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INTRODUCTION

Les sarcomes sont des tumeurs rares développées aux dépens des tissus de soutien.
lls présentent une grande variété histologique avec plus de 50 types différents dans la
classification OMS 2013 [1]. Cette diversité explique les difficultés diagnostiques causées
par ces tumeurs. La classification des sarcomes a pourtant un impact important sur le

pronostic et le traitement des patients.

Au cours des quinze derniéres années, de nombreuses anomalies génétiques ont été
décrites dans les sarcomes. Des anomalies moléculaires spécifiques sont présentes dans
presque la moitié de ces tumeurs. Ces anomalies sont classées en cinq grandes catégories :

- Les sarcomes avec une translocation spécifique,

- Les sarcomes avec profil génomique simple caractérisé par la présence

d’amplifications,

- Les sarcomes avec une mutation activatrice,

- Les sarcomes avec une mutation inactivatrice,

- Les sarcomes avec un profil génomique complexe caractérisé par de nombreux

gains et pertes chromosomiques [2].

Les sarcomes avec translocation spécifique représentent 10 a 15 % de I'ensemble des
sarcomes. Ces translocations et leurs produits de transcription (transcrits de fusion) sont
utilisés comme de véritables marqueurs moléculaires spécifiques de certaines tumeurs
comme les translocations EWSR1-ETS dans le sarcome d’Ewing [3]-[5], PAX3-FOXO1 dans
le rhabdomyosarcome alvéolaire [6], [7], EWSR1-WT1 dans le sarcome desmoplasique a

petites cellules rondes [8] ou encore ETV6-NTRK3 dans le fibrosarcome infantile [9].
La recherche d’un transcrit de fusion est aujourd’hui systématiquement effectuée pour

classer ces sarcomes, établir leur pronostic et permettre une prise en charge thérapeutique

adaptée.
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Actuellement, la détection des translocations ou des transcrits de fusion est réalisée
par FISH ou par RT-PCR. Cependant, ces techniques trés ciblées, permettent uniquement

la détection d’'un seul ou d’'un nombre restreint de transcrits de fusion a la fois.

La révolution technologique apportée par le séquencage de derniere génération a
permis ces dernieres années de mettre en évidence de nouvelles translocations spécifiques.
Devant I'émergence et la multitude de ces nouveaux transcris, le développement de
nouvelles méthodes de détection permettant la recherche simultanée de I'ensemble de ces

anomalies moléculaires apparait nécessaire.
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GENERALITES

I- EPIDEMIOLOGIE

1- Incidence

Les sarcomes sont des tumeurs rares représentant moins de 1% de I'ensemble des
cancers chez I'adulte.

L’incidence des sarcomes des tissus mous est estimée a 50 cas pour un million
d’habitant [1]. Le nombre de nouveaux cas de sarcome des tissus mous attendus en France
est estimé a 6 pour 100 000 habitants par an, ce qui représente 4000 nouveaux cas par an
[10], [11]. Dans la littérature, les sarcomes des tissus mous représentent entre 0,7 et 1% des
tumeurs malignes chez I'adulte et entre 4 et 8% des tumeurs malignes chez I'enfant.

L’incidence des sarcomes primitifs osseux est moins bien connue. lls représenterait
respectivement 0,2% et 5% des tumeurs malignes chez I'adulte et chez I'enfant [10] et 0,2%

de I'ensemble des cancers.

2- Age de survenue

L’age de survenue des sarcomes varie en fonction du type histologique. Ainsi, le
rhabdomyosarcome embryonnaire survient quasi exclusivement chez [I'enfant, le
synovialosarcome atteint le plus souvent I'adulte jeune alors que le sarcome indifférencié a
cellules pléomorphes, le liposarcome bien différencié, le Iéiomyosarcome et le
myxofibrosarcome prédominent chez le sujet agé.

La fréquence des sarcomes augmente avec I'age. L’age médian au diagnostic est de
65 ans [1].

3- Topographie

Les sarcomes sont ubiquitaires, ils peuvent s’observer au niveau des tissus mous, des

viscéres et des os.
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Parmi les sarcomes des tissus mous, environ 75% sont localisés aux extrémités (le plus
souvent au niveau de la cuisse), 10% sont localisés au niveau du tronc et 10% sont localisés
au niveau du rétro-péritoine. Les sarcomes des tissus mous du tronc et des membres sont
dans 60% des cas de siége profond avec une taille médiane de 9 cm et dans 30% des cas

des tumeurs superficielles avec une taille médiane de 5 cm [12].

Parmi les sarcomes primitifs osseux, 43% surviennent autour des genoux. Le second
site le plus fréquent est le bassin qui est la localisation préférentielle des sarcomes d’Ewing

et des chondrosarcomes [1].

ll- FACTEURS ETIOLOGIQUES

L’étiologie des tumeurs bénignes et malignes des tissus mous est inconnue. La plupart
des sarcomes surviennent de novo sans facteur favorisant identifié. Certains facteurs
génétiques, environnementauy, infectieux et immunitaire ont été associés au développement

de sarcomes des tissus mous et de I'os [1].

1- L’irradiation

L’incidence des sarcomes radio-induits est mal connue. Leur risque augmente avec la
dose. La plupart des patients ont recu une dose supérieure ou égale a 50 Gray. La médiane
de survenue des cancers apres irradiation se situe aux alentours de 10 ans. Plus de la moitié
des cas sont des sarcomes inclassés a cellules pléomorphes de haut grade. Au niveau
cutané, I'angiosarcome est le plus fréquent [1]. Les patients porteurs d’'une mutation du géne
de rétinoblastome (RB17) tout comme les patients porteur d’'une mutation du géne TP53 et
les patients atteints d’'une neurofibromatose de type 1 ont un risque augmenté de développer

un sarcome radio-induit [13].

2- La susceptibilité génétique

Certains sarcomes surviennent dans un contexte familial ou héréditaire. Ces cas restent
cependant rares. Nous pouvons citer 'exemple des tumeurs desmoides chez les patients

atteints de syndrome de Gardner [14] ; la neurofibromatose héréditaire (type 1 et 2) est
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associée avec la survenue de tumeurs de la gaine des nerfs périphériques [15] ; le syndrome
de Li Fraumeni, lié a la mutation germinale du géne suppresseur de tumeurs TP53, est un
syndrome génétique autosomique dominant de prédisposition au développement de
sarcomes [16]. Les patients porteurs d’'une mutation du gene du rétinoblastome sont

également prédisposés au développement de sarcomes.

3- L’infection virale

L’HHV8 joue un rdle clef dans le développement de la maladie de Kaposi [17]. LEBV

est associé a des tumeurs musculaires lisses chez le sujet immunodéprimé [18] .

4- Les agents chimiques

Certaines études ont rapporté une augmentation de l'incidence des sarcomes dans
certaines catégories professionnelles (agriculteurs, forestier), aprés une exposition a certains

herbicides contenant de la dioxine [19], [20].

5- La stase

Elle est impliquée dans le développement d’angiosarcomes sur lymphoedéme

chronique.

Ill- PRESENTATION CLINIQUE

1- Sarcomes des tissus mous

Les signes cliniques associés aux sarcomes sont non spécifiques. lls se présentent le
plus souvent sous la forme d’'une masse augmentant de volume, non douloureuse.

La rapidité de 'augmentation de taille de la tumeur varie en fonction de son agressivité.
Ainsi, les tumeurs de bas grade comme le liposarcome bien différencié peuvent évoluer

pendant plusieurs années, mimant une tumeur bénigne.
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La tumeur peut également étre révélée par des signes de compression qui sont
fonctions de la localisation tumorale, tels que des signes neurologiques, I'apparition d’un

cedéme, ou des symptdmes urinaires [21], [22].
En pratique, le diagnostic doit étre évoqué devant toute masse profonde des tissus

mous inexpliquée, devant toute masse superficielle dont le diamétre est supérieur a 5 cm ou

survenant a un age précoce (enfant).

2- Sarcomes primitifs osseux

Les tumeurs osseuses malignes sont souvent révélées par une douleur d’intensité
croissante, volontiers nocturne. Dans les formes de diagnostic tardif, une masse, traduisant
'envahissement des parties molles, au-dela du périoste peut-étre présente. Les fractures

pathologiques surviennent souvent dans un contexte de douleurs préexistantes [23].

IV- STRATEGIE DIAGNOSTIQUE

Devant toute suspicion de sarcome, il est recommandé de référer le patient a un centre
expert permettant une approche multidisciplinaire (comprenant pathologistes, radiologues,
chirurgiens, radiothérapeutes et oncologues). Cette prise en charge centralisée doit étre faite
le plus tot possible [24], [25].

1- L’imagerie

Pour les tumeurs des tissus mous, elle consiste en un TDM et un IRM. Pour les tumeurs
des membres, des clichés standards sont également réalisés afin d’éliminer une tumeur
osseuse, de rechercher une érosion osseuse avec un risque de fracture ou pour mettre en

évidence des calcifications.

Pour les tumeurs osseuses, les clichés standards et le TDM permettent de mieux mettre

en évidence une matrice calcifiée, une réaction périostée ou une lyse de la corticale.
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L’imagerie permet de caractériser la tumeur, d’en préciser la taille, I'extension locale,
d’établir le stade et de guider la biopsie. Elle peut également permettre, pour les patients
allant recevoir un traitement pré-opératoire, de donner des informations complémentaires sur

le grade de la tumeur (nécrose).

2- Labiopsie

Le diagnostic est apporté par la réalisation de micro-biopsies percutanées, sous
contrble échographique ou scannographique. Elle permet de confirmer la nature de la
tumeur, son caractére bénin ou malin afin de définir le type de chirurgie a réaliser (chirurgie
élargie ou énucléation d’'une tumeur bénigne) et de discuter d’'un éventuel traitement
néoadjuvant.

Plusieurs carottes représentatives doivent étre réalisées en évitant les zones de
nécrose. Elles doivent étre transmises a I'état frais au pathologiste afin qu’il puisse réaliser
des prélévements pour congélation qui permettront une étude en biologie moléculaire.

La biopsie chirurgicale peut également se discuter dans certains cas notamment pour
le diagnostic de certaines tumeurs osseuses ou lorsque la micro-biopsie ne permet pas
d’établir le diagnostic.

La biopsie doit étre réalisée aprés discussion pluridisciplinaire. Elle doit étre planifiée
de telle sorte que le trajet biopsique et la cicatrice puissent étre réséqués lors de I'exérese
chirurgicale [24], [25].

25



V- PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE DES SARCOMES

1- La chirurgie

La chirurgie est le traitement standard pour les patients atteint d’'un sarcome des tissus
mous localisé.

Elle doit étre réalisée avec des marges suffisantes (R0). La marge minimale dépend de
plusieurs facteurs dont le type histologique, I'existence d’un traitement préopératoire et de la
présence de barrieres anatomiques comme les fascias, le périoste ou I'épinévre. Une
résection marginale peut-étre décidée dans certains cas particuliers comme celui des
tumeurs adipeuses atypiques.

La voie d’abord doit se faire dans I'axe du membre, avec une cicatrice axiale, de fagon
a pouvoir étre reprise facilement en cas de récidive.

Elle doit étre réalisée en un bloc, comportant d’emblée la tumeur entourée de tissu sain.
La tumeur ne doit pas étre vue au cours de l'intervention.

Les différentes modalités chirurgicales sont définies par rapport aux notions
anatomiques d’extension tumorale et en fonction de la marge minimale. [26], [27].

Les techniques de reconstruction par lambeaux et pontages vasculaires ont élargi les
possibilités de chirurgie large et conservatrice du membre dans les cas de tumeurs
localement évoluées.

L’objectif chirurgical est donc double : d’une part obtenir des marges histologiques
saines, éviter toute effraction tumorale et d’autre part maintenir la fonction. Actuellement, le
standard chirurgical est d’effectuer une exérése large avec des marges histologiques saines
de maniére circonférentielle. L’épaisseur de cette marge n’est pas encore définie de maniére

précise. C’est la marge minimale qui importe [27].

a. Les techniques chirurgicales

- Exérese large :
Il s’agit du standard chirurgical. La tumeur est emportée en bloc, sans étre vue au cours
de la dissection avec une marge de tissu supposé sain sur toute sa surface. L’'exérése large
consiste a emporter 1 a 2 cm de tissu sain dans tous les plans et/ou une barriére anatomique

(par exemple, 'aponévrose).

26



- Exérése intracapsulaire :
L’exérése intracapsulaire correspond a une exérese par fragmentation de la tumeur ou
a un drainage de la tumeur (sur un diagnostic préopératoire erroné par exemple : diagnostic
d’hématome ou d’abceés). Une effraction tumorale expose a une poursuite évolutive plus ou
moins rapide en fonction du grade de la tumeur. Il est important de l'identifier, car il s’agit
d’'une indication formelle de reprise chirurgicale. La radiothérapie ne pallie pas une chirurgie

inadaptee.

- Exéreése marginale ou énucléation :
L’exérése marginale correspond a 'ablation de la tumeur sans tissu sain en périphérie
en passant dans le plan de clivage naturel. Le plan de clivage se situe au niveau de la
pseudocapsule, laissant toujours en place un reliquat tumoral microscopique dans les tissus

adjacents. L’énucléation expose le patient a un risque de rechute locale de 50 a 93 % [27].

- Exérése compartimentale :
L’exérése compartimentale, décrite par Bowden et Enneking [28], [29] vise a enlever la
totalité d’un compartiment avec ses structures anatomiques limitantes et la totalité du
contenu. L'inconvénient de ce type d’exérése est I'importance des séquelles fonctionnelles.

Ce type d’intervention ne correspond plus au standard chirurgical.

- Amputation, désarticulation :

Il s’agit d’un type d’intervention qui ne préjuge pas de son caractére large ou non. Des
marges larges passant en tissu sain sont plus facilement obtenues par amputation (surtout
si la lésion est distale) expliguant un taux de rechute locale inférieur au traitement
conservateur [30] . Mais une désarticulation carcinologique (marges saines) n’est pas

toujours possible (figure 1).
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Figure 1 : Représentation schématique des différentes techniques d’exérése chirurgicale. A gauche : tumeur
des tissus mous, a droite : tumeur osseuse. Marginal excision : exérese marginale. Intralesional excision :
exéerese intralésionnelle. Wide excision : exérese large. Radical excision : exérése compartimentale. D’apres
M. M. Malawer et P. H. Sugarbaker, Musculoskeletal cancer surgery: treatment of sarcomas and allied
diseases [26].

b. Appréciation de la qualité de la chirurgie

La qualité de I'exérese s’établit selon les critéres de 'UICC (classification R) [31] :
- RO : marge microscopique saine. La marge minimum est définie en
millimétres en précisant la qualité du tissu la constituant.
- R1 : existence d’un résidu microscopique.
- R2 : existence d’un résidu macroscopique. Le chirurgien doit I'indiquer
dans son compte-rendu opératoire.
En cas d'exérése fragmentée les marges ne sont pas appréciables. L’exérése est

considéréee R2.
La reprise chirurgicale doit étre envisagée en cas de marges R1 selon I'étendue de la

tumeur, de ses rapports anatomiques (contact avec une structure noble vasculonerveuse) et

de sa biologie.
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En cas de marges R2, la reprise chirurgicale dans un centre spécialisé doit étre réalisée
avec éventuellement un traitement préopératoire en cas de tumeur non ré-opérable ou

nécessitant un traitement mutilant [24].

2- La radiothérapie

La radiothérapie post-opératoire améliore le contrdle local de la maladie sans effet sur

la survie globale [32]. Elle peut étre réalisée en pré- ou en post-opératoire.

Selon les recommandations ESMO 2012 [24], |a radiothérapie adjuvante est indiquée
pour les sarcomes des tissus mous profonds de haut grade (G2 et G3).

La dose administrée est de 50-60 Gy en 5 fractions hebdomadaires de 1,8 a 2 Gy avec
des boost possibles jusqu'a 66 Gy en fonction de la présentation et de la qualité de la
chirurgie. Le volume d’irradiation doit inclure le lit opératoire, les cicatrices et les trajets de
drainage.

La radiothérapie peut dans certains cas étre réalisée en pré-opératoire, aprés
discussion pluridisciplinaire [33]. Le temps pré- ou post-opératoire ne modifie pas le contrble
local des sarcomes mais le risque de complication est différent. En effet, le taux de
complication post-chirurgical avec radiothérapie pré-opératoire est plus important avec 35%
de problémes de cicatrisation versus 17% avec une radiothérapie post- opératoire [34]. Ces
complications concernent essentiellement les sarcomes des membres inférieurs. Ainsi le
risque accru de complications post-opératoires apres radiothérapie pré-opératoire doit étre
mis en balance avec le risque de complications a plus long terme observé dans le bras

radiothérapie post-opératoire (volume d’irradiation et dose plus importants).

3- La chimiothérapie

Le but de la chimiothérapie est le contrble systémique de la maladie. Elle est indiquée

pour la plupart des patients non résécables ou métastatiques en situation palliative.

Les sarcomes des tissus mous de l'adulte sont globalement des tumeurs peu
chimiosensibles, pour lesquelles un nombre limité de molécules efficaces sont disponibles.

Les anthracyclines tel que la doxorubicine sont le traitement standard de premiére ligne [35].
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En cas d’échec des anthracyclines ou en cas d’impossibilité de les utiliser, plusieurs

traitements sont envisageables tels que I'utilisation de I'ifosfamide ou de la trabectédine [36].

4- Prise en charge thérapeutique des sarcomes primitifs osseux de haut

grade

Les sarcomes primitifs osseux sont des tumeurs rares de prise en charge complexe qui

doit étre réalisée dans un centre expert.

Le traitement des sarcomes primitifs osseux de haut grade comme l'ostéosarcome de
haut grade, le sarcome d’Ewing, le sarcome inclassé a cellules pléomorphes de haut grade
et le léiomyosarcome primitif osseux repose le plus souvent sur une chimiothérapie
néoadjuvante suivie d’'une chirurgie d’exérése monobloc et d’'une chimiothérapie adjuvante

plus ou moins associée la radiothérapie [25].

Ainsi, le traitement de référence du sarcome d’Ewing en Europe suit le protocole
clinique euro-EWING 99 constitué d'une chimiothérapie néoadjuvante associant la
vincristine, I'ifosfamide, I'adriamycine et I'étoposide suivie d’'une résection chirurgicale puis

d’'une chimiothérapie de consolidation, elle-méme dépendante de la réponse histologique.

5- Prise en charge thérapeutigue des sarcomes a cellules rondes

Les sarcomes a cellules rondes (dont font partie le sarcome d’Ewing, les
rhabdomyosarcomes embryonnaires et alvéolaires, la tumeur desmoplasique a petites
cellules rondes ou encore le chondrosarcome mésenchymateux) sont des tumeurs
particulierement agressives touchant (non exclusivement) I'enfant et I'adulte jeune pour
lesquels le recours a une polychimiothérapie néoadjuvante est généralement indiquée. Ainsi,
certains protocoles spécifiques associant une chimiothérapie combinatoire néoadjuvante a
la chirurgie et a une chimiothérapie adjuvante ont montré leur efficacité dans certaines entités

comme le rhabdomyosarcome alvéolaire [37].
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VI- PRISE EN CHARGE ANATOMOPATHOLOGIQUE DES SARCOMES

1- Démarche diagnostique

La démarche anatomopathologique a pour but d’établir le diagnostic de sarcome et de
le classer selon sa ligne de différenciation. La classification utilisée est celle de 'TOMS 2013
des tumeurs des tissus mous et des tumeurs osseuses [1]. Elle repose sur I'examen
histologique standard aidé de I'immunohistochimie et de la biologie moléculaire. Le

diagnostic doit toujours étre confronté aux données cliniques et a I'imagerie.

L’immunohistochimie occupe une place importante pour affirmer le diagnostic de
sarcome (éliminer un carcinome, un mélanome ou un lymphome) mais également pour le
classer de maniére précise [38].

Elle permet parfois de montrer une ligne de différenciation tissulaire ou de la suggérer :

- Différenciation épithéliale : anticorps anti-pancytokératine AE1/AE3, anti-EMA.

- Différenciation musculaire : anticorps anti-actine muscle lisse, anti-desmine,
anti-myogénine (muscle stri€), anti-h-caldesmone (muscle lisse).

- Différenciation endothéliale : anticorps anti-CD31, anti-CD34.

- Différenciation nerveuse : anticorps anti-PS100

Certains anticorps peuvent permettre de suggérer l'existence d'une anomalie
moléculaire comme les anticorps anti-MDM2 et anti-CDK4 qui montrent un marquage
nucléaire des cellules tumorales dans le liposarcome bien différencié/dédifférencié

témoignant de I'amplification des génes MDM?2 et CDKA4.

Le choix des anticorps utilisés et leur interprétation doivent-étre effectués en fonction
de l'aspect morphologique de la tumeur (tumeur a cellules rondes indifférenciée, tumeur a
cellules fusiformes, tumeur a cellules pléomorphes, tumeur myxoide hypocellulaire

faiblement ou peu atypique, tumeur épithélioide).
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Ainsi, I'étude immunohistochimie peut permettre d’établir ou de suggérer les
diagnostics de :

- Rhabdomyosarcome (anticorps anti-myogénine+),

- Sarcome a cellules claires des parties molles (anticorps anti-PS100+, anti-
HMB45+),

- Sarcome épithélioide (I'anticorps anti-CD34+, anti-INI1-),

- Tumeur desmoplasique a petites cellules rondes (anticorps anti-
pancytokératines+, anti-desmine+ et anti-WT1)

- Tumeur rhabdoide (anticorps anti-pancytokératine+ et anti-INI1-),

- Angiosarcome (anticorps anti-CD31+, anti-CD34+),

- Synovialosarcome (anticorps anti-pancytokératine+, anti-EMA+),

- Léiomyosarcome (anticorps anti-actine muscle lisse+, anti-h-caldesmone+),

- Liposarcome bien différencié/dédifférencié (anticorps anti-MDM2 et anti-
CDK4+), [38], [39].

2- Détermination du grade

En dehors de quelques exceptions, la classification histologique des sarcomes des
tissus mous n’est pas suffisamment informative et ne préjuge pas du risque métastatique. Le
grade de malignité est le facteur pronostique le plus important pour la prédiction d’'une
rechute métastatique et de la survie globale.

Le systéme actuellement le plus utilisé pour les tumeurs des tissus mous est celui de
la Fédération Nationale des Centres de Lutte Contre le Cancer (FNCLCC) [40], tenant
compte de trois paramétres : la différenciation, I'activité mitotique et le pourcentage de
nécrose. A chacun de ces parameétres est attribué un score. La somme de ces scores définit

le grade (figure 2).
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Différentiation tumorale :

Score 1 : sarcomes qui ressemblent a un tissu adulte normal. Exemple :
liposarcome bien différencié.

Score 2 : sarcomes pour lesquels le diagnostic de type histologique est
certain. Exemple : liposarcome myxoide.

Score 3 : sarcomes embryonnaires, synovialosarcomes, sarcomes
épithélioides, sarcomes a cellules claires, sarcomes alvéolaires des parties
molles, sarcomes indifférenciés et sarcomes pour lesquels e type
histlogique est incertain.

Index mitotique :

Score 1:0a 9 mitoses pour 10 champs.
Score 2 : 10 a 19 mitoses pour 10 champs.
Score 3 : plus de 19 mitoses pour 10 champs.
(Un champ mesure 0,1734 mm?)

Nécrose tumorale :

Score 0 : pas de nécrose.

Score 1 : moins de 50 % de nécrose tumorale.
Score 2 : plus de 50 % de nécrose tumorale.

Grade 1 : Score 2-3 Grade 2 : Score 4-5 Grade 3 Score 6-8

Figure 2 : Systéme de grading de la Fédération Nationale des Centres de Lutte Contre le Cancer (FNCLCC).

Le systéeme de grading n’est pas applicable a 'ensemble des types histologiques de
sarcomes. En effet, pour certains sarcomes, le type histologique détermine a lui seul le
pronostic. Le grading devient alors redondant. C’est le cas par exemple du liposarcome bien
différencié qui est une tumeur de bas grade et de la majorité des sarcomes a cellules rondes

qui sont par définition des sarcomes de haut grade.

3- Elaboration du compte-rendu

Les éléments devant figurer dans le compte-rendu sont: la taille de la tumeur, sa
situation par rapport a 'aponévrose superficielle et aux différentes structures anatomiques
présentes sur la piéce, le type histologique et si besoin le sous-type, le grade histologique en
indiquant le systéme de grading utilisé, la présence et I'importance de la nécrose tumorale,
la présence éventuelle d’emboles néoplasiques, I'état des limites d’exérése en précisant les
marges les plus proches lorsqu’elles sont inférieures a 1 ou 2 cm, les techniques

complémentaires mises en ceuvre et leurs résultats [41], [42].
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VII- CLASSIFICATION MOLECULAIRE DES SARCOMES

Les sarcomes constituent un groupe hétérogéne de tumeurs de classification complexe,
rendant le diagnostic difficile. Cette classification a pourtant un impact important sur le

pronostic et le traitement des patients [2], [43].

Au cours des quinze derniéres années, de nombreuses anomalies génétiques ont été
décrites dans ces tumeurs. Ces anomalies ont permis d’établir une classification moléculaire
des sarcomes distinguant d’'une part les sarcomes avec anomalie génétique spécifique
présentant généralement un caryotype simple et d’autre part les sarcomes a profil génomique
complexe, sans anomalie spécifique, caractérisés par de nombreux gains et pertes géniques.
Des anomalies moléculaires spécifiques sont présentes dans presque la moitié des

sarcomes.

1- Sarcomes avec anomalie génétique spécifique

Dans cette catégorie, on distingue :

- Les sarcomes avec translocation spécifique pouvant étre utilisées comme marqueurs
diagnostiques.

- Les sarcomes avec un profil génomique simple caractérisés par la présence
d’amplifications. Le liposarcome bien différenciés/dédifférenciés, 'ostéosarcome parostéal
et I'ostéosarcome central de bas grade et les sarcomes intimaux montrent un tel profil
caractérisé par une amplification des génes MDM?2 et CDK4 associés a une amplification
d’autres génes dans le cas du liposarcome dédifférencié. Sur le plan cytogénétique, ces
tumeurs sont caractérisées par la présence de chromosomes géants ou en anneaux
surnuméraires sur un fond de caryotype par ailleurs normal. Ces chromosomes
surnuméraires sont constitués de séquences amplifiées de la région 12q14-15 avec
amplification constante du géne MDM?2, neuf fois sur dix du géne CDK4 et plus
accessoirement d’autres génes comme HMGAZ2 et SAS.

- Les sarcomes avec une mutation activatrice. Quatre-vingt-dix pourcent des GIST
montrent une mutation d’'un géne codant pour un récepteur a activité tyrosine-kinase KIT ou
PDGFRA. La mise en évidence de ces mutations est utile pour prédire la réponse

thérapeutique a I'imatinib.
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- Les sarcomes avec mutation inactivatrice. C’est le cas de la tumeur rhabdoide qui
présente une inactivation biallélique du gene INI1 qui peut étre mise en évidence en
immunohistochimie (perte d’expression). Cette anomalie est également retrouvée dans 80%

des sarcomes epithélioides et des tumeurs malignes des gaines nerveuses épithélioides.

2- Les sarcomes avec profil génomiqgue complexe

Les autres sarcomes (60% des sarcomes) montrent un profil génomique complexe
caractérisé par de nombreux gains et pertes géniques, avec fréequemment perte du géne
RB1 et une altération de TP53 [44]. Les Iéiomysarcomes, rhabdomyosarcomes pléomorphes,
myxofibrosarcomes et les sarcomes peu différenciés appartiennent a cette catégorie et ne
comportent pas d’anomalie spécifique. Ces sarcomes surviennent le plus souvent chez
'adulte apres 50 ans et sont constitués, sur le plan histologique, de cellules fusiformes et
surtout pléomorphes. Il s’agit de tumeurs relativement agressives avec un potentiel

métastatique de I'ordre de 50 %.

VIlIl- SARCOME AVEC TRANSLOCATION SPECIFIQUE

1- Bases moléculaires

Les translocations réciproques sont le résultat de cassures au sein de certains
chromosomes suivies d’'un échange de fragments chromosomiques qui mettent en contact
des génes qui normalement ne le sont pas. La « mise en contact » de deux génes comme
par exemple SS718 sur le chromosome 18 et SSX7 ou SSX2 sur le chromosome X dans le
cas de la translocation t(X;18)(p11;q11) du synovialosarcome aboutit a la formation d’'un
gene chimérique (ici SS18-SSX17) appelé aussi géne de fusion, qui est transcrit. Le produit
de cette transcription est appelé produit de fusion ou transcrit de fusion [45]. Dans les
sarcomes, les translocations aboutissent a un géne de fusion que l'on suppose étre

directement responsable du développement tumoral (figure 3).
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Y ' Y Y —

Exon1 Exon 2 Exon3 Exon4 Exon5 Exon 6
Exon 1 Exon2 Exon3 A\ Exon4 Exon5 Exon 6 Exon7
Géne de fusion N\l/\l/\l/\l/\
[ | I
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 3 Exon 4 Exon5 Exon 6

1 Transcription

Exons 3,4,5, 6

Transcrit de fusion : ARN T AAAAAAAAAA

Exons 1,2,3
Traduction

Protéine de fusion “ —p Transformation

Figure 3 : représentation schématique des mécanismes moléculaires aboutissant a la production d’un
transcrit de fusion a l'origine de la transformation tumorale.

Les sarcomes avec translocation représentent 10 a 15% de I'ensemble des sarcomes
(Tableau 1). Il s’agit habituellement de tumeurs qui surviennent chez des patients jeunes
(mais peuvent également se voir chez des individus agés), constituées de petites cellules
rondes ou fusiformes monomorphes souvent agressives [43].

Les plus fréquents sont le dermatofibrosarcome de protuberans, le liposarcome
myxoide, le sarcome d’Ewing et le synovialosarcome. La translocation réciproque dans le
sarcome d’Ewing a été la premiére translocation rapportée dans une tumeur humaine en
1983 [4], [46].
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Sarcoma type Translocation Genes involved Prevalence
Ewing’s sarcoma/ primitive 111,22) (q24,912) EWSRI-FLIN 85-95%
neuroectodermal tumor
121,22) (q22,912) EWSR1-ERG 5-10%
U7.22) (p22,912) EWSRI-ETVI rare (< 1%)
17,22) (q12.912) EWSRI-ETV4 (E1AF) rare
12,22) (q33.912) EWSRI1-FEV rare
11,22) (p36,912) EWSR1-286 rare
116:21) (p11.922) FUS-ERG rare
Synovial sarcoma tX;18) (p11.911) SS18(SYT)-SSX1 65%
SS18(SYT)-SXX2 35%
SS18(SYT)-SSX4 rare
Myxoid liposarcoma 1216} (q13,p11) TLS(FUS)-DDIT3(CHOP) 95%
112.22) (q13,912) EWSR1-DDIT3(CHOP) rare
Alveolar rhabdomyosarcoma 12,13) (q35,914) PAX3-FOXOTAIFHKR) 60-80%
1(1;13) (p36;q14) PAX7-FOXOTAIFHKR) 10-20%
1X:2) (q13,935) PAX3-AFX rare
12,2) (q35,p23) PAX3NCOA! rare
Clear cell sarcoma 112.22) (q13.912) ATFI-EWSR1 > 9%
12,22) (q32,912) EWSRI-CREB1 rare
Extraskeletal myxoid 19,22) (922,912 EWSR1-TECINRAAZ/CHN/TEC) 5%
chondrosarcoma U917 (q22.q11) TAF2N(RBPS6)-TEC/CHN 25%
19 ,15) (q22.q21) TCF12-TEC(CHN) rare
Desmoplastic small round cell tumor 111,22 (p13.912) WT1-EWSR1 > 90%
Low-grade fibromyxoid 1(7,16) (q32-34,p11) TLS(FUS)-CREB312 90%
sarcoma 11,16} (p11p11) TLS(FUS)-CREB3LY 10%
Dermatofibrosarcoma 117 ;22) (q22,913) COL1AL-PDGFB >90%
protuberans/giant cell fibroblastoma ring 17q, ring 22q, der(22)  COLIAI-PDGFB 75%
Alveolar soft-part sarcoma X 17) (p11.2,925) ASPL-TFE3 > 90%
Infantile fibrosarcoma 112 ;15) (p13,925) ETVB(TEL)-NTRK3(TRKC) 80-90%
{cell. mesoblastic nephroma)
Inflammatory myofibroblastic 12,19) (p23;p13.1) TPMA-ALK
twumor 11.2) (q22-23,p23) TPM3-ALK
12,17) (p23,23) CLTC-ALK
u2,1) (p23,p155) CARS-ALK
12.2) (p23.913) RANBP2-ALK
other 2p23 ALK-other partners
rearrangements
Angiomatoid fibrous histiocytoma 12 :22)(q34 ;q12) EWSR1-CREB1 0%
W12 22)(q13 .q12) EWSR1-ATF1 10%

Tableau 1 : Exemples de sarcomes caractérisés par une translocation : type de translocation, genes
impliqués avec leur prévalence.

La plupart de ces génes de fusion codent pour un facteur de transcription chimérique
aberrant en combinant un promoteur fort, comme EWSR1 qui confére le niveau d’expression
et un domaine dit de DNA-binding comme FLI1, ERG, ATF1, WT1, qui confére la spécificité
d’activation transcriptionnelle [47]. L’'expression de ce facteur de transcription aberrant est a

I'origine de I'activation et de la répression de génes et participe ainsi a la transformation
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tumorale. Ewing Sarcoma Breakpoint Region 1 (EWSR1) est un des genes les plus impliqués
dans les sarcomes a translocation incluant le sarcome d’Ewing, la tumeur desmoplasique a
petites cellules rondes, le sarcome a cellules claires des parties molles, I'histiocytome fibreux
angiomatoide, le chondrosarcome myxoide extrasquelettique et certains liposarcomes
myxoides.

Un second mécanisme a pour résultat la surexpression d’'un facteur de croissance
autocrine. C’est le cas du dermatofibrosarcome protuberans avec la fusion des génes
COL1A1 et PDGFB qui met I'expression du géne du facteur de croissance autocrine PDGFB
(proto-oncogéne) sous la dépendance du promoteur du géne COL1A1 fortement exprimé
dans les fibroblastes. La protéine de fusion COL1A71-PDGFB est ensuite clivée en une
protéine PDGFB fonctionnelle dont la surexpression aboutit a la transformation tumorale [48].

Un troisieme mécanisme implique la fusion du domaine catalytique d’un récepteur
tyrosine-kinase qui a pour résultat I'activation constitutive de cette tyrosine-kinase
indépendamment du ligand. C’est le cas du fibrosarcome congénital avec la fusion des génes
ETV6 et NTRKS.

La mise en évidence de ces translocations spécifique constitue actuellement un outil
diagnostique majeur pour la classification des sarcomes. Il est utilisé en routine et de maniére

systématique pour toute suspicion de translocation.

Ces translocations sont spécifiques d’un type histologique donné. Il existe quelques
exceptions : la translocation ETV6-NTRK3 est présente dans le fibrosarcome infantile, mais
également dans le néphrome mésoblastique cellulaire, dans le carcinome sécrétoire du sein
et dans un type de leucémie myéloide aigué. La translocation de type ASLP-TFE3 est
présente dans le sarcome alvéolaire des parties molles et dans quelques carcinomes du rein
survenant préférentiellement chez I'enfant et I'adulte jeune. La translocation de type TPM3-
ALK est présente dans la tumeur myofibroblastique inflammatoire et dans le lymphome
anaplasique. Les deux translocations de type EWSR1-ATF1 et EWSR1-CREB1 sont
présentes dans le sarcome a cellules claires des parties molles et dans I'histiocytome fibreux
angiomatoide. Ces tumeurs, morphologiquement trés différentes, ne posent cependant pas

de probléme de diagnostic différentiel.
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2- Intérét de la mise en évidence de translocations spécifiques dans les

sarcomes

La mise en évidence de translocations spécifiques a un impact a la fois diagnostique,
pronostique et thérapeutique.

Pour le diagnostic, les translocations sont utilisées comme marqueurs moléculaires
spécifiques. Ainsi, il est parfois difficile de faire la différence entre tumeur bénigne et tumeur
maligne sur I'examen morphologique. C’est le cas par exemple chez lI'enfant entre le
lipoblastome et le liposarcome myxoide. Le doute diagnostic peut-étre levé en identifiant la
translocation FUS-DDIT3 spécifique du liposarcome myxoide. La mise en évidence d’une
translocation spécifique permet également de distinguer des tumeurs dont les aspects
morphologiques et I'immunophénotype peuvent étre équivoques. C’est le cas notamment
des tumeurs a petites cellules rondes comme le sarcome d’Ewing, le synovialosarcome peu
différencié, la tumeur desmoplasique a petites cellules rondes, le rhabdomysarcome
alvéolaire, le chondrosarcome mésenchymateux et le neuroblastome. A I'exception du
neuroblastome, ces tumeurs possédent des translocations réciproques qui sont spécifiques
de chaque entité [45].

La génétique moléculaire a également permis d’identifier des tumeurs appartenant au
méme spectre en dépit de morphologies différentes. Ainsi, on sait maintenant que le sarcome
d’Ewing et la tumeur neuro-ectodermique périphérique/PNET partagent les mémes
anomalies chromosomiques [2]. Le liposarcome a cellules rondes est une variante agressive

du liposarcome myxoide avec lequel il partage les mémes translocations réciproques.

La mise en évidence d’un transcrit spécifique peut également avoir un impact pronostic
important. En effet, il a récemment été montré que les tumeurs ayant les aspects
morphologiques d’un rhabdomyosarcome alvéolaire (rhabdomyosarcome de mauvais
pronostic, appartenant a la catégorie des rhabdomyosarcomes de haut risque) mais ne
comportant pas la translocation moléculaire spécifique présentent le méme profil génomique,
le méme profil d’expression et la méme évolution clinique que les rhabdomyosarcomes
embryonnaires. Ainsi, les rhabdomyosarcomes de morphologie alvéolaire ne comportant pas
de translocation spécifique (30% des cas) sont de meilleur pronostic et rejoignent le groupe
des rhabdomyosarcomes de risque intermédiaire pour la prise en charge thérapeutique [49].

Il a par ailleurs été rapporté que les rhabdomyosarcomes alvéolaires qui comportent une
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translocation PAX7-FOXO1A auraient un meilleur pronostic comparé aux tumeurs a
translocation PAX3-FOXO1A [50], [6].

Le diagnostic des sarcomes a translocation peut avoir un impact décisif quand il existe
un traitement spécifique d’'un type histologique. C’est le cas pour la plupart des sarcomes
pédiatriques comme le sarcome d’Ewing, le rhabdomyosarcome alvéolaire, la tumeur
desmoplasique a cellules rondes et le fibrosarcome infantile. Certains sarcomes de 'adulte
peuvent également étre plus sensibles a certains agents cytotoxiques comme le liposarcome

myxoide/a cellules rondes pour la trabectédine [51].
Compte tenu de I'impact pronostique et thérapeutique du diagnostic de sarcome a
translocation spécifique, il est aujourd’hui recommandé de faire une analyse moléculaire

devant toute suspicion de sarcome avec translocation [43] et ce d’autant plus que la

présentation clinique est inhabituelle [2], [43].

IX- EXEMPLES DE SARCOMES AVEC TRANSLOCATION SPECIFIQUE

1- Le sarcome d’Ewing

Le sarcome d’Ewing est un sarcome a cellules rondes ou a cellules bleues présentant
un degré variable de maturation neuroectodermique [1]. Les sarcomes d’Ewing représentent
6 a 8 % des tumeurs malignes primitivement osseuses. |l s’agit du deuxiéme sarcome
primitivement osseux par ordre de fréquence chez I'enfant et I'adulte jeune. Quatre-vingt
pourcent des cas surviennent avant 20 ans avec un pic d’incidence durant la deuxiéme
décennie. Au-dela de 30 ans, les cas sont rares. Il s’agit le plus souvent d’'une tumeur
diaphysaire ou métaphyso-diaphysaire des os longs (fémur, tibia, humérus). lls peuvent
également survenir au niveau du pelvis, des os du crane, des vertebres, de la scapula, des
os courts des extrémités et au niveau des tissus mous. Des localisations viscérales ont

également été documentées.

A l'imagerie, il se présente comme une Iésion lytique, perméative, souvent associée a
une réaction périostée lamellaire en bulbe d’oignon. La tumeur s’étend souvent dans les

parties molles sous la forme d’'une masse mal définie.
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Marcroscopiquement, il s’agit d'une masse beige infiltrante avec des remaniements

nécrotiques et hémorragiques.

A 'examen microscopique, la plupart des tumeurs sont faites de petites cellules rondes
a noyau rond ou ovale, a chromatine fine, a cytoplasme clair ou éosinophile pale, a limites
floues (figure 4). Certaines tumeurs, dénommeées sarcome d’Ewing atypique, peuvent étre
faites de cellules de plus grande taille, a noyau a contours plus irréguliers avec un nucléole
proéminent. Dans d’autres tumeurs, présentant une différenciation neuroectodermique plus
marquées, les cellules comportent un cytoplasme plus abondant avec un noyau nucléolé et
forment parfois des rosettes neuroectodermiques. Du glycogéne intra-cytoplasmique peut-

étre mis en évidence par la coloration de PAS dans la majorité des tumeurs indifférenciées.

Figure 4 : sarcome d’Ewing : prolifération dense faite de petites cellules rondes monomorphes.
HES x 400.

Le sarcome d’Ewing présente un immunophénotype peu spécifique. Les cellules
tumorales sont intensément marquées avec 'anticorps anti-CD99 (marquage membranaire)
quel que soit le degré de différenciation [52]. Cependant ce marquage trés sensible est peu
spécifique. En effet, le CD99 peut étre positif dans d’autres tumeurs a cellules rondes comme
le synovialosarcome peu différencié variant a cellules rondes, la tumeur desmoplasique a

petites cellules rondes, ou encore certains lymphomes et leucémies lymphoblastiques.
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Quatre-vingt-cinq pourcent des sarcomes d’Ewing comportent la translocation
réciproque t(11;22)(g24;q12) fusionnant EWSRT avec FLI1 pour générer I'oncoprotéine
chimérique EWSR1-FLI1 fonctionnant comme un facteur de transcription aberrant [3], [4], [5],
[46]. Certaines tumeurs comportent un transcrit alternatif fusionnant EWSR1 a un autre
membre de la famille ETS (Erythroblastosis virus Transforming Sequence) comme ERG,
ETV1, ETV4, FEV. Dans de rares cas, une fusion FUS-ERG ou FUS-FEYV est retrouvée.

Le géne EWSR1 situé sur le chromosome 22 en gq12 comporte 17 exons. Il code pour
une protéine de 656 acides aminés avec un domaine d’activation transcriptionnel codé par
les exons 1 a 7 et un domaine de liaison a 'ARN a I'extrémité C-terminale codée par les
exons 11 a 13 [46]. Cette séquence est commune aux protéines de la famille TET a laquelle
appartiennent également les génes FUS et TAF15. Le géne EWSR1 est exprimé de fagon
ubiquitaire. Il code pour une protéine nucléaire dont la fonction précise est encore mal connue
[53].

Le pronostic des patients atteints d’'un sarcome d’Ewing s’est considérablement modifié
depuis I'évolution des protocoles de chimiothérapie qui permettent aujourd’hui une guérison
dans 2/3 des cas. Le pronostic des malades métastatiques reste cependant extrémement
péjoratif [54], [55].
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2- Les « sarcomes Ewing-like »

Les « sarcomes Ewing-like » sont des tumeurs de description récente qui présentent
les aspects morphologiques du sarcome d’Ewing mais qui sont caractérisés par d’autres
translocations. Ces translocations peuvent fusionner le géne EWSR1 et des génes codant
pour d’autres protéines n’appartenant pas a la famille ETS (SMARCAS5, PATZ1, SP3) ou
impliquer d’autres génes n’appartenant pas a la famille TET comme les translocations CIC-
DUX4 ou BCOR-CCNBS3.

Le sarcome « Ewing-like » caractérisé par un transcrit de fusion BCOR-CCNBS3
correspond a une entité bien distincte du sarcome d’Ewing avec un profil d’expression
génique différent associé a des anomalies génétiques secondaires également différentes. Le
transcrit de fusion BCOR-CCNBS3, entre le dernier codon du géne BCOR et I'exon 5 du géne
CCNBS3, résulte d’une inversion paracentrique du chromosome X [56]. Le géne BCOR code
pour un corépresseur du proto-oncogéne BCL6. Le géne CCNB3 code pour une cycline
exclusivement exprimée pendant la méiose au cours de la spermatogénése. L’aspect
morphologique des sarcomes BCOR-CCNBS3 est varié. La plupart des cas sont densément
cellulaires, faits de petites cellules rondes, un peu plus irréguliéres que les cellules de
sarcome d’Ewing avec un noyau anguleux. D’autres tumeurs présentent des aspects de
tumeurs a cellules fusiformes avec un fond qui peut-étre fibreux ou myxoide (figure 5) [57],
[58].
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Figure 5 : différents aspects du « sarcome Ewing-like » avec translocation BCOR-CCNBS3. A : prolifération
dense faite de petites cellules rondes, monomorphes. B : prolifération faite de cellules fusiformes agencées en
faisceaux, faisant suggérer un synovialosarcome. C : tumeur faite de cellules rondes et de cellules fusiformes
avec des images d’enroulements D : tumeur avec vascularisation de type hémangio-péricytaire. D’apres S.
Cohen-Gogo et al., [57].

3- Le synovialosarcome

Le synovialosarcome peut survenir a tout age. Plus de la moitié des patients sont des
adolescents ou des adultes jeunes: 58% des cas surviennent entre 10 et 40 ans sans
prédominance de sexe. Soixante-dix pourcent des tumeurs atteignent les parties molles
profondes des extrémités. Quinze pourcent sont situées au niveau du tronc et sept pourcent
au niveau de la téte et du cou [59]. Des cas de synovialosarcome ont été décrits au niveau
des organes génitaux internes et externes, du rein, de la glande surrénale, du rétropéritoine,
des visceres, du médiastin, de I'os, du systéme nerveux central et des nerfs périphériques
[60], [61], [62].

Cliniguement, la tumeur se présente comme une masse non douloureuse de croissance

lente. Dans un tiers des cas, des calcifications sont visibles a I'imagerie [1].
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Macroscopiquement, il s’agit d’'une tumeur bien limitée pouvant étre multi-nodulaire,

kystisée, calcifiée ou ossifiée.

A I'examen microscopique, le synovialosarcome peut-étre monophasique a cellules
fusiformes ou biphasique (figure 6). Dans la forme biphasique, un contingent « épithélial » et
un contingent a cellules fusiformes sont présents en proportion variable. Les cellules de
phénotype épithélial sont disposées en nids, cordons ou en structures glandulaires. Le
variant peu différencié est fait de cellules rondes avec des remaniements nécrotiques et une

activité mitotique élevée.

Figure 6 : Synovialosarcome monophasique a cellules fusiformes : prolifération dense faite de cellules
fusiformes courtes, monomorphes, s’agencant « en bancs de poisson ». HES x 400.

L’étude immunohistochimique montre a des degrés variables une différenciation
épithéliale. Dans les tumeurs biphasiques, le contingent « épithélial » est marqué avec les
anticorps anti-EMA et anti-pancytokératines. Dans les tumeurs monophasiques a cellules
fusiformes et dans les tumeurs peu différenciées, le marquage avec les anticorps anti-EMA
et anti-pancytokératines est focal. La PS100 peut étre exprimée de fagon focale dans plus
de 40% des cas. La plupart des synovialosarcomes sont marqués avec I'anticorps anti-CD99
et ne doivent pas étre confondus avec un sarcome d’Ewing. L’anticorps anti-CD34 est en

regle négatif.
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Plus de 95% des synovialosarcomes comportent la translocation réciproque spécifique
t(X;18)(p11.2:911.2). Dans cette fusion, les 8 acides aminés de I'extrémité carboxy-terminale
du géne SYT (SS18) sont remplacés par 78 acides aminés de I'extrémité carboxyterminale
du géne SSX. Le géne SSX comporte 5 variants. Les variants SSX7 (deux tiers des cas) et
SSX2 sont les principaux partenaires [63] ; seuls quelques cas impliquent le géne SSX4. La
fonction du géne est inconnue. La protéine SYT est exprimée de fagon ubiquitaire alors que
le géne SSX code pour une histone binding protein normalement exprimée dans le testicule.
L’effet oncogénique de la protéine de fusion n’est pas clairement établit, il semble que

d’autres évenements soient requis pour la sarcomagénese [64].
Le pronostic de ces tumeurs dépend essentiellement de I'age, du stade au diagnostic,

du grade et de la taille de la tumeur. La survie a 5 et 10 ans est estimée respectivement a

83% et 75% pour les enfants et les adolescents et a 62% et 52% pour les adultes.

4- Le rabdomyosarcome alvéolaire

Le rhabdomyosarcome alvéolaire est une tumeur monomorphe a petites cellules
rondes. Il peut survenir a tout &ge, mais survient principalement chez I'enfant et I'adulte
jeune sans prédominance de sexe. L’age médian se situe entre 6,8 et 9 ans [65], [66]. |l s’agit
d’'une tumeur souvent profonde, intramusculaire des extrémités mais peut aussi survenir au

niveau de la téte et du cou, de la région para-rachidienne et du pelvis.

Cliniqguement, le rhabdomyosarcome se présente comme une masse des extrémités de

croissance rapide, souvent métastatique au diagnostic.

Macroscopiquement, il s’agit d’'une tumeur charnue, beige, plus ou moins fibreuse.

A 'examen microscopique, la tumeur est densément cellulaire, faite de cellules rondes
monomorphes, a noyau ovale hyperchromatique avec un cytoplasme peu abondant,
éosinophile. Elles s’organisent dans les formes les plus typiques en nids séparés par des
septa fibreux. Les cellules tumorales au centre des nids perdent leur cohésion réalisant ainsi

des espaces pseudo-alvéolaires (figure 7).
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Figure 7 : rhabdomyosarcome alvéolaire : prolifération densément cellulaire, faite de cellules rondes
monomorphes mélées a des cellules géantes multinucléées, s’'organisant en nids avec des espaces pseudo-
alvéolaires séparés par des septa fibreux. HES x 200.

Les cellules tumorales marquent généralement de fagon intense et diffuse I'anticorps
anti-myogénine (marqueur rhabdomyoblastique) alors que les anticorps anti-actine muscle
lisse et anti-desmine sont souvent négatifs. |l peut exister un marquage avec les anticorps
anti-pancytokératines et avec les marqueurs de différenciation neuroendocrine pouvant étre
source de confusion.

Les rhabdomyosarcomes alvéolaires sont caractérisés par une translocation spécifique
impliquant I'extrémité 5 d’'un géne de la famille PAX et I'extrémité 3’ du géne FKHR
(FOXOT1). Soixante-dix pourcent possedent la translocation t(2;13)(g35 ;q14) créant une
fusion PAX3-FKHR. Quinze pourcent possédent une translocation t(1;13)(p36 ;q14) formant
une fusion PAX7-FKHR. Ces protéines de fusion ont la fonction de facteur de transcription
oncogénique dont I'expression favorise la prolifération cellulaire et I'invasion [67]. D’autres
événements sont néanmoins requis pour la sarcomagénése comme des mutations
additionnelles du géne TP53.

Il s’agit de tumeurs agressives qui doivent étre distinguées des rhabdomyosarcomes
embryonnaires qui sont de meilleur pronostic. Le caractére agressif du rhabdomyosarcome
alvéolaire est lié a la présence d’une translocation PAX-FOXO1 dont la mise en évidence en
biologie moléculaire est essentielle compte-tenu des implications pronostiques et
thérapeutiques [68].
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X- METHODES DE DETECTION DES TRANSLOCATIONS

1- La cytogénétique conventionnelle

Le caryotype est une méthode d’analyse globale du génome, il permet de visualiser
'ensemble des chromosomes. Cette technique a longtemps été le gold standard cependant
elle est lourde, longue et nécessite une étape préalable de culture cellulaire afin d’obtenir
des chromosomes en métaphase. Le caryotype n’est pas réalisable si les cellules tumorales
ne proliférent pas in vitro, ce qui est a l'origine d’'un taux d’échec important. Il s’agit donc

d’'une méthode peu adaptée a la routine.

2- L’hybridation in situ fluorescente (FISH) sur noyau interphasique

La technique de FISH repose sur I'hybridation de sondes nucléotidiques « simple brin »
marquées par un fluorochrome et complémentaires d’'une séquence cible. La principale
technique utilisée pour la détection de translocations dans les sarcomes est celle des sondes
« split signal » ou « break-appart ». Dans cette méthode, deux sondes marquées par un
fluorochrome différent (rouge et vert) flanquent la région du point de cassure du géne
d’intérét. En I'absence de translocation, les deux sondes sont accolées, on observera alors
un signal de fusion sous la forme de deux signaux rouge et vert accolés ou sous la forme
d’un seul signal jaune. En présence d’un réarrangement chromosomique au niveau du point
de cassure, les deux sondes sont séparées. On observera alors deux signaux distincts (les

2 signaux rouge et vert sont séparés) (figure 8).
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Figure 8 : Représentation schématique de la technique de FISH a l'aide de sondes break-appart pour la mise
en évidence d’un réarrangement du gene EWSR1. A : une sonde centromérique (signal rouge) et une sonde
télomérique (signal vert) sont choisies pour s’hybrider de part et d’autre du gene EWSR1. B : en 'absence de
translocation, les sondes sont accolées. La superposition des signaux verts et rouges donne un signal jaune.
C : Photographie d’un noyau non réarrangé par technique de FISH réalisée a partir de coupes de tissus inclus
en paraffine : présence de deux signaux jaunes par noyau. D : En présence d’une translocation
t(11;22)(q24;12), la portion télomérique du bras long du chromosome 22 (avec le signal vert) est échangée
avec la portion télomérique bras long du chromosome 11. Les deux signaux rouge et vert sont séparés. E : seul
un des deux chromosomes est réarrangé, il est donc observé dans chaque noyau deux signaux rouge et vert
Sséparés correspondant aux chromosomes réarrangés et un signal jaune correspondant au chromosome non
réarrangé. F : Photographie d’un noyau réarrangé pour le géne EWSR1 par FISH a partir de coupes de tissus
inclus en paraffine. Extrait de Lazar A et al., [69].

R

I—m0

i
J

La FISH sur noyau interphasique permet d’effectuer la recherche de translocation a
partir de coupes tissulaires et de s’affranchir de la culture cellulaire. Elle peut étre réalisée a
partir de différentes préparations : tissu frais, empreintes cellulaires, coupes en congélation
et coupes en paraffine (a condition que le matériel soit correctement fixé). Les sondes
commercialisées sont limitées aux sondes EWSR1, DDIT3, FUS, ALK, FKHR, ETV®6, et SYT.

La technique des sondes « break appart» a cependant l'inconvénient d’identifier
seulement I'un des deux partenaires impliqués dans la translocation. Cette technique peut

donc étre non spécifique pour certains types de sarcomes tels que les sarcomes a
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translocation EWSR1. Le résultat doit donc toujours étre interprété en fonction des

caractéristiques anatomopathologiques.

3- LaRT-PCR

La PCR (réaction polymérase en chaine) est une méthode d’amplification élective d’'une
séquence d’ADN double brin effectuée in vitro par extension de deux amorces s’hybridant
spécifiguement de part et d’autre d’'une région cible grace a une ADN polymérase
thermorésistante (Tag-polymérase). L’amplification est effectuée par la répétition de cycles
de dénaturation, hybridation et extension [70].

La RT-PCR est une réaction polymérase en chaine (PCR) effectuée aprés une étape
de transcription inverse de 'ARN en ADN complémentaire (ADNCc). Il s’agit d’'une technique
sensible, spécifique et rapide qui peut étre réalisée a partir de tissus frais, congelés et a partir
de tissus fixés et inclus en paraffine.

La RT-PCR en temps réel ou RT-PCR quantitative permet la détection en temps réel,
de la quantité d’ADNc polymérisée a chaque cycle grace a un marqueur fluorescent. C’est
une technique plus sensible, plus rapide et présentant un risque moindre de contamination.
On obtient en temps réel une courbe d’amplification.

La RT-PCR requiert un ARN de bonne qualité. Des échecs liés a la mauvaise qualité
des ARN sont possibles, surtout lorsqu’ils sont extraits a partir de tissus fixés et inclus en
paraffine. Le rendement de I'extraction d’ARN sur tissus paraffinés est dépendant du temps
de fixation et du fixateur utilisé. La grande sensibilité de la PCR impose une grande rigueur

dans les manipulations afin d’éviter les faux positifs dus a une contamination du matériel.

Pour la détection de transcrits de fusion, les couples d’amorces sont choisis pour
encadrer spécifiquement la région du point de cassure. Chaque couple d’amorces est
spécifique d’un type de transcrit de fusion. Cette technique a donc I'avantage d’identifier les
différents partenaires impliqués dans la translocation.

Afin de rechercher plusieurs translocations simultanément, il existe des techniques de
RT-PCR en temps réel multiplexées qui mélangent dans une méme préparation plusieurs
couples d’amorces [71], [72]. Ces techniques ne permettent cependant que la détection d’'un

nombre restreint de transcrits.
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MATERIELS ET METHODES

I- PRINCIPE DE LA RT-PCR DEPENDANTE DE LA LIGATION

La RT-PCR dépendante de la ligation (RT-dI-PCR) repose sur un couple de sondes
oligonucléotidiques dont la séquence a été choisie pour qu’elles s’hybrident spécifiquement
de fagon adjacente I'une et 'autre a ’ADN génomique cible. Les oligonucléotides sont ensuite
ligués grace a une ADN ligase thermostable qui catalyse la formation d’une liaison covalente
de type phosphodiester entre les deux sondes hybridées a 'ADN. Chaque oligonucléotide
comporte a une extrémité une séquence complémentaire d’un couple d’amorces de PCR.
Seules les sondes formées d’'une paire d’oligonucléotides réunis par la ligase peuvent étre
amplifiées de fagcon exponentielle car elles seules disposent des deux sites de fixation des
amorces de PCR (figure 9) [73].

Sonde 1 Sonde 2

N\ _/

N\ /

\ | ADN

Sonde 1 Sonde 2
Etape 1 : hybridation
L
| |
ADN ligase
Etape 2: Sonde 1 Sonde 2
Ligation \ l
LT
H
Etape 3: Sonde 1 Sonde 2
PCR

N

Figure 9 : représentation schématique de la PCR dépendante de la ligation : Premiere étape : hybridation des
sondes oligonucléotidiques. Deuxiéeme étape : ligation des sondes hybridées de fagon adjacente. Troisieme
étape : Réaction de PCR a partir des séquences complémentaires des amorces de PCR situées a l'extrémité
de chaque sonde oligonucléotidique.
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La PCR dépendante de la ligation a jusqu’alors essentiellement été utilisée pour la
technique de MLPA : Multiplex Ligation Probe Amplification qui permet la détection semi-
quantitative du nombre de copie d’ADN d’une région chromosomique [74] ou d’étudier de
fagcon semi-quantitative le niveau d’expression de génes cibles [75].

La MLPA a l'avantage de pouvoir étre multiplexée c’est-a-dire que dans une méme
préparation, différentes sondes peuvent étre mélangées. Cela est rendu possible grace a
lajout d’'une séquence de liaison commune aux amorces de PCR. Toutes les sondes
comportent la méme séquence de liaison aux amorces de PCR. Ainsi, I'amplification des
sondes liguées ne nécessite qu’une paire d’'amorces (amorces « universelles ») quel que soit

le nombre de sondes multiplexées [74].

ll- UTILISATION DE LA RT-PCR MULTIPLEXE DEPENDANTE DE LA LIGATION
POUR LA DETECTION DES TRANSCRITS DE FUSION

La méthode de RT-PCR multiplexe dépendante de la ligation (RT-dI-PCR multiplexe)
pour la détection de transcrits de fusion a été développée par I'unité INSERM U918 du Centre
de Lutte Contre le Cancer Henri Becquerel de Rouen.

Pour détecter les transcrits de fusion, les sondes oligonucléotidiques ont été congues
pour s’hybrider parfaitement, sur TADNc (obtenu aprés une étape de réverse transcription de
’ARN), de part et d’autre des points de cassure d’intérét. Ainsi, en présence d’un transcrit de
fusion, les sondes vont hybrider de fagon adjacente sur ’ADNc. Elles pourront alors étre
liguées puis amplifiées grace aux séquences complémentaires des amorces de PCR
disposeées a leur extrémité. Ces séquences sont communes a I'ensemble des sondes. Les
amplicons obtenus sont mis en évidence par migration électrophorétique sur gel d’agarose.
Afin d’identifier le transcrit présent dans I'’échantillon, le produit de PCR est séquencé par
pyroséquencage (figure 10) [76].

Cette technique est réalisable en une journée a partir de I'étape de réverse transcription

pour un co(t estimé inférieur a 5 euros par patient.
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A : hybridation des sondes Séquences universelles de liaison aux amorces de PCR

\ ..TAAG ACAA... /
Brin d’ADN 5 | I | 3
complémentaire / ...ATTCTGTT... \
L. N Point de cassure L. ,
Région d’ADNc Région d’ADNCc
appartenant au géne appartenantau géne B

B : ligation des sondes

e | | |

. ATTCTGTT...

3

C:PCR

5’ 3

D : Pyroséquengage, i

]
identification du transcrit 1 | TCCAGBBCCTAAGGGTGACAGA GGGGACCECA T TECCGAGGATCOAA
-
C3
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Figure 10 : représentation schématique des différentes étapes de la RT-dI-PCR multiplexe pour la détection
des transcrits de fusion : A : hybridation des sondes oligonucléotidiques de part et d’autre du point de cassure
de I'ADNc. B : ligation des sondes adjacentes avec une ADN ligase. C: PCR grace aux séquences
complémentaires des amorces de PCR situées a lI'extrémité de chaque sonde. D : Identification du transcrit par
pyroséquencgage.

Ill- PRESENTATION DU KIT DE RT-DL-PCR MULTIPLEXE POUR LA
DETECTION DES TRANSCRITS DE FUSION DANS LES SARCOMES

Ce kit a été développé a partir des données de la littérature pour mettre en évidence de

facon la plus exhaustive possible les transcrits de fusion présents dans les sarcomes
suivants :
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Type de tumeur

Translocation

Chondrosarcome myxoide extrasquelettique

EWSR1-NR4A3

TCF12-NR4A3

TAF2N-NR4A3

NFG-NR4A3
Dermatofibrosarcome protuberans COL1A1-PDGFB
Fibrosarcome infantile ETV6-NTRK3

EWSR1-ATF1

Histiocytome fibreux angiomatoide

EWSR1-CREB1

Liposarcome myxoide/liposarcome a cellulles rondes

EWSR1-DDIT3

FUS-DDIT3

Rhabdomyosarcome alvéolaire

PAX3/7-FKHR

Sarcome a cellules claires des parties molles

EWSR1-ATF1

EWSR1-CREB1

Sarcome alvéolaire des parties molles

ASPSCR1-TFE3

Sarcome d'Ewing/tumeur primitive neuro-ectodermique

EWSR1-FLI1

EWSRI1-ERG

EWSR1-ETV1

EWSR1-FEV

EWSRI1-EIAF

EWSR1-NFATC2

FUS-ERG

FUS-FEV

"Sarcome Ewing like" avec translocation BCOR-CCNB3

BCOR-CCNB3

Synovialosarcome

SYT-55X1/2/4

Tumeur desmoplasique a petites cellules rondes

EWSR1-WT1

Tumeur fibreuse solitaire

NAB2-STAT6

Tableau 2 : Liste des translocations impliquées dans les sarcomes mises en évidence par le kit.

Chaque couple de sondes a été congu pour s’hybrider de part et d’autre des points de

cassure de ces sarcomes (figure 11).
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Figure 11 : représentation des 86 sondes présentent dans le kit, encadrant les différents points de cassure
impliqués dans les sarcomes (E : numéro de I'exon impliqué dans le point de cassure). A noter : ce kit permet
également de détecter les transcrits de fusion présents dans certains types de cancer du rein et dans I'adénocarcinome

prostatique impliquant respectivement les genes TFE3 et TMPRSS2.
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IV- PANEL DE VALIDATION

Afin de démontrer la faisabilité de la RT-dI-PCR multiplexe, nous avons constitué un
panel de 40 sarcomes avec translocation spécifique. Ces tumeurs ont été prises en charge
au laboratoire d’Anatomie et de Cytologie Pathologiques au CHU de Rouen entre 1998 et
2014.

Le panel de tumeurs comporte :
- 10 synovialosarcomes
- 9 rhabdomyosarcomes alvéolaires
- 6 sarcomes d’Ewing
- 1 « sarcome Ewing like » avec translocation BCOR-CCNB3
- 7 liposarcomes myxoides
- 2 tumeurs desmoplasiques a petites cellules rondes
- 2 dermatofibrosarcomes protubérans
- 1 sarcome a cellules claires des parties molles
- 1 histiocytome fibreux angiomatoide

- 1 fibrosarcome infantile

L’analyse a été réalisée a partir de tissus fixés et inclus en paraffine. En cas de résultat

négatif, elle a été renouvelée (lorsque cela était possible) a partir de tissus cryopréservés.
A I'exception de deux cas, le transcrit de fusion avait été mis en évidence soit par

technique de RT-PCR a partir de prélévements cryopréservés (analyse réalisée par le

laboratoire de I'institut Curie dirigé par le Pr Olivier Delattre) soit par technique de FISH.
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V- METHODE

1- Extraction de I’ARN total

Pour chaque échantillon, fixés et inclus en paraffine, la zone tumorale a été cerclée
sur une lame colorée par 'HES. La zone cerclée a ensuite été macro-disséquée au
scalpel, sur des lames blanches (figure 12).

L’extraction de 'ARN a partir de tissus fixés et inclus en paraffine a été réalisée
initialement avec le kit Agilent® Absolutly RNA FFPE puis a secondairement été
automatisée avec le kit Promega Maxwell® 16 LEV RNA FFPE. L’extraction de 'ARN a
partir de tissus cryopréservés a été réalisée avec le kit Promega 16 LEV simply RNA
Tissue.

L’analyse de la pureté et la quantification des échantillons ont été réalisées par

spectrophotométrie (Nanodrop).

Figure 12 : 1- Coupe de lames blanches. 2- Sélection de la zone tumorale a analyser, estimation du
pourcentage de cellules tumorales. 3- Macro dissection au scalpel de la zone sélectionnée.

2- Réverse transcription

La réverse transcription est réalisée avec des amorces d’hexameéres aléatoires. Les
amorces aléatoires sont de courtes séquences oligonucléotidiques synthétisées de fagon
aléatoire et comprenant 6 nucléotides. Ces amorces vont, statistiquement, avoir une chance
de se fixer sur I'ensemble des ARN présents dans la matrice. Cette méthode permet

notamment la synthése d'ADNc a partir d'/ARNm fragmentés [77].
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4uL d’ARN extraits sont ajoutés a 2,5ul de tampon 5x, 2ul de didésoxynucléotides
10mM (dNTPs), 1ul de dithiothréitol 100mM (agent réducteur stabilisant les enzymes en
solution). L’'ensemble est incubé 2 minutes a 80°C puis 5 minutes a 37°C dans un
thermocycleur. La réverse transcriptase est ensuite ajoutée, incubée 15 minutes a 37°C puis
2 minutes a 98°C. Afin d’améliorer la sensibilité de la technique, nous avons utilisé la réverse

transcriptase du kit SuperScript® VILO™ qui permet d’obtenir un meilleur rendement.

3- Hybridation des sondes oligonucléotidiques

1,5ul de tampon et 1,5 yl du mélange de sondes de RT-dI-PCR sont ajoutés a 5ul de la
solution d’ADNc obtenue. La solution est dénaturée 2 minutes a 95°C puis I'hybridation est

réalisée pendant 1 h (ou sur la nuit) a 60°C dans un thermocycleur.

4- Ligation
Une solution contenant un tampon, 24 ul d’eau et 1pl de ligase est préparée. 32ul de
cette solution de ligation sont ajoutés au produit d’ADNc hybridé aux sondes, maintenu a

54°C.

5- PCR et pyroséquencgage

La PCR est réalisée avec la solution eurogentec a laquelle est ajoutée 1pl d’amorce
(oligo illu1-biot et oligo2) avec 18ul d’eau et 5 pl du produit de ligation. L’amplification est
faite sur 35 cycles : dénaturation a 94°C pendant 30 minutes, hybridation des amorces a
58°C, élongation a 72 degrés 30 minutes. Les produits de PCR sont ensuite migrés sur gel

d’agarose et pyroséquencgés.
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RESULTATS

Nous avons mis en évidence une translocation spécifique pour :

9 synovialosarcomes (9/9)

9 rhabdomyosarcomes alvéolaires (9/9)

4 sarcomes d’Ewing (4/6)

2 « sarcomes Ewing like » avec translocation BCOR-CCNB3 (2/2)
6 liposarcomes myxoides (6/7)

2 tumeurs desmoplasiques a petites cellules rondes (2/2)

1 dermatofibrosarcome protubérans (1/2)

1 sarcome a cellules claires des parties molles (1/1)

1 histiocytome fibreux angiomatoide (1/1)

1 fibrosarcome infantile (1/1)
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Ne Nature du L Type LR OB | ey oy o
e . s Localisation tumorale e . d'analyse au de cellules Transcrit identifié
d'échantillon prélevement d'échantillon X . PCR
diagnostic tumorales
Synovialosarcome
1 Biopsie Membre inférieur Paraffine RT-PCR >75% Positif SYT-SSX
2 Résection chirurgicale Main Paraffine RT-PCR >50% Positif SYT-SSX
3 Biopsie Membre supérieur Paraffine RT-PCR >75% Positif SYT-SSX
4 Pneumectomie droite Poumon Paraffine RT-PCR >75% Positif SYT-SSX
5 Résection chirurgicale Membre inférieur Paraffine FISH >75% Positif SYT-SSX
6 Pneumectomie gauche Poumon Paraffine RT-PCR >75% Positif SYT-SSX
. . o Paraffine Positif SYT-SSX*
7 Biopsie Membre inférieur - - FISH >75% —
Cryoprésené Positif SYT-SSX
Biopsie Membre inférieur Paraffine FISH >75% Positif SYT-SSX
9 Résection chirurgicale Pied Paraffine FISH >75% Positif SYT-SSX
. . . . Paraffine Positif BCOR-CCNB3*
10 Amputation pied droit Pied NR >75% —
Cryoprésereé Positif BCOR-CCNB3
Rhabdomyosarcome alvéolaire
11 Biopsie Paroi thoracique Paraffine RT-PCR >75% Positif PAX3/7-FOXO1
12 Biopsie Paroi thoracique Paraffine RT-PCR >75% Positif PAX3/7-FOXO1
13 Biopsie Main droite Paraffine RT-PCR >75% Positif PAX3/7-FOXO1
14 Biopsie Membre supérieur Paraffine RT-PCR >75% Positif PAX3/7-FOXO1
15 Biopsie Fosse iliagque gauche Paraffine RT-PCR >75% Positif PAX3/7-FOXO1
16 Biopsie Plevre Paraffine RT-PCR >75% Positif PAX3/7-FOXO1
17 Biopsie Membre supérieur Paraffine RT-PCR >75% Positif PAX3/7-FOXO1
. Paraffine Positif PAX3/7-FOXO1*
18 Biopsie Face - - RT-PCR >75% —
Cryopréservé Positif PAX3/7-FOXO1
19 Biopsie Sinus maxillaire Paraffine RT-PCR >50% Positif PAX3/7-FOXO1
Sarcome d’Ewing/Tumeur neuroectodermique primitive
20 Résection chirurgicale Aile iliaque Cryopréservé RT-PCR >75% Positif EWSR1-FLI1
21 Biopsie Omoplate Cryoprésené RT-PCR <20% Positif EWSRI1-FLI1
22 Biopsie Aile iliaque Paraffine RT-PCR >80% Négatif
23 Biopsie Fosse infra-temporale Paraffine RT-PCR >50% Négatif
24 Biopsie Membre supérieur Paraffine RT-PCR >50% Positif EWSRI1-FLI1
25 Biopsie Plévre Paraffine RT-PCR >50% Positif EWSR1-FLI1
Sarcome "Ewing like" avec translocation BCOR-CCNB3
26 Weddge pulmonaire Poumon Paraffine RT-PCR >75% Positif BCOR-CCNB3
Liposarcome myxoide
27 Résection chirurgicale Membre inférieur Cryoprésené FISH >50% Positif FUS-DDIT3*
X . _ . Paraffine Positif NI**
28 Résection chirurgicale Membre inférieur - - FISH >50% —
Cryopréservé Positif NI**
29 Biopsie exérése Membre inférieur Cryoprésené FISH >75% Positif FUS-DDIT3
Paraffine Positif NI**
30 Résection chirurgicale Membre inférieur - - FISH >50% —
Cryoprésengé Positif FUS-DDIT3*
31 Résection chirurgicale Membre inférieur Cryoprésengé FISH >75% Positif FUS-DDIT3*
32 Résection chirurgicale Membre inférieur Cryoprésené FISH >50% Positif FUS-DDIT3
33 Résection chirurgicale Membre inférieur Cryoprésené FISH >50% Positif FUS-DDIT3*
Tumeur desmoplasique a petites cellules rondes
i X . . . Paraffine Négatif
34 Résection chirurgicale Abdominale - - RT-PCR >50% —
Cryoprésengé Positif EWSR1-WT1
35 Résection chirurgicale Abdominale Paraffine RT-PCR >50% Positif EWSR1-WT1
Dermatofibrosarcome protuberans
36 Résection chirurgicale Cuir chevelu Paraffine FISH >50% Positif COL1A1-PDGFB
37 Résection chirurgicale Paroi thoracique Paraffine FISH >50% Negatif
Sarcome a cellules claires des parties molles :
38 | Résection chirurgicale | Membre inférieur Parrafine | RT-PCR >75% Positif EWSR1-ATF1
Histiocytome fibreux angiomatoide
39 | Résection chirurgicale | Membre inférieur Parrafine | FISH NC >75% Positif | EWSR1-CREB1
Fibrosarcome infantile
40 | Biopsie Paroi thoracique Parrafine | RT-PCR >75% Positif ETV6-?7*

Tableau 3 : Résultats obtenus avec le kit de RT-dI-PCR multiplexe. * : signal de pyroséquencgage faible rendant
la lecture difficile. NI**: présence d’une bande faible sur le gel d’électrophorése avec séquence est
ininterprétable.
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Pour huit des tumeurs analysées, le signal de pyroséquencgage obtenu était trés faible
(*), rendant la lecture du pyrogramme difficile (n°7 : synovialosarcome ; n°10 : sarcome avec
translocation BCOR-CCNB3 ; n°18 : rhabdomyosarcome alvéolaire ; n°27, 30, 31 et 33:
liposarcomes myxoides et n°40 : fibrosarcome infantile). Pour le cas n°40, l'identification du
transcrit était partielle : un seul des deux partenaires de la translocation a pu étre identifié
(ETV6).

Parmi ces huit cas, trois cas dont '’ARN avait été extrait a partir de tissu fixé et inclus
en paraffine ont pu étre identifiés avec certitude a partir de 'ARN extrait du tissu cryopréservé
(n°7, 10, 18). Le transcrit du cas n°34 correspondant a une tumeur desmoplasique a petites
cellules rondes a pu étre identifié uniguement a partir de 'ARN extrait de tissu cryopréservé.

Pour trois des tumeurs analysées, le résultat était faussement négatif. Il s’agit de 2
sarcomes d’Ewing (n°22 et 23) et d'un dermatofibrosarcome protuberans (n°37).

Malheureusement, nous ne disposions pas pour ces tumeurs de tissu cryopréserveé.

Pour le cas n°10, étiquetée synovialosarcome pour lequel un transcrit SYT-SSX était
attendu, la RT-dI-PCR a mis en évidence un transcrit de fusion BCOR-CCNB3. Ce résultat a
été obtenu a deux reprises a partir du tissu fixé et inclus en paraffine et a partir du tissu
cryopréserve.

Il s’agissait d’'un patient de 18 ans pour lequel le diagnostic de synovialosarcome du
pied gauche avait été réalisé a I'étranger en 2005 (date de mise en évidence du transcrit
BCOR-CCNB3 : 2012 [56]) et qui a bénéficié d’un traitement chirurgical au CHU de Rouen.

Macroscopiquement, il s’agissait d'une volumineuse tumeur de la cheville,
circonférentielle, ulcérée sur un territoire de 23 cm, blanchatre, beige, nécrotique.

L’examen microscopique montrait une prolifération dense, homogeéne, faite de cellules
monomorphes rondes, a noyau rond ou ovale, a contours discretement irréguliers, a
chromatine fine, pale, a cytoplasme mal défini, peu abondant (figure 13).

L’étude immunohistochimique ne montrait pas de marquage avec les anticorps anti-
pancytokératines AE1/AE3 (marqueur épithélial) et avec I'anticorps anti-CD34. L’étude en
cytogénétique n’avait pas pu étre réalisée en raison d’un échec de la culture cellulaire. Le
diagnostic final de synovialosarcome indifférencié de grade 3 selon le systéme de grading

de la FNCLCC avait alors été porté a priori sans preuve moléculaire.

61



Figure 13 : Cas n°10 : Prolifération densément cellulaire faite de cellules rondes, a noyau rond ou ovale a
contours discrétement irréguliers, a chromatine fine, pale, a cytoplasme peu abondant, mal défini. HES x 400.
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DISCUSSION

Les sarcomes caractérisés par une translocation spécifique rassemblent des tumeurs
hétérogénes tant sur le plan clinique que sur le plan biologique. La classification de ces
tumeurs est essentielle afin de permettre une prise en charge thérapeutique adaptée qui est
parfois spécifique d’un type histologique donné.

Les translocations et leurs produits de transcription (transcrits de fusion) sont utilisés
dans les sarcomes comme de véritables marqueurs moléculaires spécifiques. lls permettent
ainsi de distinguer des tumeurs dont les aspects morphologiques et 'immunophénotype
peuvent étre équivoques comme ¢a peut étre le cas pour les sarcomes a cellules rondes. La
mise en évidence d'un transcrit de fusion est aujourd’hui recommandée devant toute
suspicion de sarcome a translocation.

Actuellement, la détection des translocations ou des transcrits de fusion est réalisée
par FISH ou par RT-PCR. Cependant, ces techniques trés ciblées permettent uniquement la

détection d’'un nombre restreint de transcrits a la fois.

Nous avons évalué un kit expérimental de RT-PCR multiplexe dépendante de la
ligation, pour le diagnostic des sarcomes a translocation spécifique. Ce kit a été développé
a partir des données de la littérature pour mettre en évidence de fagon la plus exhaustive
possible les transcrits de fusion présents dans les sarcomes suivants :

- le synovialosarcome,

- le rhabdomyosarcome alvéolaire,

- le sarcome d’Ewing/tumeur neuroectodermique primitive,
- le « sarcome Ewing-like » a translocation BCOR-CCNBS3,
- le liposarcome myxoide,

- la tumeur desmoplasique a petites cellules rondes,

- le dermatofibrosarcome protuberans,

- la tumeur fibreuse solitaire,

- le sarcome a cellules claires des parties molles,

- le sarcome alvéolaire des parties molles,

- le chondrosarcome myxoide extra-squelettique,

- I'histiocytome fibreux angiomatoide,

- le fibrosarcome infantile.
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Nous avons évalué ce kit a I'aide d'un panel de 40 tumeurs. Nous avons mis en
évidence la translocation spécifique pour 9 synovialosarcomes (9/9), 9 rhabdomyosarcomes
alvéolaires (9/9), 4 sarcomes d’Ewing (4/6), 2 « sarcomes Ewing like » avec translocation
BCOR-CCNB3 (2/2), 6 liposarcomes myxoides (6/7), 2 tumeurs desmoplasiques a petites
cellules rondes (2/2), 1 dermatofibrosarcomes protubérans (1/2), 1 sarcome a cellules claires
des parties molles (1/1), 1 histiocytome fibreux angiomatoide (1/1) et 1 fibrosarcome infantile

(1/1). Aucun faux positif n’a été identifié.

Pour huit des tumeurs analysées, 'identification du transcrit ne pouvait pas étre établie
avec certitude car le signal de pyroséquencage obtenu était trés faible, rendant la lecture du
pyrogramme difficile. Parmi ces huit cas, trois cas dont 'ARN avait été extrait a partir de tissu
fixé et inclus en paraffine ont pu étre identifiés avec certitude a partir de 'ARN extrait du tissu
cryopréservé. Ainsi, comme pour la technique de RT-PCR, il existe un risque de faux négatif
ou de résultat ininterprétable plus important pour les analyses réalisées a partir de tissus
fixés et inclus en paraffine.

De plus, il semblerait que la mise en évidence du transcrit de fusion FUS-DDIT3
caractérisant les liposarcomes myxoides soit plus difficile. En effet, sur 7 tumeurs analysées,
4 pyrogrammes étaient d’interprétation difficile (séquence faible) et un était ininterprétable
alors que I'ARN de ces tumeurs avait été extrait a partir de tissu cryopréservé.

Enfin, pour une des tumeurs, la technique de RT-dI-PCR multiplexe nous a permis
d’établir le diagnostic de « sarcome Ewing like » a translocation BCOR-CCNBS3 alors que le
diagnostic initial de synovialosarcome indifférencié avait été réalisé a priori sans preuve

moléculaire.

Nous avons donc montré la faisabilité de la RT-PCR multiplexe dépendante de la
ligation pour la recherche de transcrits de fusion dans les sarcomes avec une bonne
sensibilité de détection et surtout avec une excellente spécificité puisque nous n’avons
détecté aucun faux positif. Notre panel d’évaluation n’est cependant pas exhaustif. En effet,
I'évaluation des transcrits trés rares n’a pas pu étre réalisée sur cette série limitée. En cas
de résultat négatif, on ne peut éliminer '’hypothése d’un transcrit rare non détecté par le kit.

Cette technique, a la fois simple a réaliser en routine dans un laboratoire de biologie
moléculaire et peu onéreuse offre la possibilité de rechercher un grand nombre de transcrits

de fusion simultanément. Elle a 'avantage de simplifier la gestion des analyses moléculaires
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puisque quel que soit le transcrit de fusion a rechercher dans un échantillon une seule
méthode d’analyse est réalisée avec la possibilité d’analyser plusieurs échantillons en méme
temps. De plus, le kit de détection est trés souple et offre la possibilité d’ajouter d’autres
sondes pour la mettre en évidence de nouveaux transcrits. Ainsi, hous avons récemment
ajouté au kit les sondes de détection du transcrit NAB2-STAT6 présent dans les tumeurs

fibreuses solitaires qui va prochainement étre testé.

En conclusion, ces résultats prometteurs, nous permettent d’envisager d’utiliser la RT-
dI-PCR multiplexe comme une alternative possible a la FISH et a la RT-PCR pour le
diagnostic des sarcomes avec translocation spécifique.

Cette méthode d’analyse est particuliérement intéressante pour les sarcomes de
diagnostic difficile pour lesquels une translocation est suspectée (sarcome a cellules rondes
ou sarcomes a cellules fusiformes, monomorphe et/ou survenant chez un sujet jeune) en
permettant de rechercher un grand nombre de transcrit simultanément dont des transcrits

rares habituellement non recherchés en premiéere intention.
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ANNEXES

Annexe 1 : exemples de séquences obtenues par RT-dI-PCR multiplexe
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RESUME

Introduction : les sarcomes représentent une grande variété de tumeurs dont le diagnostic est
essentiel pour permettre une prise en charge thérapeutique adaptée. Dix a quinze pourcent des
sarcomes sont caractérisés par une translocation spécifique. Ces translocations sont de véritables
marqueurs moléculaires. Leur recherche est réalisée par FISH ou par RT-PCR. Cependant, ces
techniques ciblées ne permettent que la détection d’'un nombre restreint de transcrits simultanément.

Matériels et méthodes : nous avons évalué, sur un panel de 40 sarcomes, un kit expérimental de
RT-dI-PCR multiplexe, développé pour mettre en évidence les transcrits de fusion présents dans : le
sarcome d’Ewing, le « sarcome Ewing-like » a translocation BCOR-CCNB3, le rhabdomyosarcome
alvéolaire, le synovialosarcome, le liposarcome myxoide, la tumeur desmoplasique a petites cellules
rondes, le dermatofibrosarcome protuberans, la tumeur fibreuse solitaire, le sarcome a cellules claires
des parties molles, le sarcome alvéolaire des parties molles, le chondrosarcome myxoide extra-
squelettique, I'histiocytome fibreux angiomatoide et le fibrosarcome infantile.

Résultats : nous avons mis en évidence la translocation spécifique pour 9 synovialosarcomes (9/9),
9 rhabdomyosarcomes alvéolaires (9/9), 4 sarcomes d’Ewing (4/6), 2 « sarcome Ewing like » avec
translocation BCOR-CCNB3 (2/2), 6 liposarcomes myxoides (6/7), 2 tumeurs desmoplasiques a
petites cellules rondes (2/2), 1 dermatofibrosarcome protubérans (1/2), 1 sarcome a cellules claires
des parties molles (1/1), 1 histiocytome fibreux angiomatoide (1/1) et 1 fibrosarcome infantile (1/1).

Conclusion : ces résultats prometteurs nous permettent d’envisager l'utilisation de la RT-dI-PCR
multiplexe comme une alternative a la FISH et a la RT-PCR pour la mise en évidence de
translocations spécifiques. Cette méthode est particulierement intéressante pour le diagnostic des
sarcomes peu différenciés a transcrit de fusion.
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