mineurs qui ont participé a 1’étude.
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Figure 5. Population d’étude, diagramme de flux

Réseau NF-France Réseau nord
n=1099 américain, n=703
Patients > 17 ans Patients > 17 ans
n=748 n=289
Patients < 17 ans Patients < 17 ans
n=351 n=405
Statut NF internes Statut NF internes
inconnu, n=236 | inconnu, n=163
Statut NF internes Statut NF internes

connu, n=115 3 5 7 enfants connu, n=242

NF : Neurofibromes

Recueil de Données

Données collectées
Les données démographiques (age, sexe, cas familiaux ou sporadiques) et cliniques
étaient prospectivement recueillies au cours d’une consultation spécialisée a 1’aide d’un

questionnaire standardisé.

Variables d’intérét

Nous avons sélectionné les variables significativement associées a la mortalité chez les
patients NF1 (neurofibromes plexiformes) ou avec une tendance a 1’association (p<0.10)
(neurofibromes sous-cutanés, absence de neurofibromes cutanés, petite taille) (33). Les
variables indépendamment associées a la présence de neurofibromes internes chez 1’adulte
NF1 étaient également étudiées (moins de 6 taches café au lait, neurofibromes sous-cutanés et
absence de neurofibromes cutanés). La plupart des caractéristiques cliniques étaient
facilement identifiables a I’examen clinique a 1’exception des nodules de Lisch nécessitant un

examen ophtalmologique a la lampe a fente. Des informations détaillées concernant les
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caractéristiques dermatologiques étaient disponibles: présence ou absence de lentigines, de
neurofibromes plexiformes, de xanthogranulomes. Les critéres suivants étaient codés présents
ou absents: asymetrie faciale, complications orthopédiques (pseudarthrose, dysplasie

osseuse), hypertension, et macrocéphalie (Tableau 22).

Examen des données manquantes

La variable d’intérét étudiée était la présence ou non de neurofibromes internes. Il a été
choisi de ne retenir que les patients pour lesquels cette information était disponible (critere de
sélection). La variable d’intérét était donc compléte. A 1’exception des variables age, sexe, cas
familiaux, neurofibromes cutanés, taches café au lait, pseudarthrose, toutes les variables
étaient incomplétes : 3 avaient moins de 5% de données manquantes, 3 de 5 a 9%, 3 de 10 —
24%, une plus de 25% (Tableau 21).
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Tableau 20. Description des variables disponibles dans la base de données

Données
Variables Codage manquantes (n, %)
Sexe Homme/Femme 0
Age En continue 0
Neurofibromes internes oui/non 0
Cas familiaux oui/non 0
Neurofibromes cutanés oui/non 0
Taches Café-au-lait oui/non 0
Pseudarthrose oui/non 0
Dysplasie osseuse oui/non 8(2.2)
Lentigines oui/non 11 (3.1)
Neurofibromes sous-cutanés oui/non 17 (4.8)
Macrocéphalie oui/non 21 (5.9)
Hypertension oui/non 28 (7.8)
Petite taille oui/non 32 (9)
Xanthogranulomes oui/non 68 (19)
Asymétrie faciale oui/non 72 (20.2)
Lisch nodules oui/non 84 (23.5)
Neurofibromes plexiformes oui/non 184 (51.5)

Définitions

Les définitions de 4 différents types de neurofibromes sont identiques a celles proposées

dans le Chapitre 4 s’appuyant sur la classification de Riccardi (47). Brievement, les
xanthogranulomes sont définis comme des papules ou nodules bien limités, fermes, ronds ou
ovales dont le diamétre varie entre 0,5 et 2 cm et la couleur entre le rose et le rouge, parfois
brun-jaunatre. lls sont généralement asymptomatiques, et uniques dans plus de 60% des cas.
Les zones de prédilection sont la téte et le cou puis le tronc et les membres. La macrocéphalie
est définie par un périmétre cranien supeérieur de 2 écarts types a la valeur donnée par la
courbe de croissance normale établie en fonction de I'age et du sexe ; et la petite taille par une

taille inférieure de 2 écarts types a la valeur de la courbe de croissance.
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Classification des patients: identification des neurofibromes internes

Tous les patients sélectionnés pour cette étude avaient eu un examen d’imagerie (scanner
ou IRM) permettant de déterminer avec exactitude la présence ou non de neurofibromes
internes. Ces examens d’imagerie n’étant pas recommandés en pratique clinique (14), leur
réalisation était guidée par des symptomes cliniques (douleur, déficit neurologique) ou un

doute diagnostique sur un autre examen d’imagerie.

Analyses statistiques

Une double saisie a été réalisée. Les analyses ont été réalisées avec le logiciel STATA
software version 11 (Stata Corporation, College Station, TX) et LogXact-8 software (2007,
CYTEL Inc. Cambridge, MA, USA). Tous les tests étaient bilatéraux, p<0.05 était considéré
comme significatif. L’age a été gardé en variable continue. En effet, il existait une relation
linéaire entre 1’dge en variable continue et la discrétisation de 1’age en quartile (le nombre de
catégories a été limité a 4 devant Deffectif faible de la population présentant des

neurofibromes internes). Les variables discrétes sont présentées sous forme d’effectifs (%).

Les caractéristiques des patients avec ou sans neurofibromes internes ont, tout d’abord,
été comparées en analyses univariées. Les ORs étaient estimés avec leur IC 95% par des
modeles de régression logistique. L’expression de certains signes étant dépendante de 1’age,
les ORs ont systématiquement été ajustés sur 1’dge. Les variables associées au seuil p < 0.15
ont été considerées pour les analyses multivariées. Les liens entre ces variables ont été
analysés, les facteurs de confusion potentiels ont été recherchés par des analyses bi-variées, de
méme que des interactions. Les facteurs issus de cette sélection ont été analysés par des
modeles de régression logistique multivariée. Ces analyses ont, tout d’abord, été réalisées sur
un jeu de données compleétes i.e. ne concernant que les individus pour lesquels 1’ensemble des

variables était entiérement renseigné.

Cependant, compte tenu du nombre important de variables avec données manquantes
(Tableau 21) potentiellement source de biais, nous avons secondairement réalisé des
imputations multiples. En effet, 1’analyse de type cas-complet, ne retenant que les individus
pour lesquels les informations sont complétes, peut conduire a (1) une perte systématique de

puissance statistique, (2) des estimations biaisées (OR, RR, ...), et & (3) un mauvais choix des
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variables pour les analyses multivariées, au profit des variables les mieux renseignées. Ainsi
pour évaluer I’influence des données manquantes sur nos analyses, nous avons utilisé la
technique d’imputations multiples. Le principe général de cette méthode consiste a remplacer
plusieurs fois les données manquantes par des données déduites d’informations existantes,
puis a analyser les jeux de données ainsi complétés. L'imputation multiple a pour objectif de
prendre en compte l'incertitude sur la prédiction de la valeur de remplacement et sur les
estimateurs des paramétres du modéle d'imputation. On constitue M échantillons en tirant au
sort successivement M jeux de paramétres du modele d'imputation dans la distribution de
leurs estimateurs et en simulant chaque valeur manquante en fonction de ces parameétres
(phase d’imputation). Chaque échantillon complété est analysé comme s'il s'agissait d'un
échantillon sans données manquantes (phase d’analyse séparée). Les paramétres d'intérét sont
estimés par la moyenne des estimations obtenues sur les M échantillons complétés et leurs
variances sont calculées en fonction des variances intra et inter échantillon (phase d’analyse
combinée) (64).

Sélection des variables pour les modéles avec imputations

Les variables retenues pour étre incluses dans le modéle d’imputation étaient les variables
associées a la présence de neurofibromes internes dans les analyses univariées cas complets
(variables principales) (65), mais également les variables liées aux variables incomplétes (66-
67). Ces variables dites auxiliaires permettent d’améliorer les capacités prédictrices du
modeéle d’imputation (68) méme si elles ne sont pas retenues dans les analyses finales des
données imputées. La proportion de données manquantes n’était pas une condition restrictive
a I’inclusion des variables, i.e. que les variables avec une proportion de données manquantes

supeérieures a 25% étaient imputées (69).

Le mécanisme de données manquantes a été estimé. Historiquement, 3 mécanismes sont
décrits : le Manquant Au hasard (MAR) lorsque la probabilit¢é qu’une observation soit
incompléte ne dépend que des valeurs observées, le Manquant Complétement Au hasard
(MCAR) lorsque la probabilité d’avoir des observations manquantes est une constante i.e

indépendante des autres variables a analyser et le Manquant non au hasard (MNAR) lorsque
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la probabilité d’avoir des observations manquantes sur X dépend des valeurs non observées
de X elle-méme. Pour identifier le mécanisme des données manquantes, une indicatrice de
données manquantes iR binaire a été créée pour chaque variable incompléte iV. Chaque
indicatrice iR (codée 1 si iV n’est pas renseignée et 0 sinon) a été croisée avec, d’une part la
variable a expliquer M , d’autre part chacune des variables explicatives. Le lien statistique
recherché est un test du Chi2 significatif (p<0.05) pour des variables binaires ou catégorielles,
ou bien un coefficient de correlation supérieur a 0.15 pour des variables continues (67). Cette
analyse permet généralement d’exclure un mécanisme MCAR pour une variable donnée Si au
moins un des croisements avec la variable & expliquer (maladie) ou une des variables
explicatives (expositions) est significatif. Le mécanisme de données manquantes n’est alors
pas compleétement aléatoire car il dépend au moins d’une autre variable de la base de données.
Il faut noter que 1’on ne peut exclure un mécanisme de type MNAR si des liens existent entre
des indicatrices de données manquantes et des variables incomplétes, car le mécanisme de
données manquantes peut aussi dépendre des valeurs non-observées de ces variables.
L’importance du mécanisme des données manquantes est liée a 1’hypothése MAR qui doit
étre plausible dans les modeéles d’imputation multiple afin d’obtenir des inférences valides
apres imputation. L’hypothése de données MAR garantit que les données imputées préservent
la structure générale des données (moyennes et variance des distributions marginales,
corrélation entre variables), sans la nécessité de définir le mécanisme de réponse. L’ajout de
variables auxiliaires permet de capturer au mieux le mécanisme de données manguantes et
ainsi de rendre I’hypothése MAR plus plausible, puisque la modélisation des variables
incomplétes dépend davantage de valeurs observées et donc dans une moindre mesure de

valeurs non-observées (70).

Construction du modele d’'imputation

Les variables avec données manguantes étaient toutes binaires (Tableau 22), elles ont été
imputées par régression logistique. Sous I’hypothése MAR, une méthode d’imputation
multiple par équations chainées a été utilisee (67, 71). Il s’agit d’une méthode flexible ou une
distribution est spécifiée pour chaque variable incompléte conditionnellement a toutes les
autres variables incluses dans le modele d’imputation. Concrétement, cette méthode permet
de ramener un probléme multivarié de dimension k, en k problémes univariés successifs

conditionnant a chaque pas une variable imputée sur les valeurs observées et sur les valeurs
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les plus récentes générées des autres variables (72). L’hypothése de normalité n’est pas

requise pour les variables binaires ou catégorielles. Dix imputations ont été réalisées.

Analyses des données imputées

Les 10 bases de données imputées ont été analysées automatiquement de facon séparée
puis combinée selon les regles de Rubin qui stipulent qu’un nombre restreint d’imputations,
c'est-a-dire de 3 a 5, est suffisant (73). Cet argument standard est basé sur la notion
d’efficacité statistique relative des estimateurs dépendante de la fraction d’information
manquante. La fraction d’information manquante dépend forcément de la proportion de
données manquantes initiale de cette variable, aussi Bodner a proposé d’approximer la
fraction d’information manquante par cette proportion (74). 11 suffit d’imputer 5 bases pour
obtenir une efficacité statistique relative de 95% si la variable incompléte a une fraction
d’information manquante de 25% (73). Pour une méme efficacité statistique, il suffit
d’imputer 10 bases pour prendre en compte une fraction d’information manquante de 50%.

Le modéle utilisé pour les analyses aprés imputation multiple est un modéle de régression
logistique incluant les variables binaires complétées ainsi que les variables auxiliaires. Une

stratégie d’analyse manuelle pas a pas descendante a été¢ menée.
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3. Résultats

Population d’étude

Les principales caractéristiques phénotypiques des 357 enfants NF1 sont rapportées dans le
tableau 22. La moyenne d’age était de 7.7 (£5.0) ans (extrémes, 1.1-16.9), et 192 (53.8%)
étaient de sexe masculin. Les neurofibromes internes étaient présents chez 35 (9.8%) enfants.
La fréquence des neurofibromes internes augmentait durant 1’adolescence (Figure 6), les
neurofibromes internes semblaient se développer plus précocement chez les patients de sexe
féminin (Figures 7). Cependant, la comparaison des courbes de « survie » selon le sexe par le
test de Wilcoxon ne montrait pas de différence significative (chi2=0.02, p=0.9) méme en se
limitant aux patients de moins de 14 ans (avant que les courbes se croisent) (test de Logrank :
chi2=0.9, p=0.4).

Tableau 21. Principales caractéristiques cliniques des 357 enfants atteints de NF1.

Caracteristiques cliniques (hn=données manquantes) n (%)
Sexe masculin 192 (53.8)
Age a la lere visite (années, moyenne + SD) (extrémes) 7.745.0 (1.1-16.9)
Cas familiaux 183 (51.3)
Neurofibromes internes 35(9.8)
Neurofibromes sous-cutanés (n=17) 72 (20.2)
Neurofibromes cutanés 153 (42.9)
Neurofibromes plexiformes (n=184) 83 (23.3)
Taches Café-au-lait 354 (99.2)
Lentigines (n=11) 219 (61.3)
Lisch nodules (n=84) 160 (44.8)
Xanthogranulomes (n=68) 14 (3.9)
Patite taille (n=32) 36 (10.1)
Macrocéphalie (n=21) 85 (23.8)
Pseudarthrose 13 (3.6)
Dysplasie osseuse (n=8) 31 (8.7)
Asymétrie faciale (n=72) 23 (6.4)
Hypertension (n=28) 3(0.8)

Les données sont présentées sous forme d’effectifs (%).
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Figure 6. Probabilité d’avoir des neurofibromes internes en fonction de I’age

(avec ’intervalle de confiance a 95%).
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Facteurs associés avec la présence de neurofibromes internes.

Les résultats des analyses univariées sont présentés dans le tableau 23. Des associations
significatives ou proches de la significativité ont été observées avec 5 variables: 1’age
(variable continue), la présence de neurofibromes sous-cutanés, de neurofibromes

plexiformes, de nodules de Lisch, et de xanthogranulomes.

Tableau 22. Facteurs associés a la présence de Neurofibromes internes dans la

population de 357 enfants NF1 (analyses univariées)

Neurofibromes internes

Odds Ratio (IC

Non Oui pi
n=322 n=35 Sl

Sexe masculin 148 (46) 16 (46) 1.01 (0.49-2.07) 0.98
Age (années) 7.35+4.87 10.67 +4.81 1.14*(1.07-1.23) <10™
Cas familiaux 166 (51) 17 (49) 0.61 (0.29-1.27) 0.18
Neurofibromes sous-cutanés 53 (17) 19 (54) 451 (2.13-9.55) <10™
(n=305/35)

Neurofibromes cutanés 139 (43) 14 (40) 0.78 (0.37-1.64) 0.51
Neurofibromes plexiformes 60 (43) 19 (70) 3.60 (1.55-8.34) 0.003
(n=140/33)

Taches café-au-lait 319 (99) 35 (100) 0.81 (0.04 - 0) 1.00
lentigines (n=312/34) 194 (56) 13 (28) 1.09 (0.47-2.52) 0.84
Nodules de Lisch (n=250/23) 151 (60) 9(39) 0.35 (0.14-0.86) 0.05
Xanthogranulomes (n=257/32) 10 (4) 4 (13) 6.60 (1.69-25.74)  0.007
Petite taille (n=293/32) 32 (11) 4 (13) 1.00 (0.32-3.13) 1
Macrocéphalie (n=302/34) 12 (35) 73 (24) 1.65 (0.76-3.54) 0.20
Pseudarthrose 1(3) 12 (4) 1.8 (0.3-10.2) 0.68
Dysplasie osseuse (=314/35) 27 (9) 4 (11) 1.06 (0.34-3.35) 0.91
Asymétrie faciale (n=261/24) 20 (8) 3(12) 1.23 (0.45-6.93) 0.42
Hypertension (n=298/31) 2(1) 13 5.41 (0.40-73.93) 0.21

+0dds ratio et son intervalle de confiance a 95% (IC 95%) estimés par regression logistique, ajustés sur 1’age;
*OR et son IC 95% pour une année supplémentaire ;
1 p estimé par regression logistique ;

Les données sont présentées sous forme d’effectifs (%) ou de moyenne + 1 déviation standard.
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La présence de nodules de Lisch était liee a celle de neurofibromes plexiformes (OR=2.9 [1.3-
6.2] ; p=0.007). L’analyse d’un modé¢le avec interaction comprenant ces 2 variables ne
montrait pas d’interaction significative ni d’effet propre de la variable « présence de nodules
de Lish» (OR=1.9 [0.5-7.7] ; p=0.4) mais un effet propre de la variable « neurofibromes
plexiformes» (OR=3.8 [1.2-12.8] ; p=0.03). La présence de nodules de Lisch n’était plus
significativement associée a la présence de neurofibromes internes apres ajustement sur la
présence de neurofibromes plexiformes (ORa = 0.8 ([0.3-2.1] ; p=0.7). La présence de
nodules de Lisch était un facteur de confusion ; il n’a pas été pris en compte dans le modeéle
final.

Une interaction a été observée entre les neurofibromes plexiformes et les neurofibromes
sous-cutanes. En effet, I’association entre la présence des neurofibromes internes et celle des
neurofibromes plexiformes n’était pas la méme en stratifiant sur les neurofibromes sous
cutanés et inversement (Tableau 24). 11 s’agissait donc d’un écart a 1’hypothése
d’indépendance. Le test d’interaction n’était pas significatif (p=0.105) mais il s’agit d’un test

de faible puissance et nos effectifs étaient limités.

Tableau 23. Association entre la présence de Neurofibromes internes et celle des

neurofibromes plexiformes stratifiée sur la présence des neurofibromes sous-cutanés

Présence de NF  Absence de NF  Odds Ratio et IC

internes internes 95%
Présence de NF
i 7(44) 33 (33)
Absence de NF plexiformes
sous-cutanés 1.6 (0.5 4.6)
) Absence de NF
i 9 (56) 66 (67)
plexiformes
Présence de NF
16 (94) 20 (59)

Présence de NF plexiformes

Sous-cutanes Absence de NF
plexiformes

11.2 (1.1 - 113.2)
1 (6) 14 (41)

NF : neurofibromes, IC 95% : intervalle de confiance a 95%

95



L’effet modificateur a été quantifié par un terme d’interaction mesurant I’écart par
rapport @ un modéle de risque multiplicatif. Le choix s’est porté sur un modé¢le multiplicatif,
I’objectif principal de cette étude étant de mettre en évidence le rdle étiologique de ces

facteurs (75).

Tableau 24. Odds ratios de la présence des neurofibromes internes en fonction de
la présence ou de I’absence de 2 facteurs : les neurofibromes sous-cutanés et

plexiformes.

Absence de NF sous  Présence de NF sous

cutanés cutanés
Absence de NF
) 1 0.5
plexiformes
Présence de NF sous
1.6 5.9

plexiformes

*QOdds ratios obtenus par rapport a un risque de 1 pour les patients n’ayant ni neurofibromes sous-cutanés ni

plexiformes

L’effet observé en présence des deux facteurs de risque (ORsous cutanés et plexiformes = 5.9)
était supérieur a celui attendu sous I’hypothése d’indépendance des effets (ORsous cutanss X

ORpiexiformes = 0.8), ainsi ’interaction a I’échelle multiplicative était quantitative (Tableau 25).

Dans le but de faciliter 1’interprétation du mod¢le et de prendre en compte cette interaction,
une variable composite a été créée (76): (1) absence de neurofibromes sous-cutanés et
plexiformes (catégorie de référence), (2) I'un ou Iautre et (3) présence des 2. Cette
« catégorisation » s’est fondée sur le poids identique des 2 variables dans les analyses

univariées (Tableau 23).

L’age, la présence a la fois des neurofibromes sous-cutanés et plexiformes, de
xanthogranulomes étaient indépendamment associés a un risque plus élevé d’avoir des

neurofibromes internes en analyse multivariée cas complets (Tableau 27).
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Imputation multiple

Les variables entrées dans le mod¢le d’imputation multiples étaient :

- Les variables associées a la présence des neurofibromes internes en analyses
univariées sur cas complets i.e. 1’age (variable continue), la présence de neurofibromes
sous-cutanes, de neurofibromes plexiformes, de nodules de Lisch, et de
xanthogranulomes. Compte tenu de I’interaction entre la présence de neurofibromes
sous-cutanés et plexiformes dans 1’analyse cas-complet, nous avons conservé la
variable composite Neurofibromes sous-cutanés/Neurofibromes plexiformes : ni I’un
ni I’autre, 1’un ou I’autre, les 2. Cette variable composite a été décomposée en un jeu
de variables indicatrices binaires avant d’étre incluses dans le modéle d’imputation.
Seul I’4ge était complétement renseigné.

- Les variables corrélées aux variables incompletes : le sexe, la présence de lentigines,

le caractére familial, les neurofibromes cutanés et la dysmorphie faciale.

Il existait pour chacune de ces variables incompletes un lien entre elles et avec la variable a
expliquer, les autres variables (completes et incomplétes) ou les 2. Ainsi un mecanisme de
MCAR pouvait étre exclu. Un mécanisme MNAR ne pouvait étre totalement exclu puisque
certaines indicatrices de données manquantes étaient liées a des variables incomplétes.
Cependant, la base de données pour I’analyse imputée contenait 11 variables dont 6
auxiliaires qui ont pu étre ajoutées au modeéle d’imputation afin d’améliorer ses capacités
prédictrices. Ainsi, nous en avons conclu que le risque d’avoir des données MNAR était
limité, ou que le modele était suffisamment riche en variables prédictrices pour rendre
I’hypothese MAR plausible. Ces variables auxiliaires n’intervenaient que dans le processus
d’estimation des données manquantes. Plusieurs d’entre elles étaient partiellement
renseignées (présence de lentigines, neurofibromes cutanés et dysmorphie faciale). Elles se
sont révélées faiblement prédictrices i.e. que I’on a observé des relations non significatives
entre ces variables et la plupart des indicatrices de données manquantes des variables a
imputer. Au total, le mode¢le incluant 1’age, la variable composite neurofibromes sous-
cutanes/plexiformes, la présence de nodules de Lisch et la présence de xanthogranulomes (ne
contenant donc aucune variable auxilliaire) a été retenu pour les analyses de données

imputées.
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Les variables retenues dans les modeles finaux des 2 analyses sont similaires (Tableau
26). Les Odds Ratios ne différaient pas significativement entre les deux analyses puisque les
OR en analyse cas-complet appartenaient aux intervalles de confiance a 95% des OR aprées
imputation. Les écarts —types étaient globalement réduits apres imputation, les effectifs étant
restaurés par 1’imputation. Le p était plus petit pour chacune des 3 variables ainsi le risque
d’erreur minimal pour lequel on pouvait conclure a tort & une association était plus petit.
Enfin les intervalles de confiance étaient plus étroits permettant une précision de 1’estimation
de la taille de I’effet. Ces résultats sont issus d’une imputation multiple utilisant un modele
simple, c'est-a-dire n’incluant pas de variables auxiliaires. Des modéles d’imputation plus
complexes, incluant les variables auxiliaires, n’ont pas apporté de changements dans les

estimations.
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Tableau 25. Résultats comparés de I’analyse multivariée analyse cas —complet (n=184) et imputation multiple (n=357).

Données compleétes?, n=184 Données imputées®, n=357
Odds Odds
IC 95% + Pt IC 95%* pr*

Ratios Ratios
Age 1.12% 1.02-1.23 0.012 1.17% 1.08-1.28 0.001
NF plexiformes/sous-cutanés
- Aucun 1 - - 1 - -
- L’un ou ’autre 1.15 0.42-3.15 0.781 0.94 0.36-2.43 0.90
- Les deux 4.95 1.80-13.64 0.002 3.92  1.50-10.22 0.006
Xanthogranulomes 451 0.94-21.73 0.06 477  1.00-23.00 0.05

Exclusion des patients avec données manquantes, "Données manquantes imputées par imputation multiple

+0dds ratio avec leur intervalle de confiance a 95% (IC 95%) estimés par régression logistique, § p estimé par régression logistique

*OR et IC 95% pour 1 année supplémentaire

*OR et IC 95% estimé par régression logistique avec imputation multiple, ** p estimé par régression logistique avec imputation multiple
NF, neurofibrome



4. Discussion

Cette étude a permis d’identifier des caractéristiques cliniques facilement reconnaissables
associées a la présence de neurofibromes internes chez 1’enfant NF1. L’age, la présence de
xanthogranulomes, celle de neurofiboromes sous-cutanés et plexiformes étaient

indépendamment associés a un risque plus élevé de neurofibromes internes.

La validité interne de cette étude repose sur plusieurs criteres. Premiérement tous les patients
avaient un diagnostic de NF1 certain établi par des médecins experts a partir de la définition
du NIH (32). Un biais de sélection parait peu probable, la fréquence des caractéristiques
cliniques de la population d’étude étant celle rapportée dans des études antérieures (77-78).
Une autre force de 1’étude réside dans la certitude diagnostique du critére a évaluer i.e. la
présence ou non des neurofibromes internes identifiés a partir de données de 1’imagerie.
Cependant, I’absence d’imagerie en routine pour tous les patients NF1 est une limite de
I’étude. L’IRM ou le scanner n’étaient réalisés qu’en présence d’anomalies cliniques (douleur,
déficit moteur...) ou radiologiques. Un biais de vérification ne peut donc étre éliminé.
L’analyse cas-complet a induit une perte importante d’effectifs, d’environ 50%. Cette analyse
était potentiellement biaisée puisque le mécanisme de données manquantes semblait dépendre
de la variable a expliquer (79). Une analyse réalisée par imputation multiple était donc
préférable. Les OR ne différaient pas significativement entre les deux analyses puisque les
OR analyse cas-complet appartenaient aux intervalles de confiance a 95% des OR aprées
imputation. Les écarts-types étaient globalement réduits apres imputation, puisque les
effectifs étaient restaureés par I’imputation (184 & 357), et ce malgre la prise en compte dans le
calcul de la variance de la variabilité entre les bases imputées. La similarité des résultats des
analyses cas-complet et imputation multiple laisse supposer que les deux analyses sont valides
(car non-biaisées). Par ailleurs, la taille de 1’échantillon semblait suffisante, la régle empirique
de 10 observations minimales par variable indépendante était respectée (50). Enfin, une bonne
validité externe semblait assurée puisque les analyses avaient été réalisées sur 2 populations
NF1, 1’'une européenne, I’autre nord américaine. Cependant, le recrutement hospitalier peut

étre a I’origine d’un biais de sélection en recrutant les patients les plus séveres.

Les neurofibromes internes étaient présents chez 35 patients soit environ 10% de la

population d’étude. Ceci est cohérent avec une précédente étude portant sur 53 enfants NF1



dont 7 (13.2%) avaient des neurofibromes paraspinaux identifiés par une IRM du rachis entier
(80). Comme nous I’avions rapporté dans 1’introduction, les neurofibromes internes se
développent plus rapidement chez les enfants NF1 (63). Par ailleurs, les thérapeutiques
ciblées sembleraient plus efficaces dans I’arrét du développement plutét que dans la réduction
de la masse tumorale (81). Ainsi, les enfants/adolescents NF1 chez qui la masse tumorale
interne croit le plus rapidement auraient un intérét particulier a recevoir ces nouvelles
thérapeutiques ciblées. Les facteurs de risque identifies dans cette étude pourraient donc aider
a cibler les patients de moins de 17 ans les plus a risque d’avoir des neurofibromes internes.
Dans notre étude, un age élevé etait indépendamment lié a la présence de neurofibromes
internes. La période & risque de développer des neurofibromes internes semble se situer entre
I’adolescence et I’age de 30 ans (cf Chapitre 3). En effet, dans notre étude les neurofibromes
internes se développent de fagon exponenticlle pendant 1’adolescence et plus précocement
chez les femmes en accord avec les données de la littérature (63, 82). Comme nous 1’avions
évoqué dans le Chapitre 1 (Etude de mortalité), une des hypotheses serait que les hormones
stéroidiennes affectent le phénotype NF1. La présence de neurofibromes sous-cutanés et
plexiformes était également indépendamment associée a celle de neurofibromes internes
toujours en accord avec les données de la littérature (25). Dans I’étude de KHONG, la
scoliose (71.4% vs. 30.4%), les neurofibromes sous-cutanés (71.4% vs. 39.1%) et plexiformes
(28.6% vs. 8.7%) étaient plus fréquemment présents chez les enfants présentant les
neurofibromes internes (n=7 versus n=46) (80). Aucune de ces différences n’était
significativement possiblement en rapport avec un manque de puissance (respectivement,
p=0.08, p=0.22, et p=0.17). Les xanthogranulomes étaient indépendamment liés & la présence
de neurofibromes internes. Cette association est rapportée pour la premiére fois. Enfin, la

validation externe de cette étude est nécessaire.
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Conclusion et Perspective

Les différents travaux entrepris dans le cadre de cette these ont permis d’identifier les

patients NF1 les plus a risque de complications et/ou de morbidité.

Nous avons, tout d’abord, confirmé une sur-mortalité des patients NF1 francais et

déterminé une période a risque de mortalité entre 10 et 40 ans. Cette surmortalité était

présente dans les deux sexes mais significativement plus importante chez les femmes de 10 a
20 ans. Les déces étaient secondaires a des tumeurs malignes des gaines nerveuses dont on
sait qu’elles se développent aux dépens des neurofibromes internes. Nous avons alors
contribué a I’objectif général de recherche du réseau NF-France, celui de cibler les malades
les plus a risque de mortalité i.e., ceux présentant ces neurofibromes internes a fort potentiel

de complications. Ainsi, nous avons confirmé et caractérisé le lien entre le phénotype a risque

de mortalité, défini par la présence de neurofibromes sous-cutanés (précédentes études), et la
présence de neurofibromes internes. Nous avons montré que cet effet était d’autant plus
marqué que le nombre de neurofibromes sous cutanés était important et notamment au-dela
d’un seuil de 10. Nous avons ensuite élaboré un score prédictif de la présence de ces
neurofibromes internes a partir des caractéristiques phénotypiques des patients. La présence
de neurofibromes sous-cutanés, 1’absence de neurofibromes cutanés, un age inférieur ou égal
a 30 ans et moins de 6 taches café au lait étaient les variables qui constituaient le NF1Score.
Enfin, I’expression phénotypique variant au cours du temps chez un méme patient (puberté,
grossesse...) et les neurofibromes internes se développant plus rapidement chez le sujet jeune,
une étude spécifique a été réalisée sur une population pédiatrique. Ainsi, I’age, la présence de
xanthogranulomes, celle de neurofiboromes sous-cutanés et plexiformes étaient
indépendamment associés a celle des neurofibromes internes chez I’enfant NF1 de moins de
17 ans. Dans cette derniere étude, les neurofibromes internes se développaient de fagon
exponentielle pendant 1’adolescence et plus précocement chez les femmes, ce qui est en
accord avec les données de la littérature. La période a risque de développer des neurofibromes

internes semble donc se situer entre 1’adolescence et 1’age de 30 ans.
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Identifier les patients ayant des neurofibromes internes par un simple examen clinique
permettrait de sélectionner une population chez qui I'IRM serait pratiquée afin de
diagnostiquer précocement une transformation en TMGN et ainsi permettre une chirurgie
curative, seul traitement actuellement efficace. Il est nécessaire d’évaluer rapidement 1’intérét
pour cette population d’un suivi régulier par IRM. Une facon d’appréhender cette question
serait une étude de cohorte ou une mesure réguliere de la masse tumorale interne serait
réalisée par une IRM 3D au cours du temps. Ainsi, des informations sur la cinétique de
grossissement des masses internes, et sur un possible seuil volumétrique de transformation en
TMGN seraient disponibles. Plus que le volume tumoral, I’activité métabolique des
neurofibromes internes, évaluée par le TEP-Scanner, semble prometteur. Nous étudions
actuellement [’association entre la présence de SC-NF et Dactivité métabolique des
neurofibromes internes, 1’objectif étant de déterminer un seuil métabolique de risque de
transformation en TMGN. Identifier les patients ayant des neurofibromes internes a également
un intérét en Recherche Clinique. L’efficacité de nouvelles molécules dans la réduction de la
masse tumorale interne est en cours d’évaluation. Il s’agit de thérapeutiques ciblées
notamment de la voie de signalisation de mTOR (évérolimus, sirolimus, ranibizumab,
niltotinib...). Une dizaine d’essais de phases II/III (dont un au niveau du centre de référence
d’Henri Mondor) sont en cours. L’autorisation de mise sur le marché de nouvelles
thérapeutiques s’appuie notamment sur des études de niveau de preuve A, comme les essais
clinigues. Au moment de la mise en place de tels essais, la sélection des patients basee
notamment sur la sévérité de la maladie est primordiale. Ainsi, les essais thérapeutiques dans
le cadre des adultes NF1 devraient cibler les patients présentant des neurofibromes internes.
En effet, il semblerait que les thérapeutiques ciblées soient plus efficaces sur les
neurofibromes internes non transformés en TMGN. Les patients avec un risque élevé d’avoir
des neurofibromes internes, i.e. avec un phénotype a risque évolutif défini par la présence de
neurofibromes sous-cutanés, seraient identifiés et participeraient aux essais testant de
nouvelles thérapeutiques. Enfin, I’identification des variants génétiques responsables de la
variabilit¢ d’expression de la NF1 fournira probablement la clé de la compréhension des
mécanismes physiopathologiques de la maladie et notamment I’extréme variabilité
phénotypique. L’existence de génes modifiant I’expression phénotypique au cours de la NF1
a été démontrée (83). Au sein de cette composante génétique, le géne NF1 a un réle mineur

puisque ni la nature de la mutation responsable de la maladie ni des variations polymorphes
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du géne ne semblent expliquer la grande variabilit¢ d’expression clinique de la NF1. Ces
résultats suggerent donc I’implication de facteurs génétiques, non liés au geéne NFI.
L’identification de ces variants dits « modificateurs » du phénotype est aujourd’hui possible
gréace a la vaste collection de patients recrutés dans le cadre du réseau Nf-France. Ainsi, le
géne ANRIL a récemment été identifié comme influencant le nombre de neurofibromes
plexiformes. Ces genes « modificateurs » permettront d’identifier de nouvelles voies de
signalisation et donc de nouvelles cibles thérapeutiques. Ainsi, de nouvelles stratégies
thérapeutiques inexistantes a ce jour pourront étre mises en oeuvre.

En cas de nouvelles thérapeutiques identifiées et efficaces, les recommandations de suivi
devront prendre en compte outre le phénotype a risque (NF1Score, présence de neurofibromes
sous-cutanes), la période de survenue de ces complications en réévaluant 1’intérét dans ce

contexte d’investigations complémentaires.
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Abstract

cause of degth (B0%).

vears and tended to be higher in females than in males,

Background; Meurofibromatoss 1 (NF1), a common autosomal dominant disorder, was shown in one study to be
asociated with a 15year decrease in life expectancy. However, data on mortality in NF1 are limited. Cur aim was
to evaluate mortality in a large retrospective cohort of NF1 patients seen in France between 1980 and 2006.

Methods: Consscutive NF1 patients referred to the Nationa French Referral Center for Neurofibromatoses were
induded. The standardized mortdity ratio (SR with its 95% confidence interval (Cl) was caculated as the ratio of
obsarved over expected numbers of deaths We studied factors associated with death and causes of death.

Results: Between 1980 and 2006, 1895 NF1 patients were seen. Median follow-up was 6.8 vears (range, 04-208).
“ital status was available for 1226 (65%) patients, of whom 1159 (94.5%) survived and 67 (5.5%) died. Overall
mortality was significantly increased in the NF1 cohort (SMR 202; Q, 16-26; P < 10*). The excess mortdity
occured among patients aged 10 to 20 years (MR, 52; O, 2693, P< 10™) and 20 to 40 years (SVR 4.1; 258-58;
P < 10" Sgnificant excess mortaity was found in both males and femaes. In the 10-20 year age group, females
had a ggnificant increase in mortality compared to males (3R, 126; O, 57-239; and 3R, 15; T, 02-64;
respectively). The cause of death was avalable for 58 (866%) patients, malignant nerve sheath tumor was the main

Conclusions: We found significantly increased 3VIRs indicating excess mortality in NF1 patients compared to the
genera populaion. The definitive diagnosis of MFT in all patients is a strength of our study, and the high rate of
desth related to malignant transformation is consistent with previous worlk. The retrospective design and hospital-
based recruitment are limitations of our study. Mortaity was significantly increased in MF1 patients aged 10 to 40

Background

Meurofibromatosis 1 (MF1; MIM#162200) is an inherited
autosomal dominant disorder with an incidence of 1 in
2500-3000 births [1). NF1 is fully penetrant by & years
of age. According to the National Institutes of Health
(MIH}, the diagnosis of MF1 requires at least two of the
following seven criteria: six or more café-au-lat spots
messuring & least 5 mm in prepuperta patients and 15

* Comrespondence: piemewolkenatein@mn.sphp fr
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TAELHP, Hopital Henn-bondor, Service de Dematologle, F-84010 Crétell,
France

Full ligt of author information is available at the end of the aride
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mm in postpubertal patients, multiple axillary freckles,
two or more neurofibromas (MFs) of any type or one
plexiform neurcfibroma, Lisch hamartomas, optic path-
way glioma, bone dysplasia, and at least one affected
first-degree relative [2]. The phenotype of NF1 varies
substantially across patients

The MF1 gene on chromosome 17911.2 encodes the
tumor suppressor protein neurofibromin. Loss of this
protein is associated with an increased risk of develop-
ing tumaors [3]. In a 12-year follow-up study of 70 adult
MF1 patients in Sweden, life expectancy was decreased
by 15 years compared to the general population, and

& 31 Duong et al; licensea Biolded Ceniral Lid. Thisis.an Open Access arlicks distibuted under tha terms of the Craative Commans
Atrbution License Hitpdfostivecommonsang/ keerssby' 200, which pemils unrestricled uss, digribulion, ad regprodudion in
any medium, provided the originag work is properfy Gled,
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malignancy was the main cause of death [4]. A 1386
study in a Danish cohort of 212 patients diagnosad 42
yesars earlier showed excess mortdity with an increase in
malignancies in the males but not in the femaes, com-
pared to the generd population [5]. Severa dinical fes
tures such as internal or subcutaneous NFs have been
shown to predict mortality in MF1 patients [6,7]. In a
cohort of 448 NF1 patients in the UK, the overdl risk of
cancer was increased 2.7-fold compared to the general
population, and malignant peripheral nerve sheath
tumor (MPMNST) was the leading cause of death [8]. A
proportional mortality study based on death certificate
data in the US from 1983 to 1997 demonstrated that
MF1 patients were 34 times more likely to have a malig-
nant connective or soft tissue neoplasm listed on their
death certificate than individuals without NF1 persons
(proportiona mortdity rate, 34.3; 95% confidence inter-
val [95%CI], 30.8-38) [9]. This study also showed an
about 15-year decrease in life expectancy in NF1
patients [9].

Mevertheless, data on mortality in NF1 are limited.
Qur am was to evaluate mortdity in a large cohort of
patients with NF1 seen in France between 1980 and
2006. We computed standardized mortality ratios
(EMBs). We evaluated risk factors for death and causes
of death.

Patients and Methods
Definitions and study cohort
The study cohort was composaed of consscutive patients
meeting MIH criteria for NF1 [2] who were referred to
the hospital departments of the Paris conurbation that
constitute the National French Referral Center for
Meurofibromatoses (dermatology departments at the
Henri Mondor and Mecker-Enfants Malades hospitals
and neuropediatric department at the Trousseau hospi-
ta). We identified NF1 patients referred to these depart-
ments between fnuary 1, 1980, and December 31, 2008,
in the NF1 Metwork Database maintained by the
Mational French Hospital Database (PMSl). Data from
all sources were linked and compared to eliminate
duplications and resolve discrepancies.

The study was gpproved by the lle-de-France | X ethics
committee, Paris, France. The study complied with
Hedsinki guiddines.

Data collection

For each patient, age at the beginning of the study per-
iod, sex, and clinical features were abstracted from the
medical charts and/or database. Detailled information
was available on the carding dermatological fealures of
MF1 (café-au-lait spots, freckles, Lisch nodules, and
cutanecus and plexiform neurofibromas). We also
recorded the following features as present or absent;

Page 2 of 8

orthopedic complications (scoliosis and pseudosthrosis),
neurclogical sbnormalities (hydrocephaus and high T2
signal intensity lesions on magnetic resonance imaging
of the brain), and rena artery stenosis. We recorded al
available data on tumors known to occur frequently in
MF1 patients (centra nervous systerns tumors, MPNST s,
and pheochromocylomas).

Martality assessment

Cur goal was to determine vital status as of December
31, 2006, We first consulted the medical records and
network database. Then, we searched the Mational
French Mortality Database (INSERM CépiDC) for infor-
mation on patients whose place of birth was known; we
checked this information by calling the town hall of the
place of birth. Finally, we sought to contact patients by
phone and mail. Patients whose vital status was still
unknown after these three steps were classified as hav-
ing an unknown vital status (unknownV'S group) and
other patients as having a known vital status (knownV's

group) (Figure 1).

Statistical analysis

Data were double entered and analyzed using STATA
software version 11 (Stata Corporation, College Station,
TX). Quantitative variables are reported as median
(rance) and qualitative variables as number (%,

We compared the unknownV's and knownV's groups
using univariate analysis (chi-square test, or Fisher exact
test where sppropriate, and nonparametric Mann-¥Whit-
ney test). Because age influences the prevalence and
number of NF1 features as café-au-lait spots and neuro-
fibromas, we computed age-adjusted odds ratios (a0Rs)
with their 95% confidence intervals (25%C1 s} separately
for each variable. In the known''S group, we computed
the standardized mortality ratio (SMR) as the ratio of
observed over expected deaths MR values grester than
1 with a Cl that does not include 1 indicate excess mor-
tality. The expected number of deaths was obtained by
applying the mortality rates in France from 1980 to
2006 (by 5-year age groups and S-year calendar periods,
separately in femaes and males) to the appropriate per-
son-years in the cohort. We considered the following
age groups: younger than 10 years, 10-20 years, 20-40
vears, 40-60 years, and 60 years or older. The 95%CI of
the SMR was computed assuming a Poisson distribution
[10]. The chi-square test of dispersion of the Poisson
distribution was calculated. Sensitivity analyses were
performed. First, to avoid overestimation of mortality,
we computed the SMR for the overall cohort, assuming
that patients in the unknownVs group were alive on
December 31, 2006, Second, to minimize survivorship
hias (bias related to underestimation of mortality in
childhood due to patient attrition), we computed the
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NF1 paticnts included in the cohort
from 1980 to 2006

n=1895

T

Vital status from medical records and
darabase

S ==

known, n=547 Unknown, n=1 348

Place of birth

e

Unknown, n=980

l

Phone or mail contact

S

Mo answer, n=669

Known, n=368

Answer, n=311

Known vital status, n=1226 (64.7%) Unknown vital status, m=668 (35 .3%)

O

Alive Deceased

n=115% (94 5%) =67 (5.5%%)

Figure 1 Flow chart of the vital status of patients with NF1 cohort seen betwesn 18980 and 2005,
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SMR for patients who were born after Bnuary 1, 1980,
the beginning of our study period.

Results

Sudy cohort

Between Jnuary 1, 1980, and December 31, 2006, 1895
MF1 patients were seen al the Mationa French Referral
Center for Meurcfibromatoses. Their median follow-up
was 6.8 years [0.4-206]. At inclusion, median age was
17.7 [0-78] years, and 549 (44.8%) patients were younger
than 18 years (Table 1). At the end of the study period,
median age was 25.9 vears [2-82].

Vital status was known for 1226 (B5%) of the 1895
patients (Figure 1). At last follow-up, patients in the
unknown''S group had a median age of 254 vears [0.2-
B8] (Table 1). Compared to the unknownV'S group, the
known''S group had significantly higher prevalence of
freckles (aOR,1.7; 95%CI, 1.3-2.2) and MPNSTs (aDR,
2.7, 95%LCI, 1.6-4.7) (Table 1). The prevalence of optic
pathway gliomas was nonsignificantly higher in the
knewnV'S group (OR, 1.3, 95% CI, 0.8-1.7: P = 0.11).

Of the 1226 patients in the known''S group, 1 159
(54.5%) survived and 67 (5.5%) died.

Causes of death

The median age at death was 31.7 years [0-79.9], and
46.3% of patients who died were males. We did not
reported any death from the same family. Compared to

Page 4 of &

survivors, nonsurvivors had non significantly fewer
café-au-lait spots (a0OR, 0.6; 95%CI, 0.3-1.1]) and sgnifi-
cantly more neurofibromas (a0R, 3.1; 95%CI, 1.2-8.4),
plexiform neurofibromas (aOR, 1.8; 95%CI1, 1.1-3.0),
MPMSTs (a0R, 31.2; 95%CI, 17.4-55.9,) and pheochro-
mocylomas (a0R, 4.3, 95%CI1, 1.1-16.3; Table 2).

The cause of death was known for 58 (B6.6%) patients
and was related to NF1 in 56 (96.6%) of them. These
fatal complications of NF1 included MPMN5STs (n = 33,
60%), central nervous system tumaors (n = 8, 14%), spinal
cord compression by neurofibromas (n = 2, 3%}, organ
compression by neurcfibromas (n = 5, 9%), and pheo-
chromocytomas (n = 2, 3%).

Sandardized mortality ratios
Compared to the general population, overall mortality
was significantly increased in the MF1 cohort (SMR, 2.02;
95%C1, 16-26; P < 107", The excess maortality was found
in two age groups, 10-20 years (SMR, 5.2; 95%C1, 26-9.3;
P < 10°*) and 20-40 years (SMR, 4.1; 95%Cl, 28-5.8, P <
10 ; Table 3). Sgnificant excess mortality was observed
in both males (MR, 1.8, 95% CI, 1.2-25;, P = 0.01) and
females (SMR, 2.9; 95%CI: 2.0-4.0; P< 10*; Table 4). In
the 10-20 year age group, mortality is higher in females
[SME, 12.6; 95%CI, 5.7-23.9) than in males (SMR, 1.8;
95%Cl 0.2-64),

Assuming that patients in the unknownV'S group were
dive at last follow-up did not substantially change the

Table 1 Characteristics of the NF1 patients according to whether their vital status was known or unknown

Qinical features®

Mo (%)t
Age, years (n = 1803) 250 2850
Male gender (n = 1 884) 574 {dT)
Familid case {n = 1382) 515 {57)
At leeet 6 café-mHat spots m = 1888) 1 D4 (B6)
Freckes (n = 1 871) 1 043 (86)
Meurofibromas (n = 1879) 823 {76)
Rexiform neurofibromas (n = 1865) 361 (30
Lisch nodules {n = 1463 362 a0
Fenal artery denoss m = 1361) 201
Seoliogs n = 1373) 231 {25)
Morwnion (n = 1835) 45 44)
Hydromphalus (n = 1827) 3243
CERl [ = &) 210 {30
Cptic pathway glioma (n = 1812) 161 {14)
MIFMSTS (= 1842) BT

Pheochromocytoma (n = 1836) 13{1)

KnownVs group n = 1226

UnknawnS group OR (95%00) T P value
Mo (%)

254 [02-68]0 - 014
304 (48) 08 {18-1.1) Q57
274 (57) 1.0 {0813 005
584 (BT) 08 {07-12) 056
509 (TE) 17 (13-23) =1
495 (75) 10 {0:8-1.3) 0BT
175 (27) 12 [08-14) 020
204 (40 1.1 [D812) 087

30 07 [D231) 00
104 (24) 1.1 ([DE14) 07z
203 12 {07-20) 087
2 07 {0412 02z
105 (38) 10 {07-14) 096
B9 (1) 13{0817) 011
16 (3) 27 (1547} <
Tl 13 [05-37) 061

Abbraviations VWS vital status OF, odds ratio; 95%0, %5% confidance intarval; OB, high T2-signal inensty lesions on magnetic resonance imaging of tha brain;

MIFMST, malgnant periphersl nerve gheath bumer.

* Values in parenthesss are tha numbars of patiants for whom data wera availabla,
vAge at the end of the study period in patients whoss vital sabus was known and age &l last follow-Up in Thoss whoss vital Status was uwknown Salus

1 Parcaniages may not todal 100, bacause of missing data,
1The OFs were adjustad for age.
Ceata are nurmbers () or median [range].
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Table 2 Characteristics of the survivers and nonsurvivors among the 1226 NF1 patients whose vital status was known

Qinical features” Survivars
n= 1159
Mo (%)
Age, years, median [range] 255 [2-74)
Male gendes 548 4T
Famnilidl case {n = B97) 448 (58)
At leest 6 café-audat spots (1220 o5 (85
Frecdes (n = 1217) 05 (B5)
Meurofibromas jn = 1215} BE3 (75)
Pexdfiorm neurofibromas (n = 12089) 333 29y
Lisch nodules (n = 954} D6 (40)
Renal artery stenosis (n = 601) 5 (1)
Sooliosis jn = 534) 222 (25)
Monunion {n = 1 184) 43 i)
Hydroephalus (n = 1 190) i
QM [ = 526) 202 (40)
Optic pathwvay glioma (n = 11728 151 (13)
MEMST (n = 1196) 44 i)

Fheochmomocytoma n = 1193) {1

Monssrvivars OR P value®
m= 67 (95%C1E
Mo (3T
317 (080 0008
31 198) 10 [0E1T) 0.8
17 i53) 07 (0314 D62
4B [74) 06 {0311 007
58 (38) 11 {05-24) 074
B0 (30 31 (1284 o
28 (A7) 18 (11-30) o0
16 (a0 09 {05-13) 0B
00 - 060
9 (18) 06 {03-13) 023
2(3 07 {02-32) 070
1§2) 06 (01-44) 060
8 (30) 05 (0315) 030
1117 12 (0628 0.55
36 (55) 2 (174-559) <10
315 43 (1.1-16.3) 03

Abbraviations OR, ods ratio; 95%0, #5% confidance intarval; OBMI, high T2-signal intansity lesions on magnatic resonance imeging of the brain; MPRST,

malignant peripheral nerve shealh fumar,

*velues i parentheses are the numbers of patiants for whom data were avallabla.

Percentages may not total 100, because of missing data,
1The OFS ware adjusted for aga,
Data are numbars (%) or median [range].

excess mortality in patients aged 10 fo 20 years (SME,
3.3, B5%CI, 1.6-5.8;, P = 0.01) or 20 to 40 years (SMR,
2.4; 95%CI, 1.6-3.4; P = 0.001). When we confined the
analysis to the 633 patients born after January 1, 1980,
we found excess mortality in patients aged 10 to 30
years (SMR, 3.9; 95%CI, 2.3-6.3; P < 10™). The excess
mortality in this subgroup seemed higher than in the
overdl cohort.

Discussion

Significant excess mortality was found in our overall
cohort and in the subgroups aged 10 to 20 and 20 to 40
years, We did not find excess mortality in the subgroups
aged more than 40, 1t could be relaled to lack of power
due to avery low number of persons over 60, Excess
mortality was significant in both females and males; in
the 10-20 year age group, excess mortality was signifi-
cantly higher in the females than in the males, The vast

majority of deaths were due to malignancies and other
complications of MF1.

We retrospectively identified consecutive NF1 patients
referred to the French Mational Referral Center for MNeu-
rofibromatoses. An important strength of our study is
that all patients had a definitive diagnosis of NF1.
Furthermore, the overall prevalence of NF1 manifests-
tions in our cohort was consistent with previous reports,
[11] indicating that our cohort was representative of the
MF1 population. We used multiple sources of informa-
tion to determine vital stalus. Nevertheless, vital status
was known for only about two-thirds of the patients,
which may have resulted in information bias. However,
to avoid overestimating maortality, we conducted an ana
lysis assuming that all patients whose vital status was
unknown were alive at last follow-up. We again found
sgnificant excess mortality among NF1 patients aged 10
to 40 years compared to the general population.

Table 3 Mumber of deaths (n) and SMRs among the NF1 patients by age group

Age, years Parson- Years Observed Deaths
<10 11 8055 4
1010 <20 475 11
20 to =40 10 385 31
40 to <60 65T S 11
L] 480 10

Expected Deaths iR a5%0
42 088 0324
21 52 2693
Th 41 2B58
16 04 0517
77 13 0624

MR dandardized martality ralio (obssrved deslbs'epected deaths); 957501, 85%. confidence inlens.
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Table 4 Number of deaths (n) and SMRs among the NF1 patients, by age categories (years), by sex

Male

Age, Person- Ohbserved Expected MR 85%0

years Years Deaths Deaths
=10 55685 1 18 06 001-31
10t =20 4000 2 11 18 0264
20 o =40 42625 13 44 43 2667
40 o <60 12725 3 55 0 032
260 hLvad £ 48 0a 0221

Another limitation of our study is the retrospective
design, which may have resulted in survivorship bias
with underestimation of mortaity due to higher values
for both patient attrition and mortality in the older
patients, However, when we conducted an analysis con-
fined to patients born after the beginning of our study
period, we ill found significant excess mortality com-
pared to the general population. Finally, our hospital-
based recruitment may have led to a bias toward
patients with more severe forms of NF1 and, therefore,
to overestimation of the SM R, However, our findings
are consistent with previous reports [4,5.9].

Among the 58 patients who died and in whom the
cause of death was known, 56 died from NF1 complica-
tions, chiefly maignancies (MPNSTs in 60% and cere-
bral tumors in 14%). Our results are consistent with
those of a prospective study of the incidence of cancer
in NF1 patients in the UK [8]. In this study, the overall
risk of cancer was 2.7 times higher in NF1 patients than
in the general population, and increases were found in
central nervous system tumors and connective tissue
tumors, as well as in breast cancer in women younger
than 50 years (standardized incidence ratio, 4; 95%CI,
1.1-10.3). The risk of mortality related to breast cancer
was not reported. In our study, we did not assess the
prevalence of breast cancer, which was not the reported
cause of death in any of the patients, Similarly, in a
death certificate study done in the US, NF1 patients
were 34 times more likely to have a malignant connec-
tive or other soft tissue neoplasm listed on their death
certificate than patients without NF1 [9]. The propor-
tionate mortality ratios for malignancies were 6.07 for
patients who died between 10 and 19 years of age and
4.93 for those who died between 20 and 29 yesrs of age
Proportionate mortality ratios were also increased for
centra nervous systemn tumors and vascular disesse. The
authors concluded that the impact of NF1 on mortality
from malignancies and vascular disease was focused on
patients younger than 40 vears of age [9]. In our cohort,
cardiovascular disease was not reported as a cause of
death. Our chart review did not assess cardiovascular
morbidity and we also did not estimate the cardiovascu-
lar risk in NF1 patients.

Page 6 of 8
Female

Person- Obsarved Eepected IR 95%0

Years Deaths Deaths
6336 3 18 1.7 0348
4875 8 or 126 5¥-238
81325 12 25 AT 2482
2385 8 48 13 0527
TS 8 27 23 0a45

In our study, MPNSTs were the leading cause of death
(n = 33, 60%). NF1 is widely recognized as a risk factor
for MPMNST s, and the lifetime rigk of MPNSTs in NF1
patients has been estimated at 8% 13% [1,12]. In an ear-
lier study, we also found that MPMST was the main
cause of death and that risk factors for MPMST were
the absence of cutaneous neurofibromas, presence of at
least two subcutaneous neurofibromas, and faciad asym-
metry [6]. Further studies confirmed that subcutaneous
neurofibromas predicted mortdity (OR, 3.6, 95%Cl, 1.2-
11.3) [7] and that internal plexiform neurofibromas
were strongly associated with MPNST (OR, 18.06; 95%
Cl, 4.55-T3.4) [13]. We did not have detaled informa-
tion on these fedlures in our patients and were therefore
unable to assess their potential relationship to mortality.
MNonsurvivors had fewer café-au-lait spots than did sur-
vivors. Furthermore, excess mortality was confined to
patients aged 10 to 40 years. These two variables are
among the four used in the NF1 score for predicting
internal neurofibromas (age =30 years, fewer than six
café-au-lait spots, no cutaneous neurofibromas, and two
ar more subcutaneous neurofibromas) [14]. Internal
neurofibromas are strongly associated with MPMNST s
[14].

In our study, median age at death was 31.7 years
[0-77.49], that is, considerably younger than in previous
studies. However, our patients were young, with a med-
ian age of 25.9 years at the time of the analysis. In a
Jepanese death certificate study, mean age & death from
neurcfibromatosis was 43 years, but MF1 and NF-2 were
not clearly separated [15]. In a death certificate study
done in the US, mean age at death in NF1 patients was
54.4 years, that is, 15.7 years younger than in the
general population [9]. In this study, the authors used
multiple-cause mortality files compiled from US death
certificales and identified 3770 cases of presumed NF1
among the 32 722 122 deaths recorded from 1983 to
1997 [9].

Mean age at death in our study was lower in females
than males, in keeping with an earlier study [5]. We also
found that excess mortality was significantly greater in
females than in males between 10 and 20 yvears of age, Sax
hormones may affect the NF1 phenotype, Immunoganing
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studies identified the progesterone receptor in neurofi-
bromas [16]. Furthermore, orthotopic xenografts of an
immaorta human NF1-derived Schwann cell line into
the sciatic nerves of female mice with severe combined
immunodeficiency produced MPNST s, and tumor cell
proliferation was decreased in ovariectomized mice
and restored by estrogen or progesterone replacement
therapy [17]. Additional experiments by the same
group supported a role for estrogen and progesterone
on the growth of MPNST obtained by xenografting
[18]. Finally, in vitro and in vivo studies on MPNST
cell lines or MPNST xenografts showed that tamoxifen
inhibited malignant cell growth in an estrogen-
receptor-independent manner [1,19].

In conclusion, our evaluation of SMRs indicates signif-
icant excess mortality in NF1 patients compared to the
general population. Although the retrospective design
and hospita-based recruitment are limitations of our
study, the predominance of cancer among causes of
death is consistent with earlier work. We found that
excess mortality was confined to the 10-40 year age
group and that females in the 10-20 yesr age group had
significantly greater excess mortality than males. Addi-
tional studies following our cohort ageing might accu-
rately assess mortality above 40 years in NF1 patients.
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Abstract

Objectives: To asess asodations between subcutaneous neurofibromas (SC-NFs) and intema neurofibromas in
patients with neurofibromatoss type 1 (NF-1) and to determine whether the association between SC-NFs and
peripheral neuropathy was ascribable to interma neurofibromas.

FPatients and methods: Prospective multicentre case-control study. Between 2005 and 2008, 110 NF-1 adults
having two or more S3C-NFs were individually matched for age, sex and hospital with 110 controls who had no -
MF, Patients underwent standardized MR of the spinal cord, nenve roots and sciatic nerves and an
electrophysiclogical study. Analyses used adjusted multinomial logistic regression (OFa) to estimate the nsk of the
presence of intemal neurcfibromas or perpheral neuropathies associated with patients presented 2 to 9 SCNFs, at
least 10 3C-NFs as compared to patients without any (referential category).

Fesults: Cases had a mean age of 41 (+ 13) years; 85 (80%) had two to nine SC-NFs and 21 (199%) at leadt ten SC-
MFs. SC-MFs were more gtrongly associated with internal neurofibromas in patients with ten or more SC-NFs than

MR
Registration details: ORPHABE301

in patients with fewer NF3Cs (eg., sciatic nerve, aOR = 291 [85 to 100] vs 4.3 [21 to 90]). The association with
SC-MFs was stronger for diffuse, intradural, and = 3 cm intema neurofibromas than with other intermal
neurafibromas. Axonal neuropathy with slowed conduction velocities (S2V) was more stirongly associated with
having at least ten SCNFs (aOR = 299, 55 to 162.3) than with having fewer SCNFs (a0R = 44, 09 to 220).
Bivariate analyses showed that the assodation between axona neuropathy with S0V and sciatic neurofibromas was
mediated by the association between SC-NFs and sciatic neurcfibromas

Conclusion: The at-risk phenotype of NF-1 patients (e, NF-1 patients with SC-NFs) is ascribable to associations
linking SC-MFs to interna neurofibromas & risk for malignant transformation and to axonal neuropathies with
dowed conduction velocities. Awona neuropathies with S0V are particularly commaon in patients with at least ten

Introduction

Meurofibromatosis type 1 (MF-1 [MIM 162200]) is a
common autesomal dominant disorder associated with
increased morbidity and mortality(1). Meurofibromas are
the halmark of NF1. They are benign tumors that arise
from connective tissue of nerve sheaths, especidly the

* Comespondence: sylviebasbuji-garini@mnephpfr

T Contributed equalhy

Tinihversité Paris Bt (UPED), LG Baa395 (Laboratalre d'imvestigation Clinkgue),
F-84010 Cridteil, Framo

Fuill ligt of author information is availsble at the end of the aride

() BioMed Central

endoneurium, We used the classification proposed by
Riccardi which defines four categories of neurofibromas
[2]): (i} cutaneous neurofibromas, presenting as an exo-
phytoc tumor moving with the skin on examination, (i)
subcutaneous neurofibromas that lie deeper in the skin,
do not move with it, are firm to palpation and may be
tender {iii} internal or deep neurofibromas may involve
any nerve anywhere along its length and are not pal-
pated. They are therefore identified later in their course
of growth (iv) plexiform neurofibromas may involve
multiple fascicles and branches, and extend into

2011 Shidian et a; Ncenses BoMed Cerdral Lid, This is an Open Access artide distributed under the tarms of the Creative Commons
Adtribution Licenss Hitpsoealivecommengang) Boerdess by 20), which pemils unresricled use, digribulion, & reprodudion in
any mexdium, provided the origing work is property ciled.
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surrcunding structures. Clinical investigation identifies
thickened hypertrophic skin, hyperpigmentation of tis-
sue and subcutaneous tumor [2,3).

Subcutaneous neurofibromas (SC-MFs) were indepen-
dently associated with mortality among adults with NF-
1in two independent populations from France [4] and
Marth America [5]. The main causss of death were
spinal cord compression by internal neurofibromas and
malignant peripheral nerve-sheath tumours (MPMNST 5)
developed from pre-existing internal neurofibromas
[4.5]. A recent study demonstrated that having at least
two S0-MNFs was independently associated with having
internal mneurofibromas [6]. However, this association
needs to be characterised in detail, Furthermore, a
strong association between peripheral neuropathy and
SC-NFs has been reported [7]. We hypothesized that
this association was related to an association between
SC-NFs and internal neurofibromas located along the
nerve roots.

The primary objective of this prospective matched
case-control study was to characterise the association
between SC-NFs and internd neurofibromas in patients
routingly investigated with magnetic resonance imaging
(MRI}, the most sensitive method for detecting internal
neurcfibromas and assessing their festures (eg., type,
distribution, location, and size). The secondary objective
was to determine whether peripheral neuropathy was
associated with having interna neurcfibromas dong the
nerve roots Peripheral neuropathy was detected using a
routine dectrophysiologica study.

Patients And Methods

Sudy design

This case-control study was conducted prospectively
from February 2005 to December 2008 in three hospital
centres in France, For a type 1 error of 0,05, 100 cases
and 100 controls provided 90% power for detecting
odds ratios (ORs) greater than 3 for factors having a
20% prevalence in the general population of adults with
MF-1. We decided to select 110 cases and 110 controls
to allow for some patients being excluded secondarily
(e.g., because of contraindications to MRI). Controls
were matched individually to cases on age (+ 3 years),
sex, and hospita. The study was approved by the lle-de-
France |X (Faris, France) ethics committes, and all cases
and controls gave their informed consent.

Cases

The cases were identified among adults with NF-1 in
our NF-network database. They met diagnostic criteria
for MF-1 established at the Mationd Institutes of Hedth
Consensus Development Conference (n = 1 099) [8].
Among patients aged 17 years or older (n = 748), we
included probands and patients with sporadic dissase (n

Page 2 of &

= 515) who had at least two SC-NFs (n = 192), defined
a5 papable nodules along periphera nerves under the
skin. We did not include patients having less than two
SC-NFs (n = 259), pregnant women, and patients with
contrandications to MR (eg. cardiac pacemaker, ferro-
magnetic or electronically operated stapedial implant,
haemostatic clip, or metalic splinters) (n = 64).

Amaong these 192 potential casses, 110 cases were
sglected at random for study indusion.

Controls

Far each case, we looked for a contral individually
matched on age, sex, and centre in the NF-netwark
database, Potential controls were probands or sporadic
MF-1 patients who were at least 17 years old and had
ng SC-MFs and no contraindications to MRl When we
found several controls appropriate for the same case, we
sglected one at random. Thus, 110 controls were
selected.

Data collection

Data, including demographic information (age, sex and
body mass index) and clinical features were collected
during routine clinical assessments at the neurofibroma
tosls clinics by one dermatologist at each centre (SF,
PC, 8B) (Table 1). The skin lesions were described in
detail: number of café-au-lait spots, cutaneous neurofi-
bromas (0, 1, 2-9, 10-98, 2100}, and SC-NFs (0, 2-9, 10-
88, 2100); and count and location of plexiform neurofi-
bromas defined as benign peripheral nerve-sheath
tumours involving multiple nerve fascicles or branches

Table 1 Characteristics of adults with at least two
subcutaneous neurafibromas (cases) and controls

Qinical features Casesn = Contrals n = p
106 102 walug*

Matching variakles

Fomale goender 62 (59 62 [&1)

Age (years) 41 13 41 (& 14)

Qinical variables

Familid cass 56 (47) 56 (45) 076

Mo cutaneous neurcfibromsas 13 {12) 4 4} 003

Pexiform neurofibromas 66 (B2) 49 (48) o

Large café-a-al spots BE i+ 48) 101 (& 10.1) onr

(numbier)

Mo freckes 21 (20) 12 (12) an

Lisch nodules. 48 (81) 45 [80) 0ag

Erolinsis 46 (43) 42 (1) a7s

Headache 38 (36) 41 (40) ns2

Epdepsy 2(@2) 2¢2) 097

Leaming dissbilities 5B (57) 52 (49) 024

*p walue oblaned using chi-agquare tesl or Rsher exact of non-parametnic
Fruskal-Wallis test as eppropeiata
Dt are numbers (%) or means £ 1 sandand deviation
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of major peripheral nerves. Most of the plexiform neu-
rofibromas were cutaneous or subcutaneous and were
identified clinicaly. Other items were coded as present
or absent. Orthopaedic complications (scoliosis), neuro-
logical sbnormalities (headache, epilepsy, learning dis-
abilities), and endocrinological disorders (hypertension)
were aso recorded.

|dentification and characterisation of internal
neurafibromas

All cases and controls had a standardized MBI study of
the spina cord, nerve rools, and scatic nerve. MRl was
performed using a field strength of 1.5-T. T1- and T2-
weighted nonenhanced sequences (coronal plane)
including short-tau inversion-recovery (57| R) sequences
were acquired using a slice thickness of 4 mm with no
gap. The image matrix was 512/256. Three coronal
images {cervico-thoracic spine, thoraco-lumbo-sacral
sping, and pelvis'thighs) were acquired to characterize
the interna neurofibromas. MRl data were reviewed by
a senior radiologist (PB) who was unaware of the dinical
features. We recorded the presence of interna neurofi-
bromas, their type (along the spinal cord or sciatic
nerve roots), their distribution (focal or diffuse), their
size (< 3 cm or 23 om), and ther location (intradura or
extradurd ).

Bectrophysiological study

All cases and controls underwent a standardized dlectro-
physiological study to look for periphera neuropathy.
The investigation included sensory motor nerve conduc-
tion study for the superficial/ deep peroned nerves and
the sural/tibial nerves at both lower limbs and for the
median and ulnar nerves al one upper limb, The elec-
trophysiclogical data were reviewed by a senior physiol-
ogist {JPL) who was unaware of the clinical features,
Patients were classified as having either no neuropathy
(normal nerve conduction study) or an axonal distal,
sensory-predominant polyneuropathy (characterized by a
bilateral and symmetric reduction of sensory nerve
action potential amplitude at the lower limbs with less
marked abnormaities regarding motor nerve conduction
parameters and upper limb results). Among axond neu-
ropathies, we differentiated those with and without slo-
wed conduction velocities (SCVs). Neuropathies with
and without SCV's shared the same presentation in
terms of action potentia amplitude reduction, but neu-
ropathies with SCWs additionally showed moderate but
diffuse decrease of motor nerve conductions, very
homogeneoudy, without any increassd temporal disper-
sion or conduction block. Therefore, we assumed that
neuropathies with SCVs were primarily axonal because
they did not present any relevant criteria in favour of a
demyeinating process [9]. We aso defermined the pre-
sence of proximal/nerve root involvement ("radiculopa-
thy") according to a selective alteration (absence or
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prolonged latency) of the F-waves and H-reflexes at the
lower limbs.

Satistical analysis
Data were double-keyboarded and analysed using
STATA software version 11 (Rata Corporation, College
Station, TX, USA). All tests were two-tailed and p
values = (.05 were considered statistically significant.
Cluantitative variables are reported as mean + standard
deviation (30 and qualitative variables as number (%49,
First, we compared cases and controls using univariate
analyss (chi-square test or Fisher exact test as appropri-
ate), Then, logistic regression models were used to esti-
mate QORs adjusted for matching variables (aQRs) with
their 25% confidence intervals (95%C1s) for each charac-
teristic of internal neurcfibromas (spinal cord or sciatic
nerve root, intra or extradural, diffuse or foca, size, and
size category < 3 cm or 23 cm). Smilarly, we estimated
a0Rs with their 95%C|s separately for each type of per-
ipheral neuropathy and radiculopathy. Then, to test our
hypothesis that the association between SC-WNFs and per-
ipheral neuropathy was related to interna neurofibromas
dong the nerve roots, bivariate andyses incuding periph-
eral neuropathies and internal neurofibromas were per-
formed. Finally, to assess whether the number of SC-NFs
was associated with internal neurofibromas and/ or per-
ipheral neuropathy, cases were cassified into two groups
based on whether they had two to nine SC-NFs or at
least ten SC-MFs. The, risk associated with each of thess
categories versus the controls (no 3C-NFs) was estimat ed
using adjusted multinomial leogistic regression (aOR).
Control patients were the referential category.

Results
Between 2005 and 2008, 110 cases were matched for
age, sex, and hospital to 110 MF-1 controls, Four cases
and eight controls were excluded secondarily because
their MR scans were not interprefable. Table 1 reports
the characteristics of the 106 cases and 102 controls.
The cases had a mean age of 41 (+ 13) years, 59% were
femades, 85 (80%) had two to nine SC-MFs and 21 (19%)
at least ten SC-MFs. There were no significant differ-
ences between cases and controls for age and sex
(matching variables) or dinical features (eg., dermatolo-
gical characteristics, orthopaedic complications, and
neurclogical abnormalities) except the cutaneous and
plexiform neurofibromas. Significantly greater propor-
tions of cases than controls had no cutaneous neurofi-
bromas (p = 0.03) and at least one plexiform
neurofibroma (p = 0.04), Cases had fewer large café-au-
lait spots compared to controls but the difference was
not statistically significant (p = 0.07).

Table 2 summarises the results of the univariate analy-
sis, The presence of SC-NFs was strongly associated
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Table 2 Presence of internal neurofibromas in cases and controls

Cases, no= 106 (3%) Controls, n = 102 (%) Odds Ratio® (25%0) p value™
Paraspinal neurcfibromas 54 (51) 20 (20) 43 (22-82) = 10t
Distribution
Mone 52 (43) B2 (81) 1
Focd 25 (25) 16 (15) 26 (12 - 53)
Diffuse 28 (26) 4 {4 147 (38 - 57.3) = 10
Location
Mone 52 (43) B2 (81) 1
Exradural 37 (35) 17 (16) 32 (16 - 64)
Intraduiral 17 (16) 33 B (23 - 339 < 1
Size
Mo 52 (48) g2 (81) 1
= Jom 30 (28) 14 (14 34 (16-72)
z3em 24(23) & (5) B3 (23- 174) <
Sciatic neurofibromas 50 (47} 13{13) 6.1(2.8-13.0) =10
Distribution
Mone 63 (60) a0 {8g) 1
Focd 15 (14} a9 27 (11 - 68)
Diffuse 28 (26) 3@ 154 (41 - 58.7) = 10!
Sire
More 55 (53) £ (88) 1
< 3cm () a9 58 (25 - 138)
=3 em 17 (16) 4 (4 BA (21- 222) < 1

* Cuds ratio with #5% confidanca intarval (85% ) by logistic reqression adjusted for matching veriebles (age, sex, hospital)

**p vialue from logislic regresson

with having paraspinal neurofibromas (aOR. 4.3; 95%CI,
2.2 to 8.2) and sciatic neurofibromas (a0R, 6.1; 95%CI,
2.9 to 13). The associations tended to be stronger for
diffuse vs. focal paraspinal neurofibromas, intradura vs,
extradural neurcfibromas, and interna neurofibromas
measuring at least 3 cm vs less than 3 cm. Smilarly, for
sciatic neurofibromas, diffuse distribution and tumour
size of at least 3 cm showed trends toward stronger
associations with SC-NFs than focal distribution and
size smaller than 3 cm, respectively. Finaly, the pre-
sence of axona neuropathy with SCVs was significantly
associated with having SC-MFs (a0OR, 7.7; 85%Cl, 16 to
36.6) (Table 3).

Radiculopathies were not significantly associated with
the presence of SC-NFs (Table 3).

The joint analysis identified no interactions betwesn
variables associated with the presence of SC-NFs. A
strong association was found between the presence of
sciatic neurcfibromas and that of axonal neuropathy with
SCVs(a0DR = 221, 95%Cl, 4.2 to 115.3). In the bivariate
analysis including axonal neuropathy with S30Ws and sciar
tic neurofibromas, axonal neuropathy with SCVswas no
longer associated with SC-NFs (a0R, 3.0, 85%C1, 06 to
15.1; p = 0.18). The association between axona neuropa
thy with SCVs and SC-NFs persisted only in the sub-
group with sciatic neurcfibromas (a0R, 2.00; 95%CI, 1.01
to 4.12; vs. a0OR, 0.69; 95%C1, 0.24 to 412 in the sub-
group without scigtic neurofibromas). Thus, the associa
tion between SC-NF and axonal neuropathy with SCVs
was due to the presence of internal scatic neurofibromas.

Table 3 Presence of peripheral neuropathies in cases and controls

Cases n = 106 (%) Contrals n = 102 (%) Qdds Ratio® (95%0) p {chi®)
Peripharal Meauropathies
rone 85 (BO) o4 (52) 1 0009
annd T B (8} 13404 - 40)
anna with 3045 14 (13) 202 77 (16 - 366)
Fadiculopathies 24 (23 14 (14} 12402 - 38) 0

*Cdds ratio with 86% confidence interval (35% Q) by logidic regresson adjusted for malching variables (age, s hospital)

** dlowed conduction velocities
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In the multinomial logistic regression analyss, patients
with at least ten SC-NFs had a significantly higher risk
of paraspina neurofibromas (a0R, 82; 95%Cl, 104 to
647.9) compared to patients with two to nine SC-NFs
(#0R, 2.7; 95%CI, 1.4 to 5.3) (Figure 1). This dose-effect
relationship was observed for distribution, location, and
sze (Figure 1, Table 4). Smilar dose-effect relationships
were found for sciatic neurofibromas, particularly
regarding distribution, location, size (Figure 1, Table 4).
Finally, axona neuropathies with SCVs were more com-
mon in patients with at least ten SC-NFs (a0R, 29.9;
85%C1, 5.5 to 162.3) than in patients with two to nine
SC-NFs (a0R, 4.4; 95%C1, 0.9 to 22.0) (Figure 1).

Discussion

This study shows that sub-cutaneous neurofibromas
were significantly associated with having paraspinal and
sciatic neurofibromas detected by routing MRI. The
strength of the association tended to be higher when the
paraspinal and scigic neurofibromas were diffuse, intra-
dural, and at least 3 cm in diameter. Moreover, para
spinal and sciatic neurcfibromas were significantly more
common in patients having at least ten SC-NFs than in
patients having two to nine SC-NFs A dose-effect rela
tionship was dso found for distribution, location, and
size of the interna neurofibromas. Finaly, our data indi-
cate that the strong association between SC-NFs and
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axonal neuropathy with SCVs is due to the association
betwesn SC-MNFs and internal neurofibromas.

Meurofibromatosis-1 (MF1) is a common dissase with
an increased propensity for developing both benign and
malignant tumaors [10]. MF1 has been reported to be
associsted with a 15-year decrease in life expectancy [1].
One of the @ams of the Réseau NF-France was to iden-
tify clinical predictive factors for maortality, in order to
better adjust the follow up and propose new treatments
for digible patients. We previoudy demonstrated in two
different NF1 populations, from France [4] and Morth
America [5], that the presence of at least 2 subcuta-
neous neurcfibromas was associated with a higher risk
of death, The man causes of desth were compression of
neighboring organs due to internal neurcfibromas, and
malignant peripheral nerve-sheath tumours developing
from preexisting interna neurofibromas.

The main concern in the long-term clinical manage-
ment of adults with NF-1 is the identification of patients
at high risk for MPNST s developed from pre-existing
internal neurofibromas. At present, no effective tresat-
ment is available for MPNST untreatable by surgery.
Mew treatments are usually approved based on proof of
efficacy in a controlled trial. When conducting con-
trolled trials, an important consideration is patient selec-
tion bassd on severity of illness. Controlled trials in
adults with MF-1 should target patients who have a

W10 SCNF =i

W LS80 NFin=21}

Poasgrim il Mot ilrem as s +
Eazal * 4
Dfface - *
Intra.dural = *
Extra-dural g
Tosier woume < Jem *
Tumst vooume 2 Jem ] =
Soiwtic Menrofibreinas - E 2
Diffuse ™ &
Toner vonme = 3em . *
Tumer vonme 2 3em L] *
Sl vioril @il Uimin v el ey axdial Mo ailiies - *
T

Adjusted OddsRatio]950% CT) legarilbonic seale

Figure 1 Odds ratics (ORs) with their 95% confidence intervals for several types of internal neurofibromas and peripheral
neuropathies in patients with two to nine subotaneous neurofibromas (SC-MFs) or ab least ten SC-MFs. The ORs azodated with each
type of intema neurofibroma and periphera neuropathy were egtimated using multinomia logistic regression adpusted for the matching
variables (age, s, and cendre), ugng the conlrol group of patients with neuralibromaloss type 1 and no S0NFs {n = 102) a8 the relenence

categaory. OFs were log-trandformed.
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Table 4 Association between subcutaneous neurofibramas (SC-NFs) and several types of internal neurofibromas and

peripheral neurofibromas

Mo SC-NFs [n = 102) Cantrals

2-9 SC-NFs (n = B5) OR™ (95%C1)

210 SCNFs 0 = 21) OR™ (85%C)

Paraspina neurcfibromas 1 27 (14 -53) B2 (104 - 64T 9)
Distribution

o = 1 1

Focal 1 24 (12 - 80) 103 {09 - 1200)
Diffuesn 1 54 (14 - 204) 4520 (484 - S006.2)
Location

] - 1 1
Intracdural 1 AT (08 - 150) 1700 (256 - Z8498)
Extracural 24 (12 - 48) 450 (54 - 3742)
Size

MNone - 1 1

< 3cm 1 2311 -49) GRE (6 - 4940)
=3 cm 1 38 (14 - 104) 1367 (148 - 125349)
Seiatic neurofibramas 1 4.3 (21 -90) 291 (B.5 - 100.0)
Distribution

Mo - 1 1

Focal 1 29(12-70) -

Diffuese: 1 ET5-MT 268 16 - 1TTET)
Size

Nane - 1 1

= 3cm 1 42 (18 -98) 72 (T2 - 1032
=3 cm 1 47 (14 - 155) 334 (65 - 1676)
Neuropathies with S0V 1 4.4 (08 - 22) 208 (55 - 162.3)
"Reference ﬂ&gﬂl‘y

**Ocdds ralio wilth 95% confidence interval (B5%00) by mullinomial logeic regression adjusled for malching vanables (age, sax, hospital), usng the confrol graup
of patients with neurcfibromatods type 1 and no SC-NFa (n = 102) 85 the reference calegory.

*** Jawed conduclion velocties

high-risk phenolype defined by the presence of SC-MNF.
Patients with a high risk of interna neurofibromas must
be therefore identified as polential new therapies are
being developed. For instance, there are at least seven
phasa 11/ trials in which the internal neurofibromas
are being treated by targeted therapy such as ranibizu-
mab, niltotinib... (clinicaltrials.gov). In addition, we
believe that targeted therapy will be of greater efficacy
on non-transformed internal neurofibromas. At present
time, an annual careful clinical examination is recom-
mended for dl patients with NF1 in order to detect din-
ical symptoms associated with MPNST s such as pain,
neurclogical deficit and enlargement of a pre-existing
peripheral nerve sheath tumour [11]). Routine MREI
screening, which is highly reliable for detecting internal
neurafibromas. is nol recommended in patients without
the alarming clinical signs mentioned above [12]. It is
therefore critical to precisely clinically identify the
patients with the maximum likeihood of having internal
nedrafibromas and to cosaly follow them by it iterating
MBI, The first step is to assess recognizable clinical fea-
tures as potential predictors of meorbidity and mortality
in order to further improve the cinical management of

MF1. We recently developed a dinical score for predict-
ing the presence of internal neurofibromas in adults
with MF1. The NF1Score, computed via a linear combi-
nation of four variables (age = 30 years, fewer than six
café-au-lait spots, no cutaneous neurofibromas, and two
or more SC-NFs), can be used to accurately predict the
presence of internal neurofibromas in NF-1 patients and
help target patients for now emerging dinical trial [€].
The high point scoring of the NF1Score is the presence
of SC-MFs. SC-NFs were highly associated with having
internal neurofibromas (OR, 4.7; 95%CI, 2.1-10.5) [&].
The sacond step, our present work, was to confirm and
explan adetaled and unbiased characterisation of the
links between interna neurofibromas and SC-NFs. To
our knowledge, this was the first controlled study invol-
ving a detailed characterization of the relationship
between SC-MNFs, interna neurofibromas, and peripheral
neuropathies in adults with NF-1.

The interna validity of this study depends on many
factors, including the unbiassd recruitment of cases and
controls and the accuracy of the information obtained
about the presence of internal neurofibromas, MR, an
extremely reliable method for detecting internal
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neurcfibromas. was performed routingly in al our cases
and controls. Assessment bias was minimized by having
the MRI data reviewed by senior radiologist (PB) who
was unaware of the clinical data. Assessment bias was
minimized by having the electrophysiological data
reviewsd by senior physiologist (JPL) who was unaware
af the MRl data. Clinical information regarding the neu-
rapathy was not available. However, according to our
experience the diffuse symmelric peripheral neuropa-
thies related to MF-1 are asymptomatic or pauci-symp-
tornatic with minor sensory manifestations [7].

Aswith all hospital-based case-control studies, selec-
tion bias cannot be excluded. However, the prevalence
of the various clinical features in the cases were similar
to those in the controls (except for the number of cuta-
necus neurofibromas) and to those reported previously
in NF-1 patients, indicating that our study population
was representative of NF-1 patients [13). Regarding the
number of cutaneous neurofibromas, the association
linking the absence of cutaneous neurofibromas to the
presence of SC-NF is in agreement with a previous
study showing higher mortality among NF-1 patients
who had no cutaneous neurofibromas [4].

In summary, this study shows a strong association
between the presence of internal neurofibromas and
the presence of SC-MF. The increased risk in MF-1
patients with subcutaneous neurofibromas (high risk
phenotype) can be ascribed in part to the associations
between SC-NFs and internal neurofibromas (prone to
transformation to MPNSTs) and the presence of a
neurcpathy with SC\W's The prevaence of neurcpathy
with SCVs is particularly high in patients with at least
ten SC-NFs. To better understand the patho-physiclo-
gical processes in the high risk phenotype of NF-1
patients, the next step would be to perform genotype-
phenotype correlation studies. A more severe clinical
phenotype has been reported in NF1 patients carrying
genomic microdeletions invelving MF1 and surround-
ing gene compare to patients with mutations restricted
to the MF1 genes. A recent study confirmed in a large
cohort that NF1 microdeletion patients have a signifi-
cantly higher incidence of learning disabilities and
faciad dysmorphism than patients with intragenic MF1
mutation [14]. However no association were found
between SC-NFs and MPMNETs and NF1 microdeletion
patients,

Further studies are therefore needed to find others
genes beside NF1 implied in the internal NF develop-
ment. One of the maor aims of such studies would be
to identify key targets for novel drugs' development.
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NF-1Score: A Prediction Score for Internal
Neurofibromas in Neurofibromatosis-1

Emilie Shidian™?, Plerre Wolkenstein™3*, Laurence Valeyrie-Allanore’**, Diana Rodriguez®®57,
Smail Hadj-Rabia®®®, Salah Ferkal®'°, Jan-Philippe Lacour'", kan-Claude Leonard ™, Luc Taillandier'?,
Séphanie Sportich'®, Philippe Berbis™ and Sylvie Basiuji-Garin'**, Members of the NF France Network

MF-1is associated with a 15-year decrease in life expectancy. Internal neurofibromas are associated with increased
morbidity and mortality through malignant transformation and compression of neighboring organs. Our purpose
was to develop and to validate a clinical score for predicting internal neurofibramas in adults. The development
sample comprised 208 patients and the validation sample 191 patients. The score was developed using logistic
regression. Discrimination and calibration of the model were evaluated. Four variables were independently
associated with internal neurofibromas: at least two subcutaneous neurofibromas (odds ratio (OR)¥4.7,
[2.1-10.5]), age p 30 years (OR¥3.1, [1.4-6.8]), absence of cutaneous neurofibromas (OR 2.6, [0.97.5]), and fewer
than six café-au-lait spots (ORW20 [0.9-486]). The score computed by linear combination of the rounded
coefficients of these four variables ranged from 0 to 40 (mean, 128+ 10.8). The probability of internal
neurofibromas was computed as exp (A293p 0.11Score)exp (1p (A2.93p 0.115core)). Probabilities agreed well
with the observed frequencies indicating good calibration, and discrimination was adeguate (AUC-ROC, 0.75) in
both data sets. The presence of internal neurofibromas can be accurately predicted using a simple clinical score.
Further work will establish the score threshold that identifies patients at high risk for complications.
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INTRODUCTION

Meurofibromatosis-1 (NF-1 [MIM 162,200]) is a common
autosomal dominant disorder that is associated with both
morbidity and mortality (Rasmussen et al., 2001). Internal
neurofibromas are among the main causes of adverse
outcomes (Tucker et al., 2005). These tumors may causse
spinal cord compression, and about 10% of them undergo
transformation to malignant peripheral nerve-sheath tumors
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(MPMETs), which are among the main causes of death in
adults with NF-1 (Rasmussen et al., 2001). Internal neurofi-
bromas arise from the spinal nerve roots and may extend into
surrounding structures to involve multiple fascicles and
branches. They are generally asymptomatic (Tonsgard et al.,
1998), being identified only upon imaging studies. Accurate
data can be obtained using magnetic resonance imaging
(MRI), which shows large diffuse paraspinal tumors with high
sgnal intensty on T2-weighted and T2 fal-saturation images
contrasting with normal or, more often, low signal intensity
on T1-weighted images (Drouet et al., 2004; Mautrer et al.,
2006). Clinical indicators of malignancy are persistent or
increasing pain, enlargement of the tumor, and neurclogical
deficiencies (Valeyrie-Allanore et al., 2003). MPNSTs carry a
poor prognoss Diagnosis is often delayed, asimaging sludies
are not performed routinely as part of the follow-up of patients
with NF-1. Consequently, metasiatic spread is common and
survival is limited. The main prognostic factor may be tumor
sze, which governs the chances of curative surgery (Doom
et al., 1885) Therefore, an early diagnosis is a principal
objective. As MPN STs develop from internal neurofibromas, a
score predicting the pressnce of intemnal neurofibromas might
improve the early diagnosis of MPMETs as close monitoring
could be offered to patients with high-risk score values

The purposa of this study was to develop a clinical score
for predicting the presence of internal neurcfibromas in
patients with MNF-1 and to assess ils performance by
evaluating discrimination and calibration.
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RESULTS

Sudy populations

The characteristics of the development and wvalidation
samples are reported in Table 1. The development sample
comprised 208 patients, 122 females (59%), and 86 males
with @ mean age of 41.10 ( 13) years (range, 20-78). Internal
neurofibromas wera present in 46 (22%) patients The
validation sample was composed of 181 patients, 108
fernales (57%), and 83 males with a mean age of 40.3
i 13) years (range 177 2), of whom 39 (20%) were classified
as having internal neurofibromas, There were 304 patients
whose internal neurofibroma status was unknown and who
therefore were not included in the validation sample; thair
characteristics were not significantly different from those of
the validation sample (data not shown).

Model development

In the univariate analyses, five variables were associated, or
nearly associated, with internal neurcfibromas age p 30
yvears, at least two subcutaneous neurcfibromas, fewer than
ax café-au-lait spols, absence of cutaneous neurofibromas,
and absence of freckles (Table 2). Mo significant interaction
was observed between these parameters, Absence of freckles
was strongly associated with the other variables and was not
independently associated with internal neurcfibromas in
the multivariate analysis. The four remaining wvariables

Table 1. Characteristics of the patients with NF-1
included in the development (n=208) and validation
(n=181) samples

Development sample Validation sample

Clinical featurs n=208 n=191
Female gander 122 (59} 108 (5T)
Age p 30 years 48 (23) 46 (24)
Familial case 112 (54} 127 (6T)
X 2 Subeutaneous 106 (51} 111 (61)
neunofibromas

Mo cutaneous 13 (8} 30 (18)
nerofibromis

Flexiform neurcfibromas 114 (G5} 95 (50)
o § Café-au-lait spois 43 (21) 58 (3
Mo freckles 39 (19) 31 (16)
Scolioss BT (42) 30 (47)
Pseudarthrogs 6 (3) 6(3)
Headache T4 (38) TT(40)
Epilepsy 4(2) Bi4)
Hydrocephalus. 3 (1) T4
Lesarning disabilities 109 (52} 98 (51)
Facia asyrmmetry 20 (10} 13
Hyperlensan 17 (B) 23 (12)
Internal neurofibroma 46 (22} 30 (20)

Abbreviation: NF-1, neurofibromatosis-1.
The data are the numbers of patients (3]
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were independently associated with internal neurcfibromas
(Table 3). Calibration was excellent (Hosmer-Lemeshow
datistic 2.4, df¥44d; P140.66) and discrimination was good
{area under the receiver-operating characteristic curve (AU C-
ROC) Y075, 95% confidence interval (Cl), 0.7-0.8). The
b-coefficients derived from the four independent predictors
were multiplied by 10 and rounded to the nearest integer
(Table 3). Loss-of-fit related to the rounded coefficients
was negligible (Hosmer-Lemeshow slafistic V4.5, df 47,
P4 0.5). Discrimination was amilar (AUC-ROCYW0.75; 95%
Cl, 0.68-0.82) Table 4 shows the senstivity and the
specificity of the different cut-off levels of the score in the
development sample. False-positive and  falss-negative
rates can be deducted from sensitivity and specificity
(1 — specificity and 1 — sensifivity, respectively). The score
was then computed by means of a linear combination of the
rounded coefficients Score %410 Aage p 30 years)p 10 4ab-
sence of cutaneous neurofibroma)lp 154X 2 subcutaneous
neurcfibromasip 540 6 café-au-lait spots). Bach factor was
assigned the value 1 if present or 0 if absent. Therefore, the
acore could range from O to 40. The mean score was 12.8
{+ 10.8). An equation basad on the logistic regression model
was developed to convert the score into a probability of
having internal neurofibromas in the following manner: exp
{A2.93 b 0.11*Scorefexp (1p (A2.93b 0.11"Score)).

Model assessments

Internal validation. The shrinkage coefficients obtained by
bootstrapping methods were similar to those based on the
logigtic regression model: a%%a* 1.05 and b%4b*0.98.

External validation. The score maintained adeguate discri-
mination and calibration (Hosmer-Lemeshow statistic 12,7,
dfva9; PY0.2; AUC-ROC¥0.73) when it was applied to
each member of the validation sample. Table 5 shows
the predicted risk of internal neurcfibromas for each
possible score,

DISCUSSON

Our study shows that easily recognizable clinical features can
be used to predict the risk of internal neurofibromas among
adults with MF-1. Four factors were independently associated
with internal neurofibromas: at least two subcutaneocus
neurcfibromas, absence of cutaneous neurcfibromas, fewer
than 6 café-au-lait spots, and age p 30 yvears. The MNF-15core
was computed as follows 10 (age p 30 yvears)p 10 (absence
of cutaneous neurofibromas)p 15 (X 2 subcutaneous neu-
rofibromas)p 5 (o 6 café-au-lait spots). This score had
excellent calibration and good discrimination.

Special attention was given to selecting the development
sample. Our goal was to select a population of MF-1 patients
systematically investigated with MRl as this method is
highly reliable for detecting internal neurofibromas As part
of the case-control study that included the patients in the
development sample, the MR data were reviewed by senior
radiologists who were masked to the clinical features, to
minimize assessment bias. Furthermore, the prevalence of the
various clinical features in the development sample was
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Table 2. Univariate analysisin the development sample (n=208) of factors suspected to be associated with internal

NFs
Intermal neurafibroma

Mo (= 162) g (ned6) Odds ratio (85% CI)' Pvalue®
Fermale gender 97 (50) 25 (58) 1.3 [0.6-2.4) 0.502
Age p 30 yesrs 30 (18) 18 {38) 2.8 (1.4-6.9) 0.004*
Familial cases a8 (54) 24 (52) 0.9 (0.5-1.8) 0.800
X 2 Subcutaneous neurafibromas T0 (43) 36 (78) 4.7 (2.1-10.6) o 10742
Mo cutaneous NF 8 (6) 10 22) 4.7 (1.7-12.8) 0.0012
Flexiform NF 20 (56) 24 (52) 0.8 (0.5-1.7) 0,664
o G Café-au-lait spots 28 (17) 15 {33) 23 {1.1-4.8) 0.024?
Mes Treckles 26 (16) 13 (28) 2.1 (0.9-4.5) 0.061*
Scolioss &8 (42) 19 {41) 1.0 0.5-1.4) 0,835
Pansdarthiroses 42 2 14 1.8 (0.3-10.2) 0.502
Headache 59 (38) 20 (43) 1.3 [0.7-2.6) 0.385
Epilapsy 2 (1) 2 i4) 36 [0.5-26.8) 0.175
Hydrocephalus 32 i 0 0.353
Learning disahilities 83 (51) 26 (57) 1.2 (0.6-2.4) 0.527
Faclal asymmetry (n=122/78) 12 (10) 5 (B) 0.6 (0.21-1.87) 0,307
Hypartension 13 (8) 4(9) 1.1 {0.3-2.5) 0.8

Abbrevialions Cl, confidence interval; NF, neurofibromaloss
'Ddds ratios with thair 85% Cls wers estimated wsing logistic regrassion.
Fuyglue by w-test or Fisher's exact test. a5 appropriste.

*Warlables yielding P-walues less than 0,15 were entered Into a multiple logisic regression model,

The: data represent the numbers of palients ()

Table 3. Factorsindependent|y associated with internal NFsin the multivariate analysisin the development sample

(n=208)

Odds ratio 95% CI° Fevalue b-Coefficient® Foints
Age p 30 yesrs old 31 1.4-68 0.006 1.12 10
Mo culaneous nerofibromas 2.8 0875 0.08 0.85 ]
X 2 Subcutameous neurcfibromas 4.7 21405 o 10%* 1.55 15
o § Cafa-au-lait spots 2.0 0.8-46 0.08 .71 5

Abbreviations Cl, confidence interval; NF, neuroflbromatosis.
'Confidee inlerval

*b-Cosfficients of tha factors independantly assciated with internal neurofibromas.

congistent with those previously reported in NF-1 patients
(Friedman and Birch. 1997), indicating that the development
sample was representative of NF-1 patients A cohort study
design is generally used to assess predictors fo minimize
information bias (Coste et al., 1996). However, NF-1 is a rare
diszass and routine MRI screening is not recommended in
everyday clinical practice (Finson et al., 2001). By taking the
development sample from a case-control study in which all
patients underwent MBI, we improved the rediability of intermal
neurofibroma diagnosis as compared with a cohort study.
The validation sample was composed of patients included
in the Reéseau MF-France database. Selection bias seems
unlikely, as the prevalences of NF-1 features were consistent
with those reported previously in other populations of NF-1
patients (Friedman and Birch, 1%97). Furthermore, the

features in non-included patients whose internal neurofibro-
ma =tatus was unknown were similar to those in the
validation sample. However, absence of routine MR or
computed tomography in the validation sample may con-
glitute a limitation of our study. MRl or computed tomo-
graphy was performed only when routine imaging sudies
{chest radicgraph and abdominal sonogram) or clinical
symptoms suggested the presence of internal neurofibromas
This may have resulted in verification bias. Furthermora, we
had no data on the size or location of internal neurofibromas
in the validation sample.

To validate the NF-15core, we used a rigorous procedure
invalving both internal validation (shrinkage) and external
validation. Shrinkage of the regression coefficients (a and b)
to correct for over-optimism in the model may help to make
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Table 4. Sensitivity and specificity values of the
different cut-off levels of the NF-15core obtained in
the development sample

Development sample
(n=208) AUC-ROC=0.75

Cuit-polnt Sanativity (%) Specificity (%)
X0 100 4]
XS a1 ar
X110 87 43
X5 B0 53
X 20 50 83
Has 41 =1
] 26 a8
Has 11 99
X 40 2 100

Abbreviations AUC-ROC, area under the receiver-operating character-
igtic curve; NF-1, neurcfibromatosis-1.

Table 5. Probabilities of the presence of internal NFs
according to the NF-1Score level in the validation
sample (191 patients)

Internal Mo internal

Probaility of neurcfibromas neurafibromas
heving intermel (n=349) (n=152)
naurcfibromas  MF-15core Observed Expected Observed Bgpected
0.051 i} 3 20 36 ro
0.083 k 2 1.1 11 1.9
0.133 10 3 1.7 10 113
0207 15 & 11.6 50 4.4
0.308 20 ] 8.0 18 180
0430 25 T a5 15 125
0.561 30 3 5.1 L] 4.0
0684 a5 2 4.1 4 14
0.7ar 40 ] i 2 1.5

Abbreviation: NF-1, neurofibromatosis-1,

models more transferable (Seyerberg et al., 2004). The results
of our internal and external validations in an independent
sample indicated satisfactory performance, with good cali-
hration and discrimination. Therefore, from a methodological
point of view, this score could be considered as a good
prediction tool. Although such probability models cannot be
used reliably to predict outcome in individual patients, the
information provided by such models using easly recogniz-
able clinical features could be useful for clinical decision-
making. For ingtance, a probability of 0.56 (MF-15core 1420}
means that approximately 56 out of 100 patients with this
score would be expected to have internal neurofibromas.
One cannot say whether any specific individual patient will
be one of the 56 patients who may have internal neurofi-
bromas or one of the 44 such patients who may have not.
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Clinicians often have to discuss whether or not an imaging
would be useful. That is, which NF-1 patients need MR to
detect asymptomatic MPNTs Thus, although MR is not
systematically recommended, faced with a patient with a
high MF-15core value, physicians would be alerted and
mandate a radiological follow-up. Whether systematic
radiclogical investigations are reguired to evaluate the
potential risk of MPMNTs in this new population at risk
remains to be investigated, Furthermore, introduction of new
treatment is usually preceded by the demonstration of its
effactivenass in a controlled trial. An important aspect of the
conduct of such trials is the ability to define and control the
saverity-of-iliness of the patients studied.

In choosing the appropriate “cut-off " score that defines high
risk, there is a trade-off between a score thal confers high
senglivity or high specificity. A high cut-off score that gave high
specify would lose senstivity, thereby missng many patients
who have intermal neurofibromas. However, a low score, with
high senEtivity, might sslect too many patients as high risk,
which would be of no practical benefit. Therefore, different
thresholds should be defined according to the clinical purposa.

Subcutaneous neurofibromas were independently asso-
ciated with internal neurofibromas in our study, in keeping
with earlier data (Tucker et al., 2003). Furthermore, patients
with subcutansous neurofibromas were at higher risk for
mortality in two different NF-1 populations, from France
(Khosrotehrani et al., 2003) and North America (Khosroteh-
rani et al,, 2005), respectively, Mone of the other three factors
identified in our study have been reported previcusly to be
associated with internal neurofibromas However, the asso-
ciation linking absence of cutaneous neurofibromas to
internal neurofibromas isin agresment with a previous study
in which mortality was higher among NF-1 patients who had
no cutaneous neurcfibromas (Khosrotehrani et al,, 2003), The
association between the presence of internal neurofibromas
and age younger than 30 yearsis consistent with a report that
most MPMETs may develop from pre-exiging internal
neurofibromas, with the risk being highest at about 30 years
of age (Bvans et al., 2002). Conversely the association
between presence of internal neurofibromas and fewer than
six café-au-lait spots has never been reported even though
four individuals with multiple spinal tumors and no café-au-
lait spots but with NF-1 mutation have been identified
(Kaufmann et al.,, 2001). The two features in the score,
namely. absence of cutaneous neurofibromas and fewer
than sx café-au-lait spots are unusual in MF-1 patients.
Presence of at least two neurofibromas of any type and at
least sx café-au-lait spots are the diagnostic criteria for NF-1.
However, all the patients in our study had a definitive
diagnosis of NF-1. In patients younger than 30 years, the
combination of internal neurofibromas, fewer than dx café-
au-lait spots, no cutaneous neurofibromas, and at least two
subcutaneous neurcfibromas congitutes a phenotype that is
both distinet from classical NF-1 and particulary severe,
Recently, examination of the phenotypic correlations be-
tween affected relatives in 750 NF-1 patients from 275
multiplex families collected through the NF-France Metwork
provided evidence that genetic modifiers, unlinked to the NF-1
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locus, contribute to the variable expressivity of the disease
(Sabbagh et al., 2008). However, biological factors that
influence the MF-1 risk of morbidity-monality are not known.

In sum, we developed a smple scoring system (the
NF-1Score) that accurately predicted the presance of internal
neurofibromas in patients with NF-1. The NF-1Score could
be used to identify NF-1 patients who require particularly
closa monitoring for internal neurofibromas.,

MATERIALS AND METHODS

Population and study samples

Patients meating the diagnostic crteria for NF-1 egablished at the
National Ingifutes of Health Consansus Devalopment Conferance
{Conference statement, 1988) were included progpectively by the
French NF network (Réseau NF-France). We used two samples for our
sudy. The development sample, usad fo develop the pradiction score,
compnsed 208 adults (17 years or older) included in an ongoing
prospective multicenter cass-control study (begun in 2005) designed
1o assess whether subcutaneaus neurafibromas were assaciated with
several types of internal neurofibromas All patients in this sample
were carefully investigated by MR to determine with confidence
whather internal neurofibremas were present. The validation sample
was composed of the 191 NF1 patients who were progpectively
included in the Réseau NF-France database from Jine 2003 to line
2008, and who met the following critera: 17 years or older, probands
ar sporadic dissass, known interma neurcfibroma slalus and non-
inclugion in the above-mentioned case-control study (Figure 1) The
shudy was approved by the inslitutional review boards of lle-de-France
IV {Paris, France) and informed consent was obtained from all
patients. The study adhersd to the Declaration of Helsinki Principles

Data collection

Demographic information (age and sex) and clinical features
recorded in the dalabases were collected during reutine clinical
assessments al neurofibromatosis clinics (Table 1), Detailed informa-
tion was available on the dermatological characteristics: number of
café-au-lait spots {0, 1, 2, 3, 4. 5 6, X 7), number of cutanecus
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neurafibremas (0, 1, 28, 1088, X 100}, number of subcutaneous
neurofibromas (0, 1, 2-8, 10-89, X 100}, and number and location of
plexiform neurcfibromas. Among clinical features, we selected those
known to be assoclated with morality: absence of cutaneous
neurcfibromas, facial asymmetry, & leasl two subcutansous
neurofibremas, and male gender (Khosotehrani et al., 2003,
2005). We recorded the following fealures as presant or absenl:
orthopedic complications (scoliogs and pseudarthross), neurclogi-
cal abnormalities (headache, epilepsy and leaming disabilities),
hypertension, and renal artery stencsis

Classification of patients identification of internal
neurafibromas

All patients in the development sample underwent stlandardized
MR of the spinal cord and nerve roots using non-contrast-enhanced
T- and TZ-weighted sequences (coronal plans) and shori-tau
inversi on-recovery (STIR) ssquences, Paraspinal neurcfibromas were
characterized as diffuse or focal and aso 3 or X 3cm. Patients were
classified as having internal neurcfibromas if they had at least ene
diffuse paraspinal neurcfibroma or at least one focal paraspinal
neurofibroma measuring at least 3 cm. Patients with nesther criterion
ware classified as not having internal neurofibromas (Drouet et al_,
2004; Mautner et al,, 2006),

In the validation sample, MR was not performed routinely (Finson
el al., 2001). MRl or computed temography is usually recommanded
when thers is evidence of internal neurcfibromas on other imaging
gudies (ched radicgraph or abdominal sonogram) or when symptoms
ssch as paln or neurclogical deficils suggest intemal neurofl bromas.
Patients in the validation smple were clasfied as having intemal
neurcfibromas when the varisble “paraspinal neurcfibromas’ was
coded “yes' in the database and as not having internal neurofibromas
when this variable was codad “no”. No information was available on
the sze or location of intemal neurcfibromas in the validation sample.

Satistical analyss
Data were analyzed using STATA software version 8 (Sata, College
Station, TX). All tests were two-tailed and P-values no greater than

| Patients included in the Réseau NF-France: n=1,700

I

o mstabished clinical crilaria

n=1,08%

1

/

Patients 17 years or older. n=7448

[ Ne MF1, n=601

[ Dimgnagis of NF1 accerding
[ Yaunger than 17 years: n=3531
[ Familial cases: n=233

J_

(

Probands or sporadic casas: n=5185

[ Internal NF status unknown: n=304

J_

Internal NF status known: n=211

[ Patients included in the development sample: n=20 ——

[ 191 Patients included in the validation sample

Fgure 1. Aow chart of the validation sample.
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0.10 were congdered for pregnodic modeling (Steyerberg ot al_,
2000). The characterigtics of the development and validation
samples were described. The characteristics of the pafients who
wera nol included in the validation sample because their internal
naurofibroma status was unknown, weare compared o those of the
patientsincluded in the validation sample. Quantitative variables are
alther reporsd asmediant 5D or converted Lo calegoer cal variables
Thus, age was dichotomized according to the paak MPMST
incidence in MF-1 patients (o 30 or X 30 years) (Brans et al.,
2002). Qualitative variables are reported as number (%)

Model development
Tha characterigtics of patients with and without internal NF were
compared in univariate analyses usng the w'-test or Fisher's exact
tedt, as approprate. Odds ratios (ORs) were estimated with their 95%
Cls, using logistic regresson models. Two-by-two analyses were also
performed to assess potential interactions and confounding by fitting
multiplicative models Varlables ylelding Pvalues lessthan 0.15 In the
univariate analyses were anfered into a multiple logidic regresson
madel, The final model included the variables independently
associated with the presence of internal neurofibromas. Performance
of the modal, including calibration and discrimination, was evaluated
by computing the Hosmer-Lemeshow statisiic (Hosmer and Leme-
show, 1989) and the AUC-ROC (Hanley and McMeil, 1982)
respactively. The Hosmer-lemeshow ted evaluates whether the
predicted probabilities agree with the observed probabilities Dis
criminaticn is the ability to diginguish patients with intermnal
neurofibromas from those without internal newrcfibromas

Then, we used the variables identified by the multivanate
analyss to build a smple-to-use score for predicting the presence
of internal neurofibromas. Points were assigned to each variable on
the bass of the regression cosfficients in the final model: the
b-coeficient was multiplied by 10 and the result was rounded to the
neared integer (Le Gall ot al. 1993) Wae checked whather the
prediclive parformance of thess rounded coefficients was smilar to
that of the original coefficients. The score was calculated for each
patient and a mulliple logidic regresson eguation was used lo
convert the scare inta a probability of having internal neurofibromas
the logit (ap bScore) was computed and the probability was then
estimated as Piae' @ p g8,

Model assessments

Internal validation. As the development sample comprisad only
208 patients, we used bootstrapping 1o estimate shrinkage coefficients
[wan Houwelingen and Le Cesge, 1920) to avoid over-optimism (Miller
and Hui, 1981; Seyerberg &t al., 2004) and to obtain nearly unbiased
esimates of the predictive accuracy of the model (Harrell et a., 1996)
‘We drew 1,000 samples at random. The logidic regressdon coefficients
wera re-eglimated in the booldrap samples

Bxternal validation. Parformance of the modal, including calibra-
tion and discrimination, was assssad in the validation sample.
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Abstract

Objective. To identify clinical characteristics associated with internal neurofibromas in
children with NF1, as a means of ensuring the early identification of patients at high risk for

malignant peripheral nerve-sheath tumors developed from preexisting internal neurofibromas.

Patients and methods. We used data from two NF1 populations, in France and North
America, respectively. The French database comprised 1083 patients meeting NIH diagnostic
criteria for NF1 and the Neurofibromatosis Institute Database of North America comprised
703 patients. Patients younger than 17 years of age were eligible for our study if they had
been evaluated for internal neurofibromas using computed tomography and/or magnetic
resonance imaging. Clinical characteristics associated with internal neurofibromas by
univariate analysis (P<0.15) were entered into a multiple logistic regression model after
checking for potential interactions and confounding. Multiple imputation was used for

missing values.

Results. Among the 746 children in the two databases, 357 (48%) met our inclusion criteria.
Their mean age was 7.7+5.0 years and there were 192 (53.8%) males. Internal neurofibromas
were present in 35 (9.8%) patients. Internal neurofibromas developed earlier in females than
in males and their prevalence increased during adolescence. Factors independently associated
with internal neurofibromas were age (OR=1.16 [1.07-1.27]), xanthogranulomas (OR=5.85
[2.18-15.89]) and presence of both subcutaneous and plexiform neurofibromas (OR=6.80
[1.52-30.44]).

Conclusions. Several easily recognizable clinical characteristics indicate a high risk of
internal neurofibromas in children with NF1 and, therefore, a need for very close monitoring.

Key Words

Neurofibromatosis 1, Internal neurofibromas, Subcutaneous neurofibromas, Children, Cross-
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INTRODUCTION

Neurofibromatosis-1 (NF1 [MIM 162200]) is a common autosomal dominant disorder
with an incidence of 1 in 2500-3000 births and a prevalence of 1 in 4000 [(15)]. NF1 is
associated with increased morbidity and mortality rates (23, 84). In spite of tremendous
progress in understanding and treating NF1, there continues to be inconsistency, if not
confusion about the various types of neurofibromas. Our interest in this article is to sensitize
clinicians to NF1 neurofibromas that are not obvious by inspection and/or palpation of the
skin. That is, the focus is on internal neurofibromas. An internal neurofibroma simply is a
neurofibroma that is not appreciated by physical examination. Part of the problem is that
some neurofibromas that may have internal components may also be apparent externally. In
particular, both the large diffuse plexiform neurofibroma and the large nodular plexiform
neurofibroma, as described by Riccardi (47)], corresponding to Masson’s diffuse
neurofibroma and encapsulated neurofibroma, respectively, as utilized by Tucker and
coworkers (85-86)], can have both external and internal components. In the present article we
are reserving the term, internal neurofibroma, for those neurofibromas not having an apparent
external component. By definition, both cutaneous neurofibromas and subcutaneous
neurofibromas are excluded from being internal neurofibromas. Most specifically, the term,
plexiform neurofibroma, does not on its own afford distinction from or inclusion in what we

are specifying here as an internal neurofibroma.

Internal neurofibromas are among the main causes of life-threatening events in
patients with NF1 (25, 47)]. Ten percent of internal neurofibromas undergo transformation to
malignant peripheral nerve-sheath tumors (MPNSTSs) (21), a leading cause of death in adults
with NF1 (23, 84)]. Clinical indicators of MPNST are persistent or increasing pain,
enlargement of the tumor, and neurological deficiencies (27)]. The diagnosis is often delayed,
especially for deep diffuse plexiform or internal neurofibromas as imaging studies are not
performed routinely as part of the follow-up of patients with NF1 (14)] but instead are
ordered only as clinically indicated (31)]. The mean age at diagnosis of MPNST is younger in
patients with NF1 than in unaffected individuals (21, 60-62). MPNSTs may develop before 30

years of age (21, 60) and even in childhood (61). Moreover internal neurofibromas grow
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faster in young patients (63). In previous work, we developed a simple scoring system (the
NF1Score) that accurately predicted the presence of internal neurofibromas at risk for
transformation to MPNST in adults with NF1 (87). Four characteristics were independently
associated with internal neurofibromas: presence of subcutaneous neurofibromas, fewer than
6 café-au-lait spots, absence of cutaneous neurofibromas, and age <30 years. However, the
NF1Score was developed in patients aged 17 years or older. Consequently, a specific study
was needed in pediatric patients. The clinical expression of NF1 varies across the life span in
a given patient (31, 59)]. For instance, café-au-lait spots are present within the first year of
life and cutaneous or subcutaneous neurofibromas are usually present by adolescence (15-16,
59)].

The purpose of this study was to identify clinical characteristics associated with
internal neurofibromas in children with NF1. Such clinical characteristics could serve to
ensure the early identification of children with NF1 who require particularly close monitoring

for internal neurofibromas.

PATIENTS AND METHODS

Population and study samples

The study was performed using data from two NF1 populations, one in France and the
other in North America. Patients meeting the diagnostic criteria for NF1 established at the
National Institutes of Health Consensus Development Conference (88)] were included
prospectively by the NF-France network (Réseau NF-France) from 2002 to 2005 (83)] and the
Neurofibromatosis Institute Database (NFID) from 1977 to 1996 (47)]. The NF-France
database was a French Clinical Research Program entitled “Study of expressivity of
neurofibromatosis-1: constitution of a phenotype-genotype database” (83)]. The NFID is a
collaborative system for collecting demographic information, clinical signs and symptoms,
basic measurements, and psychosocial assessments of individuals and families with
neurofibromatosis (47)]. The NF-France database included 1083 patients and the NFID 703

patients. For the present study, patients were eligible if they were younger than 17 years of
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age and had undergone imaging studies to look for internal neurofibromas because of
symptoms such as pain or neurologic deficits or when there was evidence of internal

neurofibromas on other imaging studies (Figure 1). In all, 357 children met these criteria.

The study was approved by the Tle-de-France X Ethics committee Paris, France.
Informed consent was obtained from all patients. The study adhered to Declaration of
Helsinki guidelines.

Data collection

The demographic information (age, sex, and whether the NF1 was familial or sporadic)
and clinical characteristics recorded in the databases were collected during routine clinical
assessments at neurofibromatosis clinics (Table 1). Among the clinical characteristics, we
selected those known to be associated with mortality in children with NF1 (plexiform
neurofibromas) or showing trends toward an association with mortality in NF1 patients
(subcutaneous neurofibromas, absence of cutaneous neurofibromas, and short stature) (33)].
Special attention was also given to clinical characteristics independently associated with
internal neurofibromas in adult NF1 patients, namely, fewer than 6 café-au-lait spots, age <30
years (a criterion met by all our patients), and subcutaneous and cutaneous neurofibromas
(87)]. Most of the other clinical characteristics selected for our study were easily identified by
physical examination, with the exception of Lisch nodules, which were evaluated by slit lamp
examination. Detailed information was available on the dermatological characteristics,

namely, freckles, plexiform neurofibromas, and xanthogranulomas (previous or current

diagnosis). We recorded the following characteristics as present or absent: facial asymmetry,

orthopedic complications (nonunion, dysplasia), hypertension, and macrocephaly.

Study definitions

Cutaneous neurofibromas are exophytic tumors that move with the skin on examination
(47)]. Subcutaneous neurofibromas lie deeper in the skin, do not move with the skin, and are

firm and sometimes tender to palpation (47)]. A plexiform neurofibroma is an area of thick
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hypertrophic skin with tissue hyperpigmentation overlying a subcutaneous tumor (47)].
Xanthogranulomas are soft, flat, yellow-to-pink papules. Macrocephaly was defined as a
head circumference 2 SDs or more above the age- and sex-matched population mean. Short
stature was defined as a height 2 SDs or more below the age- and sex-matched population

mean.

Classification of patients: identification of internal neurofibromas

All the study patients had been evaluated for internal neurofibromas using computed
tomography (CT) and/or magnetic resonance imaging (MRI). The presence of internal
neurofibromas was coded 1 in the databases.

Statistical analysis

Quantitative variables are described as meantstandard deviation (SD). Age was not
converted to a categorical variable. Qualitative variables are described as number (%). All

tests were two-tailed and P values <0.05 were considered statistically significant.

The characteristics of patients with and without internal neurofibromas were compared
in univariate analyses. Odds ratios (ORs) were estimated with their 95% confidence intervals
(95%Cls), using logistic regression models. ORs were adjusted for age because the
prevalence of several NF1 characteristics varies with age (number of café-au-lait spots and
cutaneous and subcutaneous neurofibromas). Potential interactions were assessed by pairwise
analyses and confounding by fitting multiplicative models. Variables yielding P values
smaller than 0.15 in the univariate analyses were entered into a multiple logistic regression
model. The final model included the variables independently associated with the presence of

internal neurofibromas.

We first conducted an analysis without the individuals who had missing data
(complete-case analysis). We then estimated the missing values for the co-variates
independently associated with the internal neurofibromas in the final model, using the

multiple-multivariate-imputations-by-chained-equations procedure in STATA (69)], with the
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missing-at-random assumption. We used all predictors together to impute the missing data
values, and we independently analyzed 10 copies of the data using 10 cycles of regression.
Logistic regression for binary variables and multinomial logistic regression for categorical

variables with k>2 classes were used to impute missing values.

We conducted all statistical analysis using STATA Statistical Software (version 11.0,
StataCorp LP, College Station, TX, USA) and LogXact-8 software (2007, CYTEL Inc.
Cambridge, MA, USA).

RESULTS

Study population

Table 1 reports the main characteristics of the 357 children with NF1 included in our
study. Mean age was 7.7 (£5.0) years (range, 0.01-16.9), and there were 192 (53.8%) males.
Internal neurofibromas were present in 35 (9.8%) patients. The prevalence of internal
neurofibromas increased during adolescence (Figure 2). Internal neurofibromas developed

earlier in females than in males (Figures 3).

Characteristics associated with internal neurofibromas

Table 2 compares the clinical characteristics in the patients with and without internal
neurofibromas. By univariate analysis, five variables were associated or nearly associated
with internal neurofibromas: age (continuous variable), subcutaneous neurofibromas,

plexiform neurofibromas, Lisch nodules, and xanthogranulomas.

The presence of Lisch nodules was strongly associated with the other variables and
was not independently associated with internal neurofibromas in the multivariate analysis.
The study of potential interactions between variables showed a effect modification between

plexiform neurofibromas and subcutaneous neurofibromas (P=0.10). To facilitate the
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interpretation of the model, the usual assessment of interaction effects is done by entering an
additional variable composed of the product of the two variables (76)]. So, we replaced the
interaction term by a composite variable: no subcutaneous and no plexiform neurofibromas
(reference category), either subcutaneous or plexiform neurofibromas, and both subcutaneous
and plexiform neurofibromas. We chose these three categories because subcutaneous and
plexiform neurofibromas had closely similar OR values by univariate analysis (Table 2).

By multivariate analysis, three characteristics were independently associated with
internal neurofibromas: age, presence of xanthogranulomas and presence of both

subcutaneous and plexiform neurofibromas (Table 3).

The general pattern of the results after multiple imputation was similar to that obtained
in the patient subset with complete data (Table 3). P values were smaller for all three
variables independently associated with internal neurofibromas. The OR for the presence of
subcutaneous or plexiform neurofibromas was similar between the complete-case and
imputed models. The bound categories were thinner as the multivariate analysis included all

cases after multiple imputation.

DISCUSSION

In this study, we identified easily recognizable clinical characteristics associated with
internal neurofibromas in children with NF1. By multivariate analysis, age,
xanthogranulomas, and presence of both subcutaneous and plexiform neurofibromas were

independently associated with internal neurofibromas.

NF1 has been reported to be associated with a 15-year decrease in life expectancy
(23)]. We recently reported overall excess mortality in a cohort of 1895 patients with NF1
compared to the general population in France (84)]. Excess mortality occurred among NF1
patients aged 10 to 20 years (Standard Mortality Ratio, SMR, 5.2; 95%Cl, 2.6-9.3; P<10™)
and 20 to 40 years (SMR, 4.1; 95%Cl, 2.8-5.8; P<10*). MPNSTSs were the main cause of

death (60%) (84). Thus, the main concern in the long-term clinical management of patients
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with NF-1 is the identification of patients at high risk for MPNSTSs developed from
preexisting internal neurofibromas (23)]. Although no effective treatment is available for
inoperable MPNSTS, several novel targeted treatments may hold promise [20]. We therefore
developed a clinical score, the NF1Score, for predicting the presence of internal
neurofibromas in adults with NF1 (87)].

Internal neurofibromas grow faster in young children than in adults (63)]. Volumetric
MRI has been used to assess the growth rate of internal neurofibromas in 49 NF1 patients
(median age, 8.3 years; range, 3.3-25) with a median follow up of 34 months. The growth rate
per year of internal neurofibromas was significantly greater in the younger patients (<8.3
years) than in the older patients (21.1% versus 8.4%, P=0.001). In addition, if effective
treatments are found, they will be more likely to prevent the growth of internal neurofibromas
than to reduce their size (81)]. Therefore, the benefits will probably be greatest if the
treatments are given at the time of most rapid internal neurofibroma growth, that is, in
childhood or adolescence. Therefore, the risk factors identified in our study will help to

improve the clinical management of children with NF1.

Many factors support the internal validity of our study. First, all patients had a definitive
diagnosis of NF1. Selection bias seems unlikely, as the prevalence of NF1 characteristics
were consistent with those reported previously in other populations of NF1 patients (89-90)].
Our study provided a good external validation as it was performed using two NF1
populations, from France and North America, respectively. However, our patients were
recruited at hospitals and may therefore have had greater disease severity compared to the
overall NF1 population. An important strength of our study is the accuracy of the information
on internal neurofibroma status obtained by using MRI or CT. However, the absence of
routine MRI or CT in the study population may constitute a limitation of our study. MRI or
CT was performed only when routine imaging studies (chest radiograph and abdominal
sonogram) or clinical symptoms suggested the presence of internal neurofibromas. Half our
patients did not undergo MRI or CT. This may have resulted in verification bias. Finally, to
validate the final model, we used multiple imputation analysis to deal with the missing values.
Multiple imputations allow individuals with incomplete data to be included in analyses and
improve the validity of the results. The empirical rule of entering only one variable per 10

events in a multivariate analysis model was followed (53)].
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Internal neurofibromas were present in 35 (9.8%) patients, in keeping with previous
data. In a study of 53 children with NF1 who underwent MRI of the entire spine, 7 (13.2%)
patients had internal spinal neurofibromas (80)]. In our study, older age was independently
associated with internal neurofibromas. Excess risk of developing internal neurofibromas
seems to occur between the adolescence and the age of to 30 in NF1 patients. Moreover
internal neurofibromas increased during adolescence and developed earlier in females, in
agreement with previous data (82)]. Changes in steroid hormone production may affect the
NF1 phenotype. Immunostaining studies have provided support for this hypothesis by
identifying the progesterone receptor in neurofibromas (41)]. Estrogen and progesterone
increased the growth rate of MPNSTSs xenografts in mice (43)]. Plexiform and subcutaneous
neurofibromas were also independently associated with internal neurofibromas in our study,
in accordance with earlier work in both adults and children (25, 91)]. In the MRI study of the
spine in children with NF1, characteristics found more often in patients with than without
internal neurofibromas included scoliosis (71.4% vs. 30.4%), subcutaneous neurofibromas
(71.4% vs. 39.1% ), and plexiform neurofibromas (28.6% vs. 8.7%); none of these differences
was statistically significant, (P=0.08, P=0.22, and P=0.17, respectively), possibly because
statistical power was limited (80)]. Furthermore, patients with subcutaneous neurofibromas
were at higher risk for mortality in two different NF1 populations, from France (34)] and
North America (33)], respectively. Finally, xanthogranulomas were independently associated
with internal neurofibromas in our study. NF1 children with xanthogranulomas are at
increased risk for juvenile chronic myelogenous leukemia (92)]. Although it should be noted
that this study included a small number of patients and has not been confirmed since. To our
knowledge, xanthogranulomas have not been previously reported to be associated with

internal neurofibromas.

In sum, we identified easily recognizable clinical characteristics that were associated
with internal neurofibromas in children with NF1. These risk factors could be used to ensure
the early identification of NF1 patients who require particularly close monitoring for internal
neurofibromas. In the future, this approach may allow the initiation of treatments at the time

of fastest growth of internal neurofibromas, when they are most likely to be effective.
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Table 1. General characteristics of the 357 children with neurofibromatosis-1 included

in the study. The data are number (%) unless otherwise specified.

Clinical characteristics (n=missing
data)

n (%)

Male gender

Age at the first visit in years,
meanxSD (range)

Familial case

Internal neurofibromas
Subcutaneous neurofibromas (n=17)
Cutaneous neurofibromas
Plexiform neurofibromas (n=184)
Café-au-lait spots

Freckles (n=11)

Lisch nodules (n=84)
Xanthogranulomas (n=68)

Short stature (n=32)
Macrocephaly (n=21)

Nonunion

Dysplasia (n=8)

Facial asymmetry (n=72)
Hypertension (n=28)

192 (53.8)
7.745.0 (0.01-16.9)

183 (51.3)
35 (9.8)
72 (20.2)
153 (42.9)
83 (23.3)
354 (99.2)
219 (61.3)
160 (44.8)
14 (3.9)
36 (10.1)
85 (23.8)
13 (3.6)
31 (8.7)
23 (6.4)
3(0.8)
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Table 2: Univariate analysis of selected characteristics for associations with the presence

of internal neurofibromas in 357 children with neurofibromatosis-1

Internal neurofibromas

NG Voo Odds Ratio P
1230 =35 95%CI)t valuei

Male gender 148 (46) 16 (46) 1.01 (0.49-2.07)  0.977
Age (years) 7.35+4.87 10.67 £4.81  1.14* (1.07-1.23) <10
Familial cases 166 (51) 17 (49) 0.61 (0.29-1.27)  0.184
Subcutaneous neurofibromas 53 (17) 19 (54) 4.51 (2.13-9.55) <10™
(n=305/35)

Cutaneous neurofibromas 139 (43) 14 (40) 0.78 (0.37-1.64)  0.512
Plexiform neurofibromas 60 (43) 19 (70) 3.60 (1.55-8.34)  0.003
(n=140/33)

Café-au-lait spots 319 (99) 35 (100) 0.81 (0.04 - ) 1.000
Freckles (n=312/34) 194 (56) 13 (28) 1.09 (0.47-2.52)  0.840
Lisch nodules (n=250/23) 151 (60) 9 (39) 0.35(0.14-0.86) 0.05
Xanthogranulomas (n=257/32) 10 (4) 4 (13) 6.60 (1.69-25.74) 0.007
Short stature (n=293/32) 32 (11) 4 (13) 1.00 (0.32-3.13)  0.996
Macrocephaly (n=302/34) 12 (35) 73 (24) 1.65(0.76-3.54)  0.203
Nonunion 1(3) 12 (4) 1.8 (0.3-10.2) 0.684
Dysplasia (=314/35) 27 (9) 4 (11) 1.06 (0.34-3.35)  0.914
Facial asymmetry (n=261/24) 20 (8) 3(12) 1.23(0.45-6.93) 0.419
Hypertension (n=298/31) 2 (1) 13) 5.41 (0.40-73.93) 0.205

+0dds ratio with 95% confidence interval (95% CI) by logistic regression adjusted for age;

*OR with 95%CI giving the risk increase for a 1-year increase in age; 1 P value by logistic

regression, Data are numbers (%) or meansz1 standard deviation.
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Table 3: Characteristics independently associated with internal neurofibromas in
the multivariate analysis on complete cases (n=184) and after multiple imputation

(n=357).
Complete-case analysis®, n=184  Imputed data’, n=357
Odds Odds P
] 95%Cl+ P valuet ] 95%CI*

Ratios Ratios value**
Age 1.12% 1.02-1.23 0.012 1.16 1.07-1.27 0.001
Subcutaneous/plexiform NFs
- None 1 - - 1 - -

- Either subcutaneous or plexiform NFs  1.15 0.42-3.15 0.781 1.06 0.40-2.80 0.901
- Both subcutaneous and plexiform NFs ~ 4.95 1.80-13.64 0.002 5.89 2.18-15.89 <10™
Xanthogranuloma 451 0.94-21.73 0.06 6.80 1.52-30.44 0.012

®Excluding individuals with missing values

®Missing data imputed using imputation with chain equations

+0dds ratio with 95% confidence interval (95%CI) by logistic regression
1 P value by logistic regression

*OR with 95% CI giving the risk increase for a 1-year increase in age

*Qdds ratio with 95% confidence interval (95% CI) by logistic regression with multiple

imputation
** P value by logistic regression with multiple imputation

NF, neurofibroma
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Figure Legends
Figure 1. Flow chart
Figure 2. Probability of having internal neurofibromas with the 95% Confidence Interval

Figure 3. Probability of having internal neurofibromas stratified by sex (females black line

and males grey line)

158



Figure 1

4y
NF1 patient: mcluded in the NF1 patients included in the
Reésean NF-France, n=1053 ), NFID, n=T03
Fa T b
Patients 17 years or alder Padents 17 years or older
=732 | i J

-
[Pali-mts younger tham 17 vears J Patent: younger than 17 years ]

n=151 B=405
o~ ~
Intermal MF starus wmkown Intermal MF stats unknown
=134 =163
-
[Ill\‘.l‘ll.‘ll NF status known n=115 ] "Inem[_'ﬁ statns kmown n=242

e T

L 357 children with NF1 |

A

159



i

Males

-

15

Females

I
10
Age

10

Age

- o

T I I I I
mw. m m_m. 0 00t G.L 0 0G0 Gco 000
SELICIGIOINEU [BLIAI O 8oUasEl4 Seulolqijoinau jeulalul JO adussald

160



ANNEXE 5
Cahier d’observation « Analyse de la mortalité au cours de la Neurofibromatose 1

Cohortehistorique francaise de 1895 patients »
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Numéro du patient : Cohorte I__|__|__|

Identité Patient

Site : [J Necker [ Trousseau [J Henri Mondor

NP e

N D A &

Nom

Prénom

Date de naissance : 1__|__I/1__1__I/1__1__1__1__I(jour/ mois/année)
Sexe : [] Féminin [J Masculin

Décédé:[JOui [ Non Datededécés:I_ | /1 1 I/1_1 1 1 1
Lieu de naissance @ ..........oocviiiiiiiniiiiie CP:I_I_1 1

Médecin Responsable : ....
Autre MEdecin © .......cveuiiiiiiiiie e,

AAreSSE & ..vieieiiii e

Ville : o Code Postal : 1__1__1_I_I_|
Téléphone 1: .....coooiiiiiiiiiieen Téléphone 21 ......ccooiiiiiiiiiiie
Date de la premiere visite : I__|__I/1__1__I/1__1_1_1_1

Date de la derniere visite : 1__|__I/1__I__I/1__1_1_1_1

Forme Familiale : [ Oui [ Non

Criteres de diagnostiques NF1

Plus de 6 taches café au lait significative

Deux neurofibromes ou plus de n'importe quel type
ou un neurofibrome plexiforme

Ephélides" axillaires ou inguinales.

Gliome des voies optiques

Deux nodules de Lisch ou plus

Une lésion osseuse caractéristique

Un parent du premier degré atteint de NF1

Neurofibrome(s) plexiforme(s)

Nombre :

Localisations :

Gliome des voies optiques :

Objets brillants non identifiés a I'IRM :
Scoliose nécessitant chirurgie :

Difficultés d'apprentissage :
Hydrocéphalie :

Tumeurs malignes des gaines nerveuses :
Phéochromocytome :

Sténose de l'artére rénale :

[ Oui

[ Oui

[ oui
[ Oui

Complications

[ Oui
|

[J Non

[ Oui
[J Non
[ Oui
O oui
[J Non
[J Non

[ Tronc..[] Téte
[ Non [ Symptomatique [] Asymptomatique

O oui
[ Oui
O oui
[ Oui
O oui
[ Oui
O oui

[J Non

[J Non
[ Non

[ Non

[J Membres

[J Non
[J Non
[J Non
[J Non
[J Non
[J Non
[J Non
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