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INTRODUCTION

Les tumeurs méningées représentent environ 37% des tumeurs du systéme nerveux central (1).
Dans cette localisation, les méningiomes constituent le type histologique largement prédominant
(36%)(1). D’autres tumeurs primitives méningées, beaucoup moins fréquentes, sont décrites dans la
Classification de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (2). Il s’agit des hémangioblastomes, des
hémangiopéricytomes, des lésions mélanocytaires et des tumeurs mésenchymateuses non
méningothéliales (2). Ce dernier groupe de tumeurs comporte de nombreuses entités bénignes et
malignes, fréquemment observées en dehors du névraxe (tissus mous ou squelette) et qui sont tres rares
en situation méningée. A titre d’exemple, les sarcomes représentent environ 0,1 a 0,2% des tumeurs intra-

craniennes (2).

La génétique somatique occupe une place grandissante dans la prise en charge des patients atteints
de cancer. L’étude des caractéristiques génomiques des tumeurs participe notamment a I'établissement de
nouvelles classifications, soit par regroupement de tumeurs avec une anomalie génétique commune (par
exemple les sarcomes d’Ewing et les tumeurs primitives neuroectodermiques avec remaniements du géne
EWSR1) soit par démembrement d’'une entité comprenant des tumeurs génétiquement différentes. Par
exemple 'entité « histiocytofibrome malin » a quasiment disparu de la nouvelle classification OMS des
tissus mous, car les données cytogénétiques ont permis de reclasser bon nombre de tumeurs notamment
en liposarcomes dédifférenciés ou léiomyosarcomes. Dans d’autres circonstances, la génétique peut étre
un marqueur pronostique et guider l'attitude thérapeutique en fonction de I'agressivité de la tumeur.
Enfin, ces données sont indispensables pour la mise en place d'une thérapie ciblée dans certaines

indications comme les adénocarcinomes pulmonaires ou coliques, métastatiques.

Les altérations du géne SMARCB1, anciennement dénommé INI1, ont initialement été décrites dans
les tumeurs rhabdoides, tumeurs pédiatriques hautement agressives (3)(4). L’inactivation bi-allélique du

gene engendre une perte d’expression de la protéine dans les cellules tumorales. La protéine SMARCB1,
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qui est physiologiquement exprimée dans les noyaux cellulaires, n’est alors plus décelable par
immunohistochimie dans les cellules tumorales.

Depuis la description de la perte d’expression de la protéine SMARCB1 dans les tumeurs rhabdoides,
le spectre des tumeurs SMARCB1-déficientes s’est progressivement développé (5). Ce groupe de tumeurs
est tres hétérogene. Ces néoplasies peuvent survenir a tout age, sur un terrain de prédisposition génétique
ou de facon sporadique. Elles se développent dans des sites anatomiques tres différents et peuvent
présenter une morphologie rhabdoide ou non rhabdoide. Leur pronostic est extrémement variable, allant
de tumeurs bénignes a des tumeurs trés agressives conduisant au déces en quelques mois. Ce groupe
inclut outre les tumeurs rhabdoides, des sarcomes épithélioides, les carcinomes médullaires du rein, des
tumeurs myoépithéliales, des chondrosarcomes myxoides extra-squelettiques, des tumeurs malignes des
gaines nerveuses dans leur variante « épithélioide », des chordomes pédiatriques et les tumeurs

neuroépithéliales cribriformes.

Nous rapportons deux cas de tumeurs méningées primitives malignes, de diagnostic histologique
difficile, présentant une perte d’expression de la protéine SMARCB1. D’apres la classification de 'OMS (2)
et les données de la littérature, il n’a pas encore été rapporté de perte d’expression de cette protéine dans
les tumeurs méningées primitives. Le but de ce travail était de caractériser ces deux cas de tumeur
méningée sur le plan clinique, anatomo-pathologique, génétique et évolutif, afin de déterminer si elles
pouvaient correspondre a une entité connue du spectre des tumeurs SMARCB1-déficientes ou a une entité

a part spécifique des méninges.
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1. SMARCB1 : lien entre épigénétique et cancer

Le lien entre SMARCB1 et cancer a été mis en évidence en étudiant les tumeurs rhabdoides, tumeurs
agressives de l'enfant (3)(4). Le gene qui code pour cette protéine est localisé sur le bras long du
chromosome 22, en 22q11.23 et contient 9 exons (6).

Dans la nomenclature internationale définie par the Human Genome Organization (HUGO) (7),
I'appellation officielle de ce géne est SMARCB1. SMARCB1 signifie « SWI/SNF related, matrix-associated,
actin-dependent regulator of chromatin, subfamily B, member 1 ».

D’autres noms ont été utilisés avant I'établissement de la nomenclature officielle :

e snf5, par homologie au nom utilisé chez la levure, pour « sucrose non fermenting »;

e [NI1, pour « Integrase interactor 1 » car cette protéine interagit avec une intégrase liée au virus de
I'immunodéficience humaine ;

e BAF47, pour « BRG1-associated factor », (BAF) protéine de 47 kilodaltons nécessaire a 'assemblage du

complexe SWI/SNF.

SMARCB1 fait partie du complexe SWI/SNF (SWitch/Sucrose NonFermentable), impliqué dans le
remodelage de la chromatine. Il joue donc un role essentiel dans la régulation de la transcription des

génes.

1.1. Chromatine, épigénétique et cancer
Les cellules eucaryotes contiennent I'information génétique sous la forme d’une structure tres
compactée, appelée chromatine. L'unité de base de la chromatine est le nucléosome qui correspond a de
I’ADN (146 paires de base) enroulé autour d’'un octamere d’histones (Figure 1A). Les nucléosomes ainsi
répartis tout le long de la molécule d’ADN subissent un enroulement progressif pour aboutir a un niveau
de compaction encore plus important (Figure 1B). Cet état condensé de la chromatine rend inaccessible la
molécule d’ADN et réprime 'expression des genes. Par conséquent, la chromatine doit étre décondensée

pour permettre la transcription des génes ainsi que la réplication et la réparation de '’ADN.
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A. Chromatine en « collier de perle » B. Fibre chromatinienne de 30nm

Nucléosome = ADN + octamere d’histones

N
JLDIIDINIL_

Fibre chromatinienne

Niveau de compaction plus
important

Liaison du complexe SWI/SNF
a la chromatine

Hydrolyse de 'ATP

1 / Remodelage des nucléosomes permettant
l'accessibilité de la molécule d’ADN a la

machinerie transcriptionnelle.
1. Transfert-Ejection d'un nucléosome

2. Glissement d'un nucléosome

M M Activation transcriptionnelle

Figure 1. Chromatine et remodelage chromatinien.
A. Composition de la chromatine. B. Compaction de la chromatine. C. Mécanismes de remodelage de la
chromatine par le complexe SWI/SNF.

Schémas issus de Roberts et al, Nat Rev Cancer, 2004.
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Ces modifications de la chromatine qui permettent une alternance entre état condensé et décondensé
constituent le remodelage de la chromatine. Ce remodelage dépend de deux classes de protéines : des
complexes de modifications d’histones et des complexes de remodelage chromatinien ATP-dépendant.

Les modifications des histones sont des modifications covalentes au niveau des extrémités N-
terminales. Elles correspondent a des acétylations, méthylations ou phosphorylations. Elles peuvent
diminuer l'interaction entre la molécule d’ADN et les nucléosomes mais sont insuffisantes pour que tous
les facteurs transcriptionnels se fixent et initient la transcription (8). Par conséquent, des modifications de
la structure chromatinienne et surtout des nucléosomes, assurées par les complexes de remodelage de la
chromatine, sont nécessaires. Ces deux processus de remodelage doivent étre régulés et effectués avec
précision pour assurer I’équilibre dynamique entre chromatine condensée (répressive) et chromatine

décondensée (permissive).

Les complexes de remodelage de la chromatine assemblent, inserent, éjectent ou font glisser les
nucléosomes en utilisant I'énergie de I'hydrolyse de I'ATP (Figure 1C) (9). Il existe quatre familles de
complexes de remodelage chez 'Homme (8), dont le complexe SWI/SNF.

Ce complexe SWI/SNF est hautement conservé au cours de l'évolution, depuis la levure jusqu’a
I'Homme (10).

Chez I'Homme, il est formé de 10 a 15 sous-unités (11). Une des sous-unités modifie le
positionnement des nucléosomes en utilisant 'énergie produite par 'hydrolyse de 'ATP ; il s’agit soit de
SMARCA2 (BRM) soit de SMARCA4 (BRG1), ces deux sous-unités enzymatiques ATPases étant
mutuellement exclusives. D’autres sous-unités permettent les interactions avec la molécule d’ADN :
ARID1A, ARID1B, ARID2 et PBRM1. Enfin, il existe un ensemble de sous-unités trés conservées constituant
les sous-unités de « coeur » : SMARCB1, SMARCC1 et SMARCC2 et un nombre variable de sous-unités en
fonction du type cellulaire (Figure 2) (11)(12). Bien que tres étudié chez I'homme, le role de SMARCB1 au
sein du complexe SWI/SNF n’est pas encore totalement élucidé.

Le complexe SWI/SNF joue un role essentiel dans la régulation de la transcription des génes et donc

dans le développement embryonnaire et la différenciation cellulaire.
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ARID1A-B/
ARID2/
PBRM1

SMARCC1 SMARCC2

Figure 2. Différentes sous-unités constituant le complexe SWI/SNF chez I'Homme.

Le complexe est constitué de 10 a 15 sous-unités : en bleu, une des deux sous-unités enzymatiques
ATPases mutuellement exclusives : SMARCAZ ou SMARCA4, en vert, les sous-unités permettant les
interactions avec la molécule d’ADN : ARID1A-B, ARID2 et PBRM1, en rouge, les sous-unités de « coeur » :
SMARCB1, SMARCC1, SMARCC2 et en jaune, les sous-unités variables en fonction des types cellulaires.
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Des études récentes ont montré que des perturbations de ce complexe étaient impliquées dans certains
cancers. Le complexe SWI/SNF est le complexe de remodelage de la chromatine le plus fréquemment
muté dans les cancers avec une prévalence de 19,6% (13). Certaines sous-unités du complexe SWI/SNF
sont davantage mutées que d’autres, et la mutation d’'une sous-unité est parfois associée a un ou plusieurs
type(s) de cancers. ARID1A est la sous-unité la plus fréquemment mutée dans les cancers. Cette mutation
est associée aux adénocarcinomes a cellules claires de I'ovaire et aux cancers gastriques. Les mutations du
gene BRG1 sont rapportées le plus souvent dans les mélanomes, les adénocarcinomes a cellules claires de
I'ovaire et les médulloblastomes alors que les mutations du gene PBRM1 sont associées aux cancers du
rein (10)(11)(12)(13).

Ces résultats suggerent un role potentiel des altérations du complexe SWI/SNF dans la tumorigenese.

1.2. Le modéle des tumeurs rhabdoides : SMARCB1, géne suppresseur de tumeur
1.2.1.SMARCB1 est un géne suppresseur de tumeur

Une preuve du role de SMARCB1 dans 'oncogenése vient de I'étude des tumeurs rhabdoides.

Dans ces tumeurs, SMARCB1 se comporte comme un géne suppresseur de tumeur. Les deux alléles du
géne sont inactivés, dans 98% des cas (14), par deux événements successifs (« two-hit ») conformément a
la théorie de Knudson (15). Ces événements inactivateurs correspondent a des délétions, des mutations,
des pertes d’hétérozygotie et des phénomeénes épigénétiques (3)(14)(16). Le premier événement
inactivateur est soit somatique, soit constitutionnel, alors que le deuxieme est, dans I'immense majorité
des cas, somatique.

Certaines tumeurs rhabdoides se développent sur un terrain de prédisposition génétique, lié a des
mutations constitutionnelles du géne SMARCB1 (4). L’inactivation somatique de l'autre alléle survient
secondairement et conduit au développement de tumeurs rhabdoides.

Ces constatations chez 'Homme sont reproduites et confirmées par I'étude de modéles murins. Alors
que les souris doublement invalidées SMARCB1-/- ne sont pas viables, les souris avec haplo-insuffisance de
SMARCB1 SMARCBI-/+ sont prédisposées a développer des tumeurs cliniquement et histologiquement
semblables a celles observées chez 'Homme (17). D’autres modéles murins, avec inactivation bi-allélique
conditionnée de SMARCB1 développent dans la majorité des cas des lymphomes T et plus rarement des
tumeurs rhabdoides (18). Ces tumeurs surviennent avec une pénétrance de 100% et tres précocement

avec une médiane de 11 semaines (18). A titre de comparaison, l'inactivation de p53 conduit a la
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formation d'un cancer avec une médiane de 20 semaines (19). Ainsi, I'apparition rapide et la pénétrance
compléte des cancers consécutifs a I'inactivation de SMARCB1 suggéerent fortement qu’il s’agit d’'un gene

suppresseur de tumeur.

1.2.2. Inactivation de SMARCB1 : mécanismes épigénétiques de tumorigenese

SMARCB1 en tant que sous-unité de «cceur» du complexe SWI/SNF participe a la régulation
transcriptionnelle. L'inactivation de SMARCB1 peut donc induire une dérégulation des programmes de
transcription, aboutissant soit a une surexpression anormale de certains genes soit a la répression de
génes normalement exprimés. En fonction des genes cibles, cela peut avoir des conséquences sur la
tumorigenése (20)(21)(22). Par exemple, des études transcriptomiques sur des tumeurs rhabdoides,
intra-craniennes et rénales, ont mis en évidence une surexpression de I'oncogene MYC, de la cycline D1
(CCND1), de la kinase Aurora A (AURKA) ainsi que la répression de p16!Nk4a (CDKN2A) (23)(24)(25). Ces
genes sont impliqués dans le cycle cellulaire.

Comme le montrent certaines études, ces modifications des programmes transcriptionnels
entrainent effectivement une dérégulation du cycle cellulaire, une activation de voies de signalisation

impliquées dans la tumorigenese et une dérégulation d’autres acteurs épigénétiques (Figure 3).

Dérégulation du cycle cellulaire

Les cellules issues de tumeurs rhabdoides présentent une perturbation du cycle cellulaire
aboutissant a la progression du cycle (transition G1->S). Cette dérégulation est due a l'activation du
complexe Cycline D1/CDK4 qui entraine la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (Rb) et sa
dissociation d’avec E2F. Certaines études ont mis en évidence que la ré-introduction de SMARCB1
provoquait l'arrét du cycle cellulaire associé a la répression transcriptionnelle de la cycline D1 et a

I'activation de la transcription de p16/NK4a (26).

Activation de voies de signalisation impliquées dans la tumorigenése et la migration cellulaire

La perte de SMARCB1 induit 'activation des voies de signalisation Sonic Hedgehog (27), Wnt/(3-

caténine (28) et PI3K/AKT/mTOR (29).

Dérégulation d’autres acteurs épigénétiques



26

De plus, l'inactivation de SMARCB1 peut déréguler I'expression d’autres effecteurs épigénétiques.
C'est le cas d’EZH2 (Enhancer of Zeste 2), un des constituants du Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2)
qui est impliqué dans les modifications covalentes des histones. EZH2 est une histone-lysine N-
méthyltransférase capable de réprimer 'expression génique (6). Wilson et al. ont montré que le géne
EZH2 était fortement surexprimé dans les tumeurs rhabdoides SMARCB1-déficientes (30).
Physiologiquement, la protéine SMARCB1 se lierait directement au promoteur d’EZH2 pour réprimer
I'expression d’EZHZ2. Dans cette méme étude, les auteurs rapportaient que la formation tumorale pouvait

étre bloquée par l'inactivation d’EZH2 dans les cellules tumorales SMARCB1-déficientes (30).

L’'inactivation du géne SMARCB1 n’est pas seulement rapportée dans des tumeurs. Des mutations
constitutionnelles du gene SMARCBI sont également responsables de syndromes malformatifs
congénitaux rares, tels que le syndrome de Coffin-Siris qui se caractérise par l'association d'un retard
développemental, d'une déficience intellectuelle, de malformations (microcéphalie, faciés grossier,
hypoplasie/aplasie des ongles des 5¢mes doigts et orteils), de troubles de I'alimentation et d’infections
récurrentes (31). En effet, il n’est pas rare que des génes, aux fonctions cellulaires importantes, soient
altérés de facon constitutionnelle dans des syndromes malformatifs et aussi de fagon somatique dans des

tumeurs.
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2. Le spectre des tumeurs “SMARCB1-déficientes”

Depuis la description de la perte d’expression de la protéine SMARCB1 dans les tumeurs rhabdoides,
le spectre des tumeurs « SMARCB1-déficientes » s’est progressivement développé (Tableau 1). Ce groupe
de tumeurs est tres hétérogéne. Ces néoplasies peuvent survenir a tout age, sur un terrain de
prédisposition génétique ou de facon sporadique. Elles se développent dans des sites anatomiques trés
différents et peuvent présenter une morphologie rhabdoide ou non rhabdoide. Leur pronostic est
extrémement variable, allant de tumeurs bénignes a des tumeurs trés agressives conduisant au déces en
quelques mois.

Etant donné la localisation méningée de nos deux cas, tout a fait inhabituelle pour des tumeurs du
spectre SMARCB1-déficientes, nous avons choisi de répertorier, dans une premiére partie, les tumeurs de

ce spectre décrites en situation intra-cranienne.

2.1. Les tumeurs SMARCB1-déficientes de localisation intra-crdnienne

Depuis leur description et l'identification de délétions ou mutations du gene SMARCB1, les tumeurs
rhabdoides tératoides atypiques ont longtemps été considérées comme les seules tumeurs intra-
craniennes associées a une inactivation de SMARCB1. Tout récemment, une nouvelle entité, associée a
I'inactivation de SMARCB1, a été décrite: les tumeurs neuroépithéliales cribriformes (CRINET). Par
ailleurs, de rares cas de chordomes de la base du crane présentant une perte d’expression de

SMARCB1/INI1 ont été rapportés.

2.1.1.Les tumeurs rhabdoides du systtme nerveux central: tumeurs
rhabdoides/tératoides atypiques

Les tumeurs rhabdoides sont des tumeurs pédiatriques hautement agressives touchant

préférentiellement le systéme nerveux central (SNC), le rein, ou les tissus mous. Quelle que soit la

localisation, ces tumeurs partagent des caractéristiques morphologiques, immunohistochimiques et

génétiques communes.
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Le premier cas affectant le SNC a été rapporté en 1985 (32). La terminologie de «tumeur
rhabdoide/tératoide atypique» (TRTA) a été introduite pour souligner la présence de différents
contingents : neuroépithéliaux primitifs de morphologie rhabdoide, épithéliaux et mésenchymateux
(2)(33)(34). La présence de ces différentes composantes a d’ailleurs été la source de diagnostics erronés
de tumeurs primitives neuroectodermiques du SNC, de médulloblastomes ou de carcinomes des plexus
choroides, au lieu de TRTA.

Données épidémiologiques

Ce sont des tumeurs rares survenant quasi exclusivement chez I'enfant, avec un pic d’incidence
durant les trois premieres années de vie (2). Le taux d’'incidence annuelle, calculé pour 100 000 personnes
entre 2007 et 2011 aux USA, chez des enfants agés de 0 a 4 ans, de 5 a 9 ans et de 10 a 19 ans était
respectivement de 0,33, de 0,02 et de 0 (1). Cependant, il a également été décrit de rares cas de TRTA
survenant chez I'adulte (2)(35).

Chez l'enfant et dans le SNC, la localisation tumorale varie en fonction de I'dge (2). Tous ages
confondus, les sites envahis peuvent étre supra-tentotriels et infratentoriels avec un ratio de 1,3:1 (2). Les
tumeurs supra-tentorielles se trouvent le plus souvent dans les hémispheres, dans la région supra-sellaire
et au niveau de la glande pinéale. Les localisations infra-tentorielles, observées le plus souvent chez des
enfants dgés de moins de trois ans, sont les hémispheéres cérébelleux, 'angle ponto-cérébelleux et le tronc
cérébral. Plus rarement ces tumeurs peuvent survenir au niveau de la moélle épiniere (2).

Description radiologique

Dans la plupart des cas, ces tumeurs présentent des aspects radiologiques non spécifiques en
imagerie par résonance magnétique (IRM). La lésion est hypo- ou iso-intense en T1, le signal est variable
en T2 et le réhaussement est inhomogene aprés injection de produit de contraste (36). Ceci est dii en
partie a la présence de remaniements nécrotiques ou kystiques. Au diagnostic, 25% des cas ont une
dissémination leptoméningée (35).

Données morphologiques

Le terme de tumeur rhabdoide est le reflet d’'une caractéristique morphologique typique, mais non
spécifique : la présence de cellules «rhabdoides ». Ce sont des cellules de grande taille, rondes ou
polygonales. Elles comportent un cytoplasme abondant, éosinophile, en verre dépoli contenant une
inclusion «hyaline » positive au periodic-acid-schiff (PAS), diastase résistant. Cette inclusion hyaline

correspond a des aggrégats de filaments intermédiaires (35). Leur noyau est volumineux, vésiculeux,
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excentré et comporte un volumineux nucléole. Sur le plan architectural, ces cellules tumorales s’agencent
en nappes ou en plages de cellules peu cohésives, séparées par des septa fibreux (Figure 4 A-B).

Contrairement a la terminologie utilisée, ces tumeurs ne sont pas composées exclusivement de
cellules rhabdoides. Il existe une grande variabilité architecturale et cytologique (Figure 4 D-G). Les
cellules tumorales peuvent présenter un continuum cytologique allant de cellules rhabdoides classiques
jusqu’a des cellules fusiformes en passant par des cellules d’allure épithélioide et de peites cellules rondes
tres immatures, d’allure embryonnaire (2)(35).

Profil immunohistochimique

Ces tumeurs ont des profils immunophénotypiques plus ou moins complexes, selon leur diversité
cytologique. De fagon assez constante, le profil immunohistochimique est marqué par une co-expression
des marqueurs épithéliaux (EMA, Cytokératine totale) et de la vimentine (2)(35)(37)(38).

La variabilité morphologique ou immunohistochimique de ces tumeurs en fonction des contingents
cellulaires a longtemps représenté une difficulté majeure pour les reconnaitre. Ces tumeurs étaient
souvent confondues avec d’autres, en particulier avec les médulloblastomes. Secondairement, la mise en
évidence en immunohistochimie d'une perte d’expression de SMARCB1/INI1 dans ces tumeurs a apporté
une aide majeure au diagnostic, cette perte d’expression étant considérée comme pathognomonique. La
perte d’expression de la protéine SMARCB1 est constante quelque soit la localisation (Figure 4 C)
(2)(5)(39)(40)(41)(42)(43)(44).

Le profil immunohistochimique des tumeurs rhabdoides est listé dans le Tableau 2.

Données cytogénétiques et moléculaires

D’apres la littérature, le génome des tumeurs rhabdoides est généralement de mode diploide, avec
des profils génomiques quantitatifs simples. En dehors de la délétion de la région 22q incluant le géne
SMARCB]I, il existe peu d’anomalie surajoutée (14)(24)(45)(46)(47)(48)(49).

Historiquement, c’est en 1990, que I'analyse génétique de trois cas pédiatriques de TRTA avait mis en
évidence une monosomie 22 comme seule anomalie cytogénétique (50). Ces résultats laissaient supposer
qu'un (ou plusieurs) gene-candidat, responsable de I'initiation et de la progression tumorale, était localisé
au niveau du chromosome 22. Finalement, les études de clonage positionnel ont identifié SMARCB1

comme le gene d’intérét de la région chromosomique 22q11.2 (4)(3).
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Figure 4. Aspects histologiques classiques d'une tumeur rhabdoide (A-C) et variabilité
morphologique des tumeurs rhabdoides/tératoides atypiques (D-G). A. Au faible grandissement, la
prolifération tumorale s'agence en nappes de cellules discohésives. B. A plus fort grandissement, les
cellules sont volumineuses rondes ou polygonales au noyau excentré, vésiculeux et fortement nucléolé
(fleche bleue) avec un cytoplasme comportant une inclusion éosinophile, hyaline (fleche noire). C. Perte
d’expression de la protéine SMARCB1/INI1 dans les cellules tumorales (témoin interne positif représenté
par les cellules endothéliales (*) et quelques cellules inflammatoires). D. Nids ou cordons cellulaires
dispersés au sein d'une substance myxoide. E. Plages de cellules au cytoplasme clarifié et au noyau rond,
central. F. Présence de structures épithéliales (glande centrée par de la nécrose). G. Cellules
indifférenciées, embryonnaires réalisant une rosette de Flexner-Wintersteiner.
Hlustrations issues de Hollmann et al. 2011 et de Burger et al. 1998
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L’inactivation bi-allélique du gene SMARCB1 est observée dans 98% des cas de tumeurs rhabdoides
(14). Dans les cas sporadiques comme dans les formes avec prédisposition génétique, les mécanismes
d’inactivation sont identiques: délétions du gene complet (homozygote ou hémizygote), mutations
inactivatrices (mutations non-sens ou décalant le cadre de lecture, plus rarement mutation sur un site
d’épissage ; absence de mutation faux-sens), perte d’hétérozygotie (c’est a dire duplication de I'alléle muté
et perte de l'allele sauvage), ou mécanismes épigénétiques (14)(16)(51)(52).

Dans la majorité des cas lorsque SMARCB1 est inactivé, il n’est pas identifié de locus additionnel, c’est
a dire d’autre géne muté ou délété de facon récurrente, impliqué dans la tumorigenese de ces tumeurs
(14)(48)(49)(53). Ces données suggérent que le gene SMARCB1 est LE géne responsable du
développement des tumeurs rhabdoides. Toutefois, dans d’exceptionnels cas de tumeurs rhabdoides, le
gene SMARCB1 ne semble pas étre impliqué. Ces cas ont une conservation immunohistochimique de
I'expression de la protéine SMARCB1 et ne présentent pas d’altération au niveau du gene (54)(55)
soulevant la question d'une implication d’autres génes que SMARCBI. Récemment, I'inactivation du gene
SMARCA4 (BRG1), codant pour une autre protéine du complexe SWI/SNF a été observée dans de rares cas
de tumeurs rhabdoides sans altération de SMARCB1 (56)(57).

Pronostic et évolution

Quelle que soit la localisation, le pronostic est sombre. Souvent, les TRTA se présentent au diagnostic
avec une dissémination leptoméningée et évoluent trés rapidement vers le déces du patient. La médiane
de survie varie selon les études entre 11 et 24 mois (2). Les taux de survie a 1 an et a 5 ans (entre 1995 et
2011) sont respectivement de 49,6% et 27,4% (1). A I'heure actuelle, il n’existe pas de traitement
standard. Le seul essai prospectif, publié et dédié aux TRTA consistait en une approche multimodale
agressive associant : chirurgie, radiothérapie précoce, radio/chimiothérapie d’induction suivie de phases
de consolidation et chimiothérapie intrathécale (58). Les molécules utilisées étaient les suivantes:
Vincristine, Dactinomycine, Cyclophosphamide, Cisplatine, Doxorubicine et Témozolomide. Dans cette

étude, les taux de survie globale a 1 an et 2 ans étaient de 75% et 70%, respectivement (58).

2.1.2.Les tumeurs neuroépithéliales cribriformes
Les tumeurs neuroépithéliales cribriformes représentent une entité récente, le terme de CRINET
ayant été proposé par Hasselblatt et al. en 2009 (59).

Données épidémiologiques
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Ce sont des tumeurs tres rares : cinq cas rapportés dans la littérature (59)(60)(61)(62) et trois autres
cas supposés (63)(64)(65). Cependant ces tumeurs sont peut-étre sous-diagnostiquées car cette entité n’a
été décrite que tres récemment en 2009 et des cas antérieurs a cette premiere description ont pu étre
diagnostiqués comme des TRTA. Les rares cas ont été observés chez des enfants de moins de 3 ans (age
moyen : 17 mois) au niveau du systeme ventriculaire (ventricules latéraux, 3¢me et 4¢me ventricules).

Données morphologiques

Ces tumeurs sont composées de cellules cubiques, peu différenciées, présentant des noyaux ovoides
quelquefois incisurés avec un ou plusieurs petits nucléoles et une fine couronne de cytoplasme
éosinophile. Elles s’agencent de facon cribriforme, trabéculaire, alternant avec des territoires plus solides
(Figure 5 A-B)(59)(60)(61)(62).

Profil immunohistochimique

Les cellules tumorales expriment la vimentine, 'EMA (au niveau des cellules luminales) et la
cytokératine totale (Figure 5 C-E). De facon constante, ces tumeurs présentent une perte d’expression de
SMARCB1/INI1 (Figure 5 F)(59)(60)(61)(62).

Le profil immunohistochimique des CRINET est listé dans le Tableau 2.

Données cytogénétiques et moléculaires

Les données de cytogénétique conventionnelle sont trés rares. Le seul caryotype réalisé montrait un
profil simple avec une formule chromosomique : 45, XY, -22 (62).

Le mécanisme d’inactivation bi-allélique du gene SMARCB1 a été décrit dans trois cas : deux cas avec
délétion d’'un allele et mutation sur 'allele restant (60)(62) et un autre cas avec mutation homozygote
décalant le cadre de lecture du géne SMARCBI (59).

Pronostic et évolution

Sur les rares cas décrits, il est difficile de définir un pronostic et un profil évolutif. Toutefois, il semble
que ces tumeurs soient associées a un meilleur pronostic que les TRTA. Trois cas étaient en rémission
aprés une chimiothérapie adjuvante, associée ou non a une radiothérapie et a une greffe de cellules
souches, apres un suivi de 14, 72 et 85 mois (59)(62). Il est possible que des survies plus longues soient
observées, mais que ces tumeurs aient été diagnostiquées avant la description des CRINET de 2009.
Notamment deux cas supposés de CRINET, diagnostiqués TRTA, correspondaient a des tumeurs du 4éme
ventricule chez des enfants de 4 mois et 2 ans et présentaient des survies de 23 et 26 ans, marquées par

des récurrences. (65)(63)(64).
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Figure 5. Aspects morphologiques et immunohistochimiques d'une tumeur
neuroépithéliale cribriforme (CRINET). A. Tumeur d'architecture cribriforme réalisant des
tubules ou des glandes tapissés de cellules peu différenciées. B. A plus fort grandissement, ces
cellules sont cubiques avec un noyau allongé hyperchromatique entouré d'une fine couronne
cytoplasmique. C. Positivité hétérogéne de la cytokératine totale. D. Positivité membranaire de
I'EMA au niveau du pdle apical des cellules. E. Positivité du CD99. F. Perte d'expression de la
protéine SMARCB1/INI1 dans les cellules tumorales (témoin interne positif représenté par les
cellules endothéliales (*)).

lllustrations issues de Park et al. 2012
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2.1.3. Les chordomes

Ce sont des tumeurs malignes avec une différenciation notochordale. Apres la régression des cellules
notochordales durant la vie foetale, des vestiges peuvent persister au niveau du bulbe rachidien et dans la
région sacro-coccygienne, sites préférentiels des chordomes.

Données épidemiologiques

Ce sont des tumeurs rares, dont I'incidence est de 0.08 pour 100 000 personnes (41). Ces tumeurs se
développent le plus souvent entre 50 et 70 ans, mais de rares cas pédiatriques sont décrits (41).

Ces tumeurs se développent principalement au niveau des os de la base du crane, des corps
vertébraux et de la région sacro-coccygienne. D’exceptionnels cas ont été rapportés dans une localisation
osseuse extra-axiale ou dans les tissus mous (41).

Description radiologique

Ce sont des tumeurs de la ligne médiane souvent ostéolytiques. A I'IRM, elles apparaissent iso- ou
hypo-intenses en T1, hyper-intenses en T2 et réhaussées apres injection de gadolinium (66).

Données morphologiques

Il existe plusieurs variantes histologiques : le chordome « classique » sans autre indication (SAI), le
chordome chondroide et le chordome dédifférencié.

Les chordomes SAI sont des tumeurs composées de cellules de grande taille, au cytoplasme pale ou
éosinophile. Les cellules contenant une vacuole intracytoplasmique, nommeées cellules physaliphores, sont
caractéristiques. Les cellules s’agencent en rubans ou cordons au sein d'une abondante matrice
extracellulaire myxoide (Figure 6 A). Cette prolifération réalise des lobules séparés par des septa fibreux.

Les chordomes chondroides ont la particularité de présenter une matrice hyaline mimant un aspect
cartilagineux. Ces aspects peuvent étre trés focaux ou étendus et peuvent poser des problémes de
diagnostic différentiel avec des tumeurs cartilagineuses, en particulier avec des chondrosarcomes.

Les chordomes dédifférenciés sont des tumeurs biphasiques associant des aspects typiques de
chordomes SAI et des territoires indifférenciés sarcomatoides de haut grade constitués de cellules
fusiformes ou des territoires ostéosarcomateux (Figure 6 B). Le diagnostic de chordome peut s’avérer

difficile sur de petits prélévements ou seuls les territoires dédifférenciés sont représentés.
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Figure 6. Aspects morphologiques et immunohistochimiques d’'un chordome SAI (A) et d'un
chordome dédifférencié (B-D). A. Aspect d'un chordome SAI « classique » montrant des cordons
de cellules tumorales au sein d'une substance myxoide. B. Aspect d'un chordome dédifférencié : au
sein de la tumeur, présence de territoires composés de cellules fusiformes. C. La positivité nucléaire
des cellules tumorales pour la brachyury est spécifique des chordomes (dans les cas de chordomes
dédifférenciés, cette positivité est restreinte aux territoires bien différenciés). D. Ces territoires
dédifférenciés sont négatifs pour SMARCB1/INI1. A noter, la présence de cellules inflammatoires
positives représentant un témoin interne.
[lustrations issues de Mobley et al. 2010 et de www.webpathology.com
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Profil immunohistochimique

Les chordomes SAI et les chordomes chondroides ont le méme profil en immunohistochimie. Ils
expriment les marqueurs épithéliaux (Cytokératine et EMA), la protéine S100 et la brachyury, marqueur
spécifique des chordomes (Figure 6 C). Le contingent dédifférencié des chordomes dédifférenciés
n’exprime généralement pas les marqueurs ci-dessus.

La perte d’expression de SMARCB1/INI1 survient essentiellement dans les formes pédiatriques, avec
une fréquence de 78% chez I'enfant versus 8% chez I'adulte (67). Cette perte d’expression semble aussi
étre corrélée a une morphologie dédifférenciée (Figure 6 D) ou atypique (67)(68)(69).

Le profil immunohistochimique des chordomes est listé dans le Tableau 2.

Données cytogénétiques et moléculaires

Les chordomes ont des profils génomiques complexes, souvent hypodiploides (45)(70). Notamment,
il est décrit dans 80% des cas de chordomes sporadiques une délétion segmentaire (homozygote dans
37,5% des cas) en 9p21 incluant le gene CDKNZ2A associée ou non a une délétion segmentaire en 10q23
incluant le géne PTEN (71). La perte d'un chromosome 22 est fréquente et survient dans 19% des cas
selon Almefty et al. (45)(72). Dans une série de 45 chordomes, un cas seulement était porteur d’'une
mutation non-sens du gene SMARCBI associée a une mutation non-sens du gene CDKN2A (73).

Dans les quelques cas de chordomes avec perte d’expression de SMARCB1, il a été mis en évidence
des délétions du gene SMARCBI homozygotes ou hémizygotes sans mutation sur l'alléle restant
(67)(68)(69).

Pronostic et évolution

Ce sont des tumeurs d’évolution lente mais invasives. La prise en charge comporte une exérese
monobloc de la 1ésion (exérese monobloc et compléete souvent délicate dans les chordomes de la base du
crane) associée a une radiothérapie adjuvante (66). Par ailleurs ces tumeurs sont peu chimiosensibles
(66). L’évolution est souvent marquée par des récurrences locales et des métastases. Ces métastases sont
présentes au diagnostic dans 5% des cas et a un stade avancé dans 65% des cas (66). Les taux de survie a

5ans, 10 ans et 20 ans sont de 67,6%, 39,9% et 13,1%, respectivement (66).



40

2.2. les tumeurs SMARCB1-déficientes de localisation extra-crdnienne

2.2.1.Les tumeurs rhabdoides
Les tumeurs rhabdoides, décrites précédemment au sein des tumeurs SMARCB1-déficientes de
localisation intra-cranienne (TRTA), peuvent également survenir dans des localisations extra-craniennes,
au niveau du rein et des tissus mous. Dans la mesure ou ces tumeurs présentent des caractéristiques
cliniques, anatomo-pathologiques et génétiques semblables quelle que soit leur localisation, nous ne les

détaillerons pas dans ce chapitre.

2.2.2.Les sarcomes épithélioides

En 1970, Enzinger décrit pour la premiére fois ces tumeurs comme des « sarcomes simulant un
carcinome ou un processus granulomateux » (74). On distingue la forme conventionnelle distale et la
forme épithélioide proximale (75).

Données épidémiologiques

Ce sont des tumeurs rares représentant 0,6 a 1% des sarcomes (41). Les formes conventionnelles
sont deux fois plus fréquentes que les formes épithélioides (41).

Les formes conventionnelles surviennent essentiellement chez 'adolescent et I'adulte jeune. Les sites
les plus touchés sont les membres et particulierement les zones distales. Le tronc et la téte sont rarement
atteints, a 'exception du scalp. Ces tumeurs peuvent étre uniques ou multiples. Les tumeurs peuvent étre
profondes, envahissant les tendons et les fascia ou bien superficielles correspondant a des nodules sous
cutanés (41)(76).

La forme proximale touche des personnes discretement plus agées (75). Les sites les plus touchés se
trouvent au niveau de la ligne médiane : pelvis, périnée, organes génitaux et fesses.

Données morphologiques

Dans la forme conventionnelle, I'architecture tumorale est caractérisée par des nodules, centrés par
des remaniements dégénératifs et nécrotiques réalisant un aspect pseudogranulomateux (Figure 7 A-B).
Les cellules sont tantot épithélioides tantot fusiformes (41)(76) et présentent des atypies cytonucléaires
discretes. L'index mitotique est généralement faible estimé a moins de 5 mitoses pour 10 champs a fort
grandissement. Dans la variante « fibrome-like », la composante a cellules fusiformes est prédominante et

peut masquer les caractéres nodulaires et épithélioides caractéristiques de ces tumeurs.
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Figure 7. Aspects morphologiques et immunohistochimiques des sarcomes épithélioides
conventionnels distaux (A-C) et proximaux (D-H). A. Nodule dermique constitué de cellules fusiformes.
B. Ces nodules sont centrés par des territoires nécrotiques et fibreux donnant un aspect
pseudogranulomateux. C. Perte d'expression de SMARCB1/INI1 (témoin interne positif représenté par les
kératinocytes de I"épiderme (*)). D-E. Prolifération massive et densément cellulaire constituée de cellules
épithélioides de grande taille au noyau vésiculeux et nucléolé et au cytoplasme éosinophile. F. Positivité de
la cytokératine totale (AE1/AE3). G. Positivité du CD34. H. Perte d’expression de SMARCB1/INI1 (témoin

interne positif représenté par quelques cellules inflammatoires).
Illustrations issues de Hornick et al. 2009 et de Chbani et al. 2009
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Dans la forme proximale, I'architecture tumorale est multinodulaire, densément cellulaire (Figure 7
D). Ces tumeurs se composent de plages de cellules épithélioides avec des atypies cytonucléaires
marquées (Figure 7 E) (75)(76). Certaines cellules peuvent avoir une différenciation rhabdoide (75). Dans
cette forme, il n’est pas rapporté de nécrose centrale pseudogranulomateuse (75).

Profil immunohistochimique

L'immunophénotype des sarcomes épithélioides est identique dans les formes conventionnelle et
proximale (76). Il est caractérisé par une positivité quasi constante des marqueurs épithéliaux
(cytokératine (Figure 7 F) et EMA) et de la vimentine (5)(41)(76)(77)(78)(79). Le CD34 est également
souvent exprimé par les cellules, dans plus de 60% des cas (Figure 7 G) (5)(76)(77). La perte d’expression
de SMARCB1/INI1 est rapportée dans environ 80-95% des cas (Figure 7 C et H) (5)(77)(80)(81)(82)(83).

Le profil immunohistochimique des sarcomes épithélioides est listé dans le Tableau 2.

Données cytogénétiques et moléculaires

Les cas décrits dans la littérature présentent des caryotypes complexes avec de nombreuses
anomalies de nombre et de structure, comprenant des anomalies récurrentes du bras long du
chromosome 22 (45)(84)(85). La premiere description d'un lien entre anomalie du bras long du
chromosome 22 et sarcome épithélioide a été rapportée en 1994 par Cordoba et al. (86). La découverte de
I'inactivation du gene SMARCB1 dans les sarcomes épithélioides est récente et les mécanismes sont
quelque peu contradictoires. Cependant, les derniéres études semblent s’accorder sur la fréquence élevée
des délétions homozygotes du géne allant jusqu’a 90% des cas, dans les formes proximales et distales
(80)(85)(87)(88). Les mutations sont rares, seuls trois cas ont été rapportés dans la littérature : deux
mutations décalant le cadre de lecture (83) et une mutation non-sens (89).

Pronostic et évolution

Ces tumeurs sont décrites comme étant agressives, a fortiori dans la forme proximale, avec des
récurrences locales et un taux élevé de métastases, présentes dans 40% des cas (41). Les taux de survie a
5 ans en cas de lésion profonde axiale ou de 1ésions superficielles sont respectivement de 43% et 65%
(90). Les taux de survie a 5 ans dans une forme localisée ou métastatique a distance sont de 75% et 0%,
respectivement (90). La sensibilité a la chimiothérapie est encore peu connue, notamment la sensibilité a
la Doxorubicine et a I'lfosfamide et les rares résultats publiés sont plutot en faveur d'une faible

chimiosensibilité (91)(92). Récemment, une étude rétrospective, portant sur seulement 12 patients,
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mettait en évidence un possible intérét de I'association Gemcitabine et Docétaxel dans le traitement des

sarcomes épithélioides (92).

2.2.3. Les chondrosarcomes myxoides extra-squelettiques

Les chondrosarcomes myxoides extra-squelettiques (CME) sont des tumeurs malignes des tissus
mous, de différenciation incertaine et contrairement a son nom, sans différenciation cartilagineuse. C’est
en 1972 qu’'Enzinger et Shiraki individualisent et décrivent ces tumeurs pour la premiére fois (93).

Données épidémiologiques

Ces tumeurs sont rares, moins de 3% des sarcomes des tissus mous (41). L’age médian au diagnostic
estde 50 a 60 ans ; seuls de rares cas ont été observés au cours de 'enfance et de I'adolescence (41)(76).

Les sites les plus touchés sont les parties profondes et proximales des membres et notamment la
ceinture pelvienne (5)(41).

Données morphologiques

Les CME ont une architecture multinodulaire. Ces nodules séparés par des septa fibreux sont
composés d'une substance myxoide ou chondromyxoide et renferment une cellularité faible ou modérée,
renforcée en périphérie (Figure 8 A, C, E). Les cellules s’agencent en fins cordons, petits amas ou massifs
cribriformes donnant un aspect de « dentelle » (5)(41). Leur cytoplasme est peu abondant, éosinophile,
granuleux ou vacuolisé. Les noyaux sont ronds ou ovales, monomorphes, hyperchromatiques avec une
chromatine réguliere et un petit nucléole (5)(41). Le plus souvent, I'index mitotique est faible, estimé a
moins de 2 mitoses pour 10 champs a fort grandissement. Il existe une « variante cellulaire » de densité
élevée contenant peu de stroma myxoide. Dans cette forme, les cellules sont épithélioides ou rhabdoides
et I'index mitotique est plus élevé (41).

Profil immunohistochimique

I n’existe pas de profil immunophénotypique caractéristique. La cytokératine totale est
généralement négative et 'EMA positif dans un tiers des cas. La vimentine est le marqueur le plus souvent
exprimé. La protéine S100 est positive dans plus de 20% des cas (5)(41)(76)(94)(95)(96). La perte
d’expression de SMARCB1/INI1 n’est pas constante et varie selon les territoires tumoraux et les séries
(Figure 8 B, D, F) (40)(85)(94)(97).

Le profil immunohistochimique des CME est listé dans le Tableau 2.
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Figure 8. Variabilité morphologique et immunohistochimique des chondrosarcomes myxoides
extra-squelettiques illustrée par 3 cas différents : cas n°1 (A-B), cas n°2 (C-D) et cas n°3 (E-F).
A. A faible grandissement, prolifération d’architecture multinodulaire délimitée par des septa fibreux.
A fort grandissement, les cellules ovoides ou fusiformes sont agencées en cordons au sein d'une
matrice myxoide. B. Perte d’expression de SMARCB1/INI1. C. Travées de cellules rhabdoides réparties
au sein d'une matrice myxoide. D. Perte d'expression de SMARCB1/INI1. E. Travées cellulaires au sein
d’une abondante matrice chondromyxoide réalisant un aspect de « dentelle ». F. Conservation de
SMARCB1/INI1.

Illustrations issues de Kohashi et al. 2008
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Données cytogénétiques et moléculaires

Les CME sont caractérisés par des remaniements récurrents du géne NR4A3, aussi appelé TEC, CHN
ou NORI, localisé sur le bras long du chromosome 9. Cette anomalie génétique est un outil diagnostique
sensible et spécifique. En effet, les remaniements du gene NR4A3 sont présents dans plus de 90% des cas
(94)(98)(99) et sont spécifiques puisque non retrouvés dans d’autres sarcomes (41). La translocation la
plus fréquente est la translocation équilibrée t(9;22)(q22;q12) EWSR1-NR4A3, observée dans environ 62
a 70% des cas (5)(41)(76)(94). D’autres translocations impliquant le gene NR4A3 ont été décrites,
impliquant d’autres partenaires de fusion: t(9;17)(q22;q11) TAF15-NR4A3 représentant 27% des cas
(94), t(9;15)(q22;921) TCF12-NR4A3 représentant 4% des cas (94), t(3;9)(q12;q22) TFG-NR4A3 (41) et

t(9;16)(q22;p11.2) NR4A3-FUS (100).

Les caryotypes publiés présentent des anomalies de nombre et de structure, notamment les

translocations récurrentes impliquant le gene NR4A3 (45)(95)(101)(102).

Les mécanismes d’inactivation du gene SMARCBI rapportés dans la littérature comprennent une
délétion homozygote du gene dans deux cas et une mutation décalant le cadre de lecture dans un cas (97).

Pronostic et évolution

Ce sont des sarcomes de grade de malignité bas a intermédiaire. L’évolution est marquée par une
longue survie associée a un fort potentiel de récurrences locales et de métastases (41)(103). Le taux de
survie a 10 ans est de 65% (103). Il est décrit une faible chimio-sensibilité des CME. Dans la majorité des
cas, les protocoles de chimiothérapie ne permettent pas d’obtenir une réponse radiologique, selon les
criteres RECIST, méme partielle. C’est le cas notamment des protocoles utilisant la Doxorubicine (103).
Récemment, une étude sur dix cas de CME métastatiques a montré des réponses partielles au Sunitinib

(104).

2.2.4. Les tumeurs malignes des gaines nerveuses périphériques « épithélioides »

Les tumeurs malignes des gaines nerveuses périphériques (MPNST) se développent a partir d'un nerf
périphérique ou plus rarement a partir des tissus mous. Dans ce dernier cas, la tumeur doit présenter une
différenciation nerveuse pour que le diagnostic soit retenu.

Nous ne discuterons que de la variante épithélioide qui fait partie du spectre des tumeurs SMARCB1-

déficientes.
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Données épidémiologiques

Les MPNST sont des tumeurs rares, représentant 5% des tumeurs des tissus mous (41). La variante
« épithélioide », qui représente moins de 5% des MPNST, est donc extrémement rare. Contrairement a la
majorité des MPNST, la variante « épithélioide » semble peu associée a la neurofibromatose de type 1
(41)(76). Ces tumeurs se développent le plus souvent sur des lésions pré-existantes de type schwannome
(41)(76). Les MPNST « épithélioides » ou « classiques » sont des tumeurs de I'adulte, agé de 20 et 50 ans.

Les nerfs périphériques des membres sont le plus souvent atteints, particuliéerement le nerf sciatique
(41). Les localisations intra-craniennes sont rares. Elles affectent plus souvent le 5¢me nerf cranien et
surviennent de novo (35).

Données morphologiques

La terminologie « épithélioide » est réservée aux MPNST composées essentiellement de cellules
épithélioides. La prolifération est d’architecture multinodulaire séparée par des septa fibreux (Figure 9 A).
Les caractéristiques « épithélioides » sont les suivantes : des cellules de grande taille, polygonales, avec un
abondant cytoplasme éosinophile et un noyau rond, fortement nucléolé. Ces cellules s’agencent tantét en
petits cordons ou travées mélés a une abondante matrice myxoide (76), tantét de facon plus massive et
densément cellulaire (Figure 9 B). Les cellules peuvent focalement présenter une différenciation
rhabdoide (76).

Profil immunohistochimique

La variante « épithélioide » des MPNST est fortement et diffusément positive pour la protéine S100,
dans 80% des cas, contrairement aux formes conventionnelles de MPNST (Figure 9 C) (76). Les
marqueurs épithéliaux (cytokératine et EMA) sont rarement exprimés (76) et la GFAP est généralement
négative (35). La perte d’expression de SMARCB1/INI1 est décrite dans la variante épithélioide (Figure 9
D). Elle a été rapportée dans 50% des cas d'une série de 24 (82). A cette série s’ajoute un cas de MPNST
avec des territoires de différenciation épithélioide localisé au niveau du nerf trijumeau (105).

Le profil immunohistochimique des MPNST « épithélioides » est listé dans le Tableau 2.
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Figure 9. Particularités morphologiques et immunohistochimiques des tumeurs malignes des
gaines nerveuses périphériques « épithélioides » (MPNST épithélioides). A. A faible
grandissement, prolifération d’architecture multinodulaire délimitée par des septa fibreux. B. Les
cellules se disposent selon un mode solide, massif. Les cellules sont épithélioides, de grande taille,
polygonales, avec un abondant cytoplasme éosinophile et un noyau rond, fortement nucléolé. C.
Positivité intense et diffuse de la protéine S100, décrite uniquement dans la forme épithélioide des
MPNST. D. Perte d'expression de SMARCB1/INI1 (témoin interne positif représenté par des cellules
endothéliales et quelques cellules inflammatoires).

Illustrations issues de Hollmann et al. 2011
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Données cytogénétiques et moléculaires

La plupart des MPNST, « épithélioides » ou non, présente des caryotypes complexes avec de multiples
anomalies de structure et de nombre et notamment une monosomie 22 (41)(45). Un cas de MPNST
« épithélioide », développé dans un contexte de schwannomatose, présentait une mutation germinale
décalant le cadre de lecture associée a une délétion du bras long du chromosome 22 dans la tumeur. Ceci
conduisait a une perte d’expression de SMARCB1/INI1 (106). Quant a la série de Hornick et al. avec perte
d’expression de SMARCB1/INI1, ces données n’ont pas été étudiées d'un point de vue génétique (82).

Pronostic et évolution

Ce sont des tumeurs agressives, de mauvais pronostic, fréquemment métastatiques (dans plus de 50%
des cas)(41). Les taux de survie a 2 ans, 5 ans et 10 ans étaient respectivement de 54%, 39% et 26%, sans
distinction du sous-type histologique de MPNST (107). Les bénéfices de la chimiothérapie et de la

radiothérapie sont encore indéterminés.

2.2.5. Les tumeurs myoépithéliales
Les tumeurs myoépithéliales bénignes ou malignes se développent essentiellement au niveau des
glandes salivaires mais peuvent survenir exceptionnellement dans les tissus mous. Dans les deux
localisations, les caractéristiques morphologiques et immunohistochimiques sont identiques (41).
Données épidémiologiques
L’age médian au diagnostic se situe entre 35 et 40 ans. En dehors des glandes salivaires, les sites les
plus touchés sont les membres et les ceintures, plus rarement le tronc et le segment céphalique (41).
Données morphologiques
Il existe une grande variabilité morphologique. La plupart de ces tumeurs présente une architecture
trabéculaire ou réticulée mélée a une abondante matrice myxoide. Quelques territoires sont plus solides,
au sein d’un stroma hyalin. Les cellules tumorales sont épithélioides, rhabdoides ou fusiformes (Figure 10
A) (41).
Profil immunohistochimique
Ces tumeurs expriment les cytokératines, la protéine S100 et la vimentine dans plus de 90% des cas
(41). La perte d’expression de SMARCB1/INI1 est rapportée dans des proportions variables allant de 9%
(82) 2 40% des cas (85)(108)(109) (Figure 10 B).

Le profil immunohistochimique des tumeurs myoépithéliales est listé dans le Tableau 2.
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Figure 10. Aspects morphologiques et immunohistochimiques d'une tumeur maligne

myoépithéliale. A. Prolifération tumorale constituée de cellules rhabdoides discohésives. B. Perte

d’expression de SMARCB1/INI1 (témoin interne positif représenté par des cellules endothéliales).
Ilustrations issues de Le Loarer et al. 2014.

Figure 11. Aspects morphologiques et immunohistochimiques des carcinomes médullaires
du rein. A. Prolifération d’architecture cribriforme. B. Prolifération d’architecture massive associée
a un infiltrat inflammatoire constitué de polynucléaires neutrophiles. C. Cellules rhabdoides. D.
Perte d'expression de SMARCB1/INI1 (témoin interne positif représenté par des cellules
inflammatoires).

Illustrations issues de Hollmann et al. 2011
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Données cytogénétiques et moléculaires

Les tumeurs myoépithéliales des tissus mous, bénignes ou malignes, présentent un réarrangement
du gene EWSRI, anomalie récurrente présente dans 45% des cas, mais non spécifique (108)(110). Ces
tumeurs présentent des anomalies quantitatives a type de gains ou pertes de chromosomes. Notamment,
il est décrit des cas de délétions homozygotes du chromosome 22 (45)(85).

Pronostic et évolution

Dans la plupart des cas, les tumeurs myoépithéliales des tissus mous sont bénignes (41), mais il
existe des formes malignes présentant des récidives et des métastases (111). L'efficacité des traitements

adjuvants est encore peu décrite dans les tumeurs myoépithéliales des tissus mous.

2.2.6. Les carcinomes médullaires du rein

Ces tumeurs ont été décrites pour la premiére fois en 1995 par Davis et al. dans une étude portant
sur des néoplasies rénales agressives chez des patients drépanocytaires (112). Ces tumeurs se
développent aux dépens de la partie médullaire du rein.

Données épidemiologiques

Ce sont des tumeurs rares, rapidement progressives, fréquemment révélées par des métastases
prévalentes (113).

Données morphologiques

L’aspect histologique est marqué par des plages de cellules indifférenciées, alternant avec des
territoires d’architecture cribriforme, réticulée, adénoide kystique ou massive (Figure 11 A-B) (113). Les
cellules ont un cytoplasme éosinophile et un noyau pale, nucléolé. Certains territoires peuvent présenter
une cytologie rhabdoide (Figure 11 C) (113). Le stroma est riche en cellules inflammatoires
(polynucléaires neutrophiles et lymphocytes) (113) (Figure 11 B).

Profil immunohistochimique

Les cellules expriment de facon quasi constante les marqueurs épithéliaux (cytokératine et EMA)
(113). La perte d’expression de SMARCB1/INI1 a été observée dans 100% des rares cas étudiés (Figure 11
D) (5)(40)(114)(115)(116).

Données cytogénétiques et moléculaires
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Les rares cas rapportés dans la littérature ont des profils quantitatifs soit complexes associant de
nombreux gains et pertes de chromosomes entiers et fragments chromosomiques (117) soit simples avec
une délétion du bras long du chromosome 22 isolée ou associée a un isochromosome 8 (115).

Pronostic et évolution

Le pronostic est effroyable avec une médiane de survie apres chirurgie de 15 semaines (112)(113) ;

la chimiothérapie associée ne prolonge la survie que de quelques mois (113).

2.2.7.Autres
Enfin, dans la littérature, il a été décrit des cas « anecdotiques » de carcinomes de morphologie

rhabdoide de localisation extra-cranienne ou d’hépatoblastomes SMARCB1-déficients (118)(119)(120).

3. Syndromes de prédisposition : mutations germinales du gene SMARCB1

3.1. Prédisposition aux tumeurs SMARCB1-déficientes

Ce syndrome de prédisposition génétique a essentiellement été décrit dans les tumeurs rhabdoides.
Les patients sont porteurs d’'une mutation constitutionnelle d'un des deux alleles du gene SMARCBI,
constituant le premier événement. Il s’agit de délétions du géne SMARCBI1, de mutations non-sens ou
décalant le cadre de lecture ou plus rarement de mutations sur un site d’épissage. Il n’est pas rapporté de
mutation faux-sens (52). Cette anomalie peut étre héritée d’'un des deux parents ou survenir de novo. Le
second événement, aboutissant a I'inactivation bi-allélique du gene est, le plus souvent, soit une délétion
de I'allele sauvage de SMARCBI soit une perte d’hétérozygotie sans anomalie quantitative.

Environ un tiers des patients atteints de TRTA est porteur d'une mutation constitutionnelle du géne
SMARCBI (Tableau 1) (51)(121). En cas de prédisposition génétique, ces tumeurs se développent plus tot,
au cours de la premiere année de vie. Ces enfants peuvent développer une TRTA isolée ou associée a
d’autres localisations tumorales synchrones et essentiellement rénales (2)(52). D'un point de vue
histologique, ces tumeurs avec prédisposition génétique sont semblables aux tumeurs sporadiques.

Tres rarement, il a été décrit dans la littérature d’autres tumeurs SMARCB1-déficientes développées
dans un contexte de mutation constitutionnelle d'un des deux alleles du géne SMARCBI1. C'est le cas d’une

CRINET (62) et d'un sarcome épithélioide (85) (Tableau 1).
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3.2. La schwannomatose

Il s’agit d’'une neurofibromatose différente cliniquement et génétiquement de la neurofibromatose de
type 1 et de type 2. La schwannomatose prédispose a de multiples schwannomes, de localisation intra-
cranienne, médullaire ou périphérique, sans atteinte du nerf vestibulaire et plus rarement a des
méningiomes, dans seulement 5% des cas.

Des mutations constitutionnelles de SMARCBI ont été identifiées dans 40 a 50% des
schwannomatoses familiales et dans moins de 10% des cas sporadiques (122). Dans la plupart des cas, ces
mutations sont différentes de celles observées dans les tumeurs rhabdoides et correspondent a des
mutations sur des sites d’épissage, a des mutations faux-sens et a des mutations dans la région 3’UTR du
gene (52). De plus, elles ne conduisent pas a l'inactivation compléte de SMARCB1 et a sa perte
d’expression, mais plutot a une protéine SMARCB1 altérée avec une expression réduite mise en évidence
en immunohistochimie par un mosaicisme d’expression (Figure 12) (123). Les tumeurs développées dans
ce contexte ne seraient donc pas strito sensu des tumeurs SMARCB1-déficientes.

De plus, de rares cas de schwannomes ou méningiomes associés a la schwannomatose présentent
une co-inactivation du géne SMARCBI, par mutation germinale et perte d’hétérozygotie et du géne NF2
par mutation somatique et perte d’hétérozygotie (124)(125). Ces mémes constatations sont décrites dans

des méningiomes associés a des méningiomes multiples familiaux (126).

4. Les méningiomes: rares altérations génomiques de SMARCB1, sans perte d’expression

Nous avons choisi de parler des méningiomes dans ce chapitre bien que ces tumeurs ne fassent pas
partie du spectre des tumeurs SMARCB1-déficientes. En effet, si certaines équipes ont rapporté des cas de
méningiomes avec mutation du géne SMARCB1 (124)(127)(128)(129), la perte d’expression protéique en
immunohistochimie n’a jamais été démontrée (Tableau 1).

Toutefois, compte tenu de la localisation méningée de nos deux cas, il nous a paru important de
discuter de ces tumeurs.

Données épidémiologiques

Ces tumeurs affectent typiquement les adultes, avec un pic entre 60 et 70 ans.

Le plus souvent, les méningiomes se développent au niveau des méninges intra-craniennes et le long
de la moélle épiniére. L’étiologie de la plupart des méningiomes reste inconnue, en dehors des cas

survenant apres irradiation encéphalique ou dans un contexte de neurofibromatose de type 2,
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caractérisée cliniquement par des schwannomes vestibulaires bilatéraux et génétiquement par une
mutation constitutionnelle du géne NF2.

Les méningiomes sont bénins dans la plupart des cas et correspondent a un grade [ selon la
classification de 'OMS. D’autres, présentent des caractéristiques agressives et correspondent a des grades
II (tumeurs atypiques) ou III (tumeurs anaplasiques ou malignes).

Description radiologique

En IRM, les méningiomes correspondent a des masses extra-axiales iso-intense en séquence T1 et
d’intensité variable en séquence T2, prenant le contraste de facon homogéne et intense le plus souvent,
avec un réhaussement et un épaississement méningé, appelé « dural tail ».

Données morphologiques

Il existe une grande hétérogénéité morphologique en fonction du sous-type histologique. Il existe 13
sous-types histologiques; les plus fréquents sont les méningiomes méningothéliaux (Figure 13 A) et
transitionnels (Figure 13 B) (2). Le diagnostic de méningiome peut étre difficile dans les autres sous-
types, moins typiques. Certains sous-types sont associés a une plus grande agressivité : les méningiomes a
cellules claires et les méningiomes chordoides correspondent a des grades 11, les méningiomes rhabdoides
et les méningiomes papillaires, a des grades IIl. Dans la forme rhabdoide, la prolifération tumorale se
compose de plages de cellules « rhabdoides » ; ces aspects sont similaires aux tumeurs rhabdoides (Figure
13 C-E) (2). Enfin, I'agressivité des méningiomes se définit également sur des critéres classiques tels que
les mitoses, la nécrose, une densité cellulaire augmentée, la présence de nucléoles, la présence d'une
dédifférenciation ainsi que sur I'invasion du tissu cérébral.

Profil immunohistochimique

La grande majorité des méningiomes exprime I'EMA ; cette positivité décroit dans les méningiomes
de grade II ou III. La vimentine est positive dans tous les méningiomes. La positivité de la protéine S100
est hétérogene, généralement peu prononcée. Le CD34 peut étre positif. La claudin-1 et les récepteurs a la
progestérone sont positifs et sont spécifiques du méningiome (2)(130)(131). L’expression de
SMARCB1/INI1 est conservée dans les méningiomes, notamment dans les sous-types rhabdoides (132)
(Figure 13 F).

Le profil immunohistochimique des méningiomes est listé dans le Tableau 2.
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le cadre
d'une schwannomatose familiale chez un patient porteur d'une mutation germinale du géne
SMARCB1. A. Prolifération constituée de cellules fusiformes au noyau ovalaire et au cytoplasme
éosinophile. B. Perte d'expression hétérogéne de SMARCB1/INI1, réalisant un aspect en « mosaique ».
[lustrations issues de Hollmann et al. 2011
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Figure 13. Aspects morphologiques et immunohistochimiques de trois sous-types de
méningiomes : méningiome méningothélial (A), méningiome transitionnel (B) et méningiome
rhabdoide (C-F). A. Cellules méningothéliales relativement monomorphes réalisant de nombreux
enroulements (*). B. Association d’'une composante méningothéliale et d'une composante fibroblastique
(faisceaux de cellules fusiformes). C. Prolifération de cellules discohésives d’allure rhabdoide. D-E. A
plus fort grandissement, cellules d’allure rhabdoide. F. Conservation de l'expression nucléaire de
SMARCB1/INI1.

Ilustrations issues de Perry et al. 2005 et de www.webpathology.com
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Données cytogénétiques et moléculaires

La complexité des profils génomiques quantitatifs et des caryotypes croit avec le grade des
méningiomes selon la classification OMS (2). L’anomalie la plus fréquemment observée est la délétion
hémizygote du bras long du chromosome 22, dans 40 a 70% des méningiomes de grade I (2)(45). D’autres
anomalies quantitatives sont décrites comme des délétions du bras court du chromosome 1, des bras
longs des chromosomes 6, 14, 18 et la perte compléte du chromosomes 10 (2)(45). Un des genes cibles de
la région du chromosome 22 délétée est le gene NF2, de la neurofibromatose de type 2. Des mutations du
geéne NFZ situé en 22q12.2 sont observées dans les méningiomes associés a la neurofibromatose de type 2
et dans plus de 60% des méningiomes sporadiques. Ces mutations sont corrélées au sous-type
histologique ; elles sont fréquentes dans les sous-types transitionnels, fibroblastiques et psammomateux
et plus rares dans les sous-types méningothéliaux, sécrétoires et microkystiques (2). Egalement localisé
sur le chromosome 22, le géne SMARCBI est rarement muté dans les méningiomes. Trois équipes ont
étudié ces mutations sur des séries assez importantes. Ces mutations somatiques faux-sens ou décalant le
cadre de lecture étaient présentes dans 1 a 3% des méningiomes, souvent associées a des pertes
d’hétérozygotie (127)(128)(129). Ces méningiomes mutés SMARCB1 étaient typiques histologiquement
(sous-types méningothéliaux et transitionnels). Ces données n’étaient pas complétées par une analyse
immunohistochimique de SMARCB1/INI1 (Tableau 1).

Pronostic et évolution

Le pronostic est variable et dépend notamment du grade OMS des méningiomes. L’évolution peut étre
marquée par des récurrences; en revanche, les métastases extra-craniennes sont extrémement rares
survenant dans un cas pour 1000 méningiomes (2). La prise en charge varie également en fonction du
grade OMS des méningiomes et repose sur I'exérese chirurgicale. Une radiothérapie adjuvante est associée
dans les grades III, discutée dans les grades II (133). En revanche, la chimiothérapie est peu efficace (133).

Les taux de survie a 2 ans, 5 ans et 10 ans sont respectivement de 76%, 65,4% et 57,2% (1).



56

MATERIELS ET METHODES

1. Sélection de cas

De janvier 2007 a mai 2014, 526 tumeurs méningées ont été adressées au Laboratoire Central
d’Anatomie Pathologique du Centre Hospitalo-Universitaire de Nice. A partir de la base de données Apix
(Technidata, France), nous avons sélectionné les cas de tumeurs méningées histologiquement inclassables
avec perte d’expression de SMARCB1/INI1.

Les deux cas ont été relus par trois pathologistes du Laboratoire Central d’Anatomie Pathologique du
Centre Hospitalo-Universitaire de Nice (Fanny Burel-Vandenbos, Jean-Francois Michiels, Bérengere
Dadone) puis ils ont fait 'objet d’'une relecture par des experts francais du réseau de neuro-oncologie
pathologique (RENOP) (Anne Jouvet, Catherine Godfraindt, Fanny Burel-Vandenbos) et par des experts du
réseau de référence en pathologie des sarcomes (RRePS) (Dominique Ranchere pour le cas n°1 et Jean-

Michel Coindre pour le cas n°2).

2. Analyses morphologiques et immunohistochimiques
L’étude morphologique était réalisée a partir de tissus fixés au formol et inclus en paraffine, sur
coupes de 2 um, colorées a 'Hématoxyline-Eosine-Safran (HES).

L’analyse immunohistochimique était effectuée a partir de coupes de 2 um déparaffinées. L’étape de
démasquage était réalisée en utilisant le PT Link de Dako (Dako, Glostrup, Denmark), a pH 6 ou 9 pendant
20min a 97°C. Les étapes suivantes étaient effectuées en utilisant I'automate de Dako Autostainer Link 48,
avec le kit « Envision Flex » de Dako, selon les recommandations du fabricant : blocage des péroxydases
endogeénes avec du péroxyde d’hydrogéne (H20;), incubation des anticorps primaires et secondaires,
marquage avec le chromogeéne 3-3’diaminobenzidine (DAB). Les lames étaient ensuite contre-colorées a

I’'Hématoxyline. Les différents anticorps primaires utilisés sont listés en Annexe 1.

3. Analyse par Hybridation Génomique Comparative sur puce a ADN (CGH-array)

La CGH-array est une méthode d’analyse du génome dite « globale » ou « pangénomique » qui permet
la détection d’anomalies génomiques quantitatives a type de gains ou pertes de chromosomes entiers ou
de segments chromosomiques avec un degré de résolution important. En pratique courante, des gains ou

pertes de quelques centaines de paires de bases d’ADN peuvent étre observées. Les anomalies qui ne
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s’accompagnent pas de gain ou de perte de matériel chromosomique ne sont pas détectées par cette
technique, par exemple, les translocations ou inversions équilibrées.
3.1. Extraction d’ADN tumoral
L’ADN tumoral était extrait a partir de tissu fixé au formol et inclus en paraffine, avec le systeme
Maxwell 16 FFPE Tissue LEV DNA kit (Promega, Madison, WI). Au préalable, les échantillons tumoraux
étaient déparaffinés dans une solution de Tween 20 (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO) sans xyléne. L’ADN
témoin non tumoral de référence était fourni par Agilent Technologies (Santa Clara, CA). Il s’agissait d'un
mélange d’ADN de plusieurs témoins d'un méme sexe pour atténuer les effets de polymorphismes
individuels. Le type d’ADN témoin était masculin en fonction du sexe des patients.
3.2. Marquage des ADN, hybridation et interprétation des résultats
L’ADN génomique du patient était marqué avec une molécule fluorescente, la Cyanine 5 (Cy5) et
I’ADN témoin avec la Cyanine 3 (Cy3) (Genomic DNA SureTag Labeling Kit, Agilent). Apres purification et
vérification de concentrations égales en ADN tumoral et ADN de référence, les ADN étaient co-hybridés
sur une puce a ADN (Sureprint G3 Human CGH microarray 4x180K, Agilent). La lame était criblée
(SureScan, Agilent) et les images analysées par un logiciel (Cytogenomics v2.9.2.4, Agilent) capable de
convertir des ratio de fluorescence sous forme de tracés de Log(2) : Cy5/Cy3.

Les résultats étaient exprimés selon la référence hgl9 (GRCh37 Genome Reference Consortium

Human Reference 37) (www.genome.ucsc.edu/).

4. Analyse par Hybridation In Situ en Fluorescence (FISH)

La FISH est une technique ciblée qui permet de rechercher des anomalies génétiques diverses. Elle
repose sur le principe d’appariement des bases complémentaires d’ADN. L’appariement est effectué entre
I’ADN cible du patient et 'ADN d’une sonde, qui peut étre de taille tres variable. Dans cette étude, nous
avons utilisé des sondes de type « locus-spécifique » capables de détecter la cassure d'un géne : sondes de
fission ou sondes « break-apart ». 1l s’agit d'un mélange de deux sondes, respectivement positionnées de
part et d’autre d'un géne, chacune étant marquée par un fluorochrome différent. Nous avons également
utilisé des sondes « locus-spécifique » couvrant un gene, couplées a une sonde spécifique du centromere
du chromosome sur lequel est situé ce gene. Ces couples de sondes permettent de détecter des anomalies

de nombre d’'un géne, de type gain ou délétion.
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Nous avons utilisé des sondes locus-spécifique de type fission pour rechercher des remaniements des
genes NR4A3, EWSR1, FUS et PDGFB et des sondes locus-spécifique couplées au centromeére du
chromosome d’origine pour détecter des anomalies quantitatives des génes SMARCB1, MDM?2 et CDKNZ2A.

4.1. Etape de prétraitement des lames

L’analyse était réalisée a partir de coupes de tissus fixés au formol et inclus en paraffine. Les lames
étaient préalablement déparaffinées dans une solution de xyléne. Elles étaient ensuite traitées dans une
solution de pepsine afin de démasquer les noyaux des cellules.

4.2. Sondes disponibles dans le commerce

Les sondes commerciales, prétes a I'’emploi, étaient les suivantes : NR4A3 (Zytolight SPEC NR4A3 Dual
Color Break Apart probe, Clinisciences, Nanterre, France), EWSR1 (Vysis EWSR1 Break Apart FISH probe,
Abbott Molecular, Des Plaines, IL), FUS (Vysis LSI FUS Dual Color Break Apart Probe, Abbott Molecular),
MDM2 (Zytolight SPEC MDM2/CEN12 Dual Color probe, Clinisciences) et CDKN2A (Vysis CDKN2A/CEP 9
FISH Probe Kit, Abbott Molecular). Elles ont été utilisées selon les recommandations du fabricant.

4.3. Sondes « a fagon »

Les sondes « a facon » SMARCB1 et PDGF[ ont été préparées dans le laboratoire de Génétique des
Tumeurs Solides a partir de clones de chromosomes bactériens artificiels (BACs) recombinants
(Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY) contenant les séquences génomiques humaines d'intérét.
Les « BACs » issus de la banque du Roswell Park Cancer Institute, sélectionnés en ligne d’apres leur
position par rapport au géne d’intérét sur le site de I'Université de Californie, Santa Cruz (http://genome-
euro.ucsc.edu), étaient les suivants : RP11-1149B8, RP11-434E5 et RP11-101B10 pour la sonde PDGFf( et
RP11-71G19 et RP11-262A13 pour la sonde SMARCB1 couplée avec celle du centromére du chromosome
22 (Annexe 2).

L’extraction et la purification de 'ADN recombinant contenant la séquence du génome humain
d’intérét ont été réalisées selon la méthode a grande échelle dite « maxi-prep ». L'incorporation de
molécules reporter (biotine et digoxigénine), permettant la fixation d'un fluorochrome a été réalisée par la
méthode de déplacement de cassure (Nick Translation Kit, Roche, Meylan, France). Aprés les étapes de
précipitation, 'ADN correspondant a la séquence humaine d’intérét était repris dans un tampon
d’hybridation (Hybrisol VII, MP Biomedicals, Solon, OH), en présence d'une quantité en excés d’ADN Cot-1
(Roche) afin de limiter le marquage non spécifique.

4.4. Etapes de dénaturation et d’hybridation des sondes (commerciales et « a fagon »)
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L’étape de co-dénaturation sonde-ADN sur lames était réalisée a 85°C pendant 2 min sur une plaque
chauffante (Hybrite, Abbott Molecular). L’hybridation avait lieu dans une chambre humide a 37°C pendant
une nuit. Les lames étaient ensuite lavées dans des solutions salines de citrate de sodium en présence de
détergent (Igepal, Sigma-Aldrich) puis dans une solution de tampon phosphate et détergent (PBD) pour
étre enfin séchées et protégées par une solution anti-extinction de la fluorescence associée au DAPI
(Vectashield, Vector Laboratories, Burlingame, CA). Une étape supplémentaire de révélation de
I'immunofluorescence avec des anticorps secondaires était nécessaire pour les préparations ayant utilisé

des sondes « a facon ».

5. Séquencage ciblé de nouvelle génération (NGS : Next Generation Sequencing)

5.1. Extraction d’ADN

L’ADN tumoral était extrait a partir de fragments congelés pour le cas n°1 et a partir de tissus fixés au
formol et inclus en paraffine pour le cas n°2, avec le systeme Maxwell (Promega, Madison, WI).

5.2. Préparation des librairies, PCR en émulsion, séquencage

Cette technique a été réalisée en collaboration avec la plateforme génomique de I’ « Institute for
Research on Cancer and Aging, Nice » (IRCAN) (C. Baudoin et G. Cristofari), conformément a la convention
établie entre le Centre Hospitalo-Univeristaire de Nice et I'Institut National de la Santé et de la Recherche
Médicale (INSERM). L’analyse a été effectuée en utilisant la technologie de séquencage de Ion Torrent
(Life Technologies, Grand Island, NY), en ciblant un panel de 50 oncogénes et génes suppresseurs de
tumeurs (Tableau 3) (lon AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2, Life Technologies). Ce panel permet
d’étudier 207 «amplicons » (fragments d’ADN amplifiés par PCR) correspondant a 2800 mutations

répertoriées dans le « Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer » (COSMIC) (134).
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ABL1 EGFR GNAS KRAS PTPN11
AKT1 ERBBZ2 GNAQ MET RB1
ALK ERBB4 HNF1A MLH1 RET
APC EZHZ HRAS MPL SMAD4
ATM FBXW7 IDH1 NOTCH1 SMARCB1
BRAF FGFR1 JAKZ NPM1 SMO
CDH1 FGFR2 JAK3 NRAS SRC
CDKNZA FGFR3 IDHZ PDGFRA STK11
CSFI1R FLT3 KDR PIK3CA TP53
CTNNB1 GNA11 KIT PTEN VHL

Tableau 3. Liste des 50 oncogenes et genes suppresseurs de tumeurs du Ion AmpliSeq™ Cancer
Hotspot Panel v2, incluant * 2800 mutations décrites dans le « Catalogue of Somatic Mutation In Cancer »

(COSMIC).

Les différentes étapes du NGS sont illustrées dans la Figure 14.

La technique de NGS permet d’analyser, simultanément, plusieurs séquences génomiques d’intérét, a
partir d’échantillons d’ADN issus de plusieurs patients. Pour chaque échantillon correspondant a un
patient, les amplicons étaient produits a partir de 10 ng d’ADN génomique par une réaction de PCR
multiplexée (c’est a dire avec des amorces multiples), selon le protocole Ion AmpliSeq (Life Technologies).
Les produits de chaque réaction de PCR (amplicons) étaient ligués a des adaptateurs de séquencage et a
un “code-barres” de 10 nucléotides, différent pour chaque échantillon et donc pour chaque patient (lon
Xpress barcode adapter kit). Ces « code-barres » permettront de relier a chaque patient, les « reads » (ou
séquences lues) obtenus apres le séquengage. Apres une étape de purification et une nouvelle PCR, les
librairies étaient quantifiées par PCR en temps réél (qPCR) en utilisant le systéme KAPA Library Quant
(Kapa biosystems), puis mélangées de facon équimolaire pour obtenir une concentration totale de 15
picomolaires (pM). Le mélange des librairies (c’est-a-dire, de tous les échantillons) était amplifié sur billes,
des Ion Sphere Particles (ISPs), par PCR en émulsion avec le systéme Ion One Touch 2 (Ion Torrent). Les
billes amplifiées étaient enrichies, par suppression des billes non amplifiées, avec le module lon One
Touch ES et quantifiées avec le systeme Qubit (Life Technologies). Pour le séquencage, les billes amplifiées

étaient déposées sur une puce 318 de Life Technologies. L’étape de séquencage était effectuée en utilisant
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le séquenceur Personal Genome Machine (PGM, Life Technologies) selon la technique de séquengage par
semi-conduction de Ion Torrent.
5.3. Analyse des données du séquencage de nouvelle génération
La transformation du signal brut en séquence nucléotidique, le tri des “code-barres” et leur
excision ainsi que I'alignement des séquences sur le génome humain de référence (référence hg19) étaient
réalisés avec les programmes Torrent Suite v4.4.2 et Coverage Analysis Plugin v4.4.14-1. Les variants
étaient détectés avec le programme Torrent Variant Caller. Nous avons exclu les variants qui présentaient
une profondeur de couverture inférieure a 500 «reads». Ainsi, un variant était pris en compte si la
position génomique considérée était séquencée au moins 500 fois, de facon homogene sur les deux brins
d'ADN, avec une bonne qualité de séquengage. Les variants correspondant a ces criteres de qualité ont été
annotés avec le logiciel Variant Effect Predictor (VEP) (135) et controlés a l'aide du logiciel Integrated
Genomics Viewer (IGV)(136).
L’étape suivante consistait a “annoter” les variants pour déterminer leur nature et leur pathogénicité.
Les polymorphismes individuels, non pathogenes, correspondaient aux variants dont la fréquence
allélique dans la population générale était supérieure a 1%. Les autres variants étaient considérés comme
des variants significatifs, pour lesquels il était nécessaire de prédire la pathogénicité. Un variant était
suspect d’étre pathogene, s'il affectait la séquence codante par des substitutions faux-sens et non-sens ou
des insertions et délétions décalant le cadre de lecture. Un variant intronique situé sur un site d’épissage
représentait également un variant d’intérét. Pour les substitutions faux-sens, les outils de prédiction de
pathogénicité SIFT (137) et PolyPhen (138) constituaient une aide pour conclure sur le statut délétére ou

non du variant.
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RESULTATS

1. Observation n°1
1.1. Données cliniques

Un homme agé de 41 ans, sans antécédent particulier, était hospitalisé pour des céphalées
persistantes, d’apparition brutale. La tomodensitométrie (TDM) cérébrale montrait un volumineux
hématome frontal antérieur gauche, mesurant 54 mm de grand axe. L'IRM cérébrale sans et avec injection
de gadolinium révélait la présence d'une tumeur sous-jacente, frontale gauche, hétérogéne, partiellement
rehaussée apreés injection de produit de contraste, mesurant 45mm de grand axe (Figure 15 A-B). Cette
formation tumorale entrainait un cedéme péri-lésionnel et un effet de masse sur les structures médianes.
Une exérese chirurgicale était pratiquée en urgence devant le caractére compressif et hémorragique, et
révélait une tumeur accolée a la dure-mere. L'IRM cérébrale post opératoire ne montrait pas de
réhaussement pathologique et permettait d’affirmer que l'exérese était compléte. Le bilan d’extension
incluant une TDM thoraco-abdomino-pelvienne et une échographie testiculaire ne mettait pas en évidence
de lésion tumorale évolutive.

Le diagnostic anatomopathologique, aprés relecture nationale concluait a une tumeur maligne a
cellules épithélioides et fusiformes avec des remaniements myxoides. Dans une topographie périphérique,
le diagnostic de sarcome épithélioide de type proximal aurait pu étre envisagé.

La suite de la prise en charge avait consisté en une radiothérapie cérébrale adjuvante de 60 Gy.

Aprés un suivi de 7 ans, I'évolution était favorable, sans signe de récidive locale clinique et
radiologique. Les IRM cérébrales de suivi présentaient des images stables avec une cavité opératoire

frontale antérieure gauche et un discret épaississement méningé cicatriciel en regard (Figure 15 C-D).

1.2. Analyses morphologiques et immunohistochimiques
La piéce d’exérese, parvenue fragmentée, pesait 12 grammes. Le matériel présentait
macroscopiquement des remaniements hémorragiques. Des échantillons avaient été congelés et le reste
avait été fixé au formol et inclus en paraffine en totalité. Le matériel avait intéressé quasi exclusivement
une prolifération tumorale excepté quelques fragments de tissu méningé infiltré par la tumeur. Il n’était

pas observé de parenchyme cérébral.
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Figure 15. Imagerie par résonance magnétique cérébrale illustrant I'observation clinique n°1,
au diagnostic (A-B) et au cours du suivi, a 7 ans (C-D).

A. Séquence T1 avec injection de produit de contraste, coupe axiale montrant une lésion frontale
gauche, hétérogeéne, partiellement réhaussée. B. Séquence T1 avec injection de produit de contraste,
coupe sagittale montrant les mémes aspects. C. Séquence T1 avec injection de produit de contraste,
coupe axiale montrant des stigmates de l'intervention chirurgicale avec cavité frontale antérieure
gauche (*) associée a un discret épaississement méningé cicatriciel (fleche), sans signe de récidive. D.
Séquence FLAIR, coupe axiale, montrant une gliose péri-cavitaire (fleche).
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L’étude histologique montrait une prolifération tumorale multinodulaire, présentant une
hétérogénéité architecturale et cytologique d’'un nodule a l'autre. Ces nodules étaient séparés par des
territoires oedémateux ou myxoides, parfois fibreux (Figure 16 A). On observait une alternance :

- de nodules d’architecture massive, compacte, composés de cellules de grande taille d’allure
épithélioide. Les cellules étaient ovalaires ou polyédriques au cytoplasme éosinophile ou clair et au noyau
vésiculeux comportant un a deux nucléoles bien visibles (Figure 16 B-C). Certaines de ces cellules
présentaient une différenciation rhabdoide (Figure 16 D), d’autres, comportaient de multiples vacuoles
intracytoplasmiques (Figure 16 E).

- de nodules d’aspect chordoide constitués de cordons ou travées de cellules sur un fond myxoide
abondant (Figure 16 F). Les cellules, de petite taille ou de taille intermédiaire, étaient tantét d’aspect
immature, rondes avec un volumineux noyau hyperchromatique et une fine couronne cytoplasmique,
tantot d’aspect rhabdoide avec un noyau excentré et un cytoplasme plus abondant comportant une

inclusion éosinophile (Figure 16 G).

de nodules d’architecture pseudo épithéliale formant des structures glanduliformes ou acineuses
constitués de petites cellules immatures (Figure 16 H).

- de nodules d’aspect sarcomatoide constitués de petites cellules fusiformes peu différenciées
agencées en courts faisceaux (Figure 16 I).

Les atypies cytonucléaires étaient marquées. L'index mitotique était évalué a 13 mitoses pour 10
champs a fort grandissement. Il était observé des plages de nécrose de type ischémique et des
remaniements hémorragiques.

La vascularisation était faite de fins capillaires, a paroi fine, sans hyperplasie endothéliale. Par
endroits, cette vascularisation prenait un aspect hémangiopéricytaire avec de fins capillaires étirés
réalisant des images en «bois de cerf». Certains vaisseaux étaient entourés de cellules tumorales a
disposition concentrique.

Il n’était pas observé de cartilage hyalin ni d’hématie intra-cytoplasmique ni de double striation
intra-cytoplasmique, correspondant respectivement a des signes de tumeur cartilagineuse, vasculaire et
musculaire striée. Il n’était pas non plus observé de signe de différenciation méningée classique tels que

des enroulements ou des pseudo-inclusion intra-nucléaires.
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Figure 16. Analyses morphologiques et immunohistochimiques du cas n°1.

A. Prolifération tumorale multinodulaire sur un fond myxoide (HES x40). B-C. Architecture tumorale massive,
compacte constituée de cellules épithélioides, tantdt éosinophiles (B. HES x100) tant6t claires (C. HES x400).

D. Cellules rhabdoides typiques, caractérisées par un noyau excentré vésiculeux fortement nucléolé
comportant une inclusion éosinophile intra-cytoplasmique (fleche) (HES x1000). E. Cellules comportant de
multiples vacuoles intra-cytoplasmiques (fleche) (HES x1000). F. Aspect chordoide : travées cellulaires sur un
fond myxoide (HES x100). G. Petites cellules immatures au noyau hyperchromatique excentré comportant
une inclusion éosinophile intra-cytoplasmique, ébauchant un aspect rhabdoide (fleche)(HES x1000). H.
Aspect pseudo épithélial : cellules agencées en structures glanduliformes ou acineuses (HES x100). I Aspect
sarcomatoide : faisceaux de petites cellules fusiformes (HES x100). ]. Positivité de 'EMA (x200). K Positivité
du CD34 (x200). L. Négativité de SMARCB1/INI1 (témoin interne positif représenté par les cellules
endothéliales, x200).



67

L’étude immunohistochimique mettait en évidence une positivité de 'EMA tant6t membranaire dans
les territoires chordoides ou pseudo épithéliaux tantot intra-cytoplasmique en dot dans les territoires
massifs (Figure 16 J). Le CD34 était diffusément et intensément positif (Figure 16 K). La vimentine et
I'actine étaient positives, avec une expression restreinte au niveau du cytoplasme dans les territoires
sarcomatoides et au niveau de l'inclusion intra-cytoplasmique dans les grandes cellules rhabdoides. Les
cellules tumorales n’exprimaient pas 'antigene SMARCB1/INI1 (Figure 16 L).

Il n’était pas retenu d’argument pour une différenciation :

- épithéliale : négativité de la cytokératine totale, la positivité de 'EMA n’étant pas spécifique

- musculaire: négativité de la desmine et de la caldesmone, la positivité de l'actine dans les
territoires sarcomatoides n’étant pas spécifique

- mélanique : négativité de la protéine S100, d’"HMB-45 et de la Melan-A

- gliale : négativité de la GFAP et d’Olig2

- méningée : négativité des récepteurs a la progestérone et de la claudin-1

- notochordale : négativité de la cytokératine totale, de la protéine S100 et de la brachyury

Les résultats de 'analyse immunohistochimique sont listés dans le Tableau 4.
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Anticorps Casn°1 Cas n°2

Cytokératine totale - _
EMA + +
Vimentine + +
CD34 + +
Protéine S100 - -
Olig2 - -
GFAP - -

Neurofilament +* ¥
CD56 - -
Synaptophysine - -
Chromogranine - -
Actine + -
Desmine - -
Caldesmone - -

Récepteur progestérone - -

HMB-45 - NR
Melan-A - NR
Brachyury - -
Claudin 1 - -
Ki-67 50% 10%
SMARCB1/INI1 - -

Tableau 4. Tableau comparatif des résultats des analyses immunohistochimiques réalisées dans
les deux cas.

NR, non réalisé. *, rares cellules
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1.3. Analyses cytogénétiques et moléculaires
1.3.1.Hybridation Génomique Comparative sur puce a ADN (CGH-array)

Une analyse par CGH-array avait été réalisée respectivement sur trois composantes identifiées
histologiquement : la composante massive, la composante pseudo épithéliale et la composante chordoide,
a partir de 3 blocs d'inclusion en paraffine différents. Les zones sélectionnées comportaient 90% de
cellules tumorales. Des profils génomiques quantitatifs globalement identiques étaient observés dans les
trois composantes. Les anomalies observées étaient de type simple, ne touchant que le chromosome 22.
Deux zones de délétion étaient observées sur ce chromosome, sans que I'on puisse affirmer le caractere
hémizygote ou homozygote de la délétion (Figure 17 A-B).

La premiere zone de délétion du chromosome 22 (log ratio -0,5) était située dans la région 22q11.22-
ql2.1. Les coordonnées génomiques (localisation précise sur la molécule d’ADN selon la référence
génomique hgl9) qui encadraient cette zone étaient les suivantes: 22,510,525 et 28,647,922. Cette
délétion comportait 6,137,397 paires de bases (pb) et 80 génes. Elle incluait notamment le géne SMARCB1
(Figure 17 C).

La seconde zone de délétion du chromosome 22 (log ratio -0,5) était située dans la région 22q13.1-
q13.2. Les coordonnées génomiques qui encadraient cette zone étaient les suivantes: 39,940,954 et
42,312,515. Cette délétion comportait 2,371,561 pb et 35 genes (Figure 17 C).

Ces zones de délétion étaient positionnées entre des limites qui correspondaient a des points de
cassure (Figure 18). Deux d’entre eux étaient intra-géniques : le géne TTC28 situé au point de cassure
22q12.1 et le géne MEI1 situé au point de cassure 22q13.2. Les deux autres limites des zones de délétion
étaient extra-géniques. Le point de cassure 22q11.22 se situait a proximité des génes TOP3B et PPM1F et
le point de cassure 22q13.1, était proche des genes ATF4 et RPS19BP1, et approximativement a 300,000
pb du géne PDGFp. L’analyse des points de cassure en CGH-array peut étre le reflet de remaniements
structuraux de type translocations ou inversions, déséquilibrés. Il est donc intéressant d’étudier les
éventuelles fissions de génes (notamment le géne PDGFf est impliqué dans la tumorigenese de tumeurs

cutanées de malignité intermédiaire: les dermatofibrosarcomes de Darier et Ferrand).
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1.3.2.Hybridation in situ en fluorescence (FISH)

Afin de compléter les données de CGH-array, les sondes SMARCB1 et PDGF( étaient utilisées.
L’analyse du gene SMARCB1 était restée non contributive ; en effet 'interprétation microscopique n’était
pas possible en raison de la mauvaise qualité de I'hybridation. L’analyse du point de cassure situé proche
du géne PDGFf complétait et confirmait les résultats de CGH-array. Il n’était pas détecté de remaniement
structural du géne PDGFf mais une cassure en amont de la partie 5’ du gene, a proximité des génes ATF4
et RPS19BP1 (Figure 19).

L’analyse avec les sondes locus spécifique NR4A3 et EWSR1 ne montrait pas de fission des genes
NR4A3 (9q22.3-q31.1) (Figure 20) et EWSR1 (22q12.2) (Figure 21). Dans le contexte, ces résultats

n’étaient pas en faveur d'un chondrosarcome myxoide extra-squelettique ni d’'une tumeur myoépithéliale.
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Figure 19. Analyse cytogénétique par Hybridation In Situ en Fluorescence (FISH) du cas n°1 avec
la sonde de fission du géne PDGFf (sonde « a fagon »).

A. ldéogramme du chromosome 22 indiquant la position du géne PDGFp en 22q13.1. B. Localisation
respective et orientation des sondes (signaux verts et rouges) flanquant le gene PDGFf. Zone de cassure
située en amont de la région 5’ du géne, au sein de la sonde marquée en vert. C1-3. FISH interphasique
montrant le méme noyau avec des filtres différents. C1. Filtre Texas Red : deux signaux rouges d’intensité
équivalente. C2. Filtre FITC : deux signaux verts d’intensité différente. Un des signaux (fleche) est plus
faible, en rapport avec une délétion d'une partie de la sonde marquée en vert. C3. Association des deux
filtres précédents montrant deux signaux rouge et vert superposés dans chaque noyau, indiquant une
absence de remaniement du géne PDGFS. Au total : présence d'une délétion en amont de la région 5’ du
gene PDGFP.
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Figure 20. Analyse cytogénétique par Hybridation In Situ en Fluorescence (FISH) du cas n°1 avec
la sonde de fission du géene NR4A3 (sonde Clinisciences).

A. Idéogramme du chromosome 9 indiquant la position du géne NR4A3 en 9q22.33. B. Localisation
respective et orientation des sondes (signaux verts et oranges) flanquant le géne NR4A43. C. FISH
interphasique montrant deux signaux orange et vert superposés dans chaque noyau, indiquant une
absence de remaniement du géne NR4A3.
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Figure 21. Analyse cytogénétique par Hybridation In Situ en Fluorescence (FISH) du cas n°1 avec
la sonde de fission du géne EWSR1 (sonde Abbott Molecular).

A. ldéogramme du chromosome 22 indiquant la position du géne EWSRI en 22ql12. B. Localisation
respective et orientation des sondes (signaux verts et oranges) flanquant le géne EWSRI1. C. FISH
interphasique montrant deux signaux orange et vert superposés dans chaque noyau, indiquant une
absence de remaniement du géne EWSR1.
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1.3.3.Séquencage de nouvelle génération ciblé en utilisant un panel de 50 génes (NGS)

Dix variants étaient détectés par séquencage ciblé. Tous présentaient une profondeur de couverture
suffisante, supérieure a 500 « reads ». L’analyse des 10 variants montrait respectivement 9 variations d’'un
seul nucléotide et une variation de deux nucléotides (Tableau 5). Les 8 variants portant sur la séquence
codante étaient des substitutions silencieuses (n=7) ou faux-sens (n=1). Les autres variants étaient situés
dans la région 3'UTR du gene (n=2). Six variants correspondaient a des polymorphismes : les variants
affectant les génes FGFR3, PDGFRA, APC, EGFR, HRAS et TP53. Les outils de prédiction de pathogénicité in
silico, SIFT et PolyPhen, et la signification clinique répertoriée dans la base de données des SNP (dbSNP)
(139) concluaient que trois de ces variants n’étaient pas pathogenes. Pour les variants de la région 3’'UTR
des genes PIK3CA et CSFIR, et le variant du géne RET, il n’était pas possible de dire formellement s’il
s’agissait ou non de polymorphismes, du fait de 'absence de données sur la fréquence de I'allele du
variant dans la population générale. Toutefois, ces mémes variants étaient présents dans d’autres
échantillons analysés et correspondaient donc probablement a des polymorphismes non pathogenes.

Un seul variant, détecté sur le gene FBXW7, ne correspondait pas a un polymorphisme, car la
fréquence allélique du variant dans la population générale est de 0,0005. Il s’agissait d’'un variant acquis,
mais probablement non pathogene (mutation silencieuse).

De plus, il n’était pas détecté de variant affectant le gene SMARCBI. Toutefois, ce résultat est a
nuancer car la couverture du géne dans le panel utilisé n’était pas complete. En effet, seuls les « points
chauds » de mutation étaient ciblés. Il n’était donc pas possible d’exclure formellement une mutation du
gene SMARCBI1. La détection de séquences ou « reads » du géne SMARCBI par la technique de NGS pourrait
suggérer dans ce cas, que la délétion de SMARCB1 n’était pas homozygote, ce que la CGH-array n’avait pas
permis de préciser et que l'autre alléle serait inactivé par d’autres mécanismes, par une mutation non
détectée par le panel utilisé en NGS ou par un mécanisme d’'inactivation épigénétique. Enfin, on ne peut
pas exclure que la détection de « reads» du géne SMARCBI en NGS soit liée a la présence de cellules
normales dans I'échantillon, par exemple, les cellules endothéliales.

Les résultats sont répertoriés dans le Tableau 5.
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En conclusion, il s’agissait d'une tumeur méningée histologiquement inclassable, hétérogene et
polymorphe, avec des territoires rhabdoides, SMARCB1/INI1-déficiente en immunohistochimie. Les
cellules tumorales présentaient deux zones de délétions segmentaires du chromosome 22, dont une
incluant le géene SMARCB1. Toutefois, le mécanisme d’'inactivation bi-allélique de SMARCB1 n’était pas
completement élucidé. Un des deux alleles était entierement délété et le second pouvait étre soit délété,
soit muté soit inactivé par un mécanisme épigénétique.

Ainsi, les analyses immunohistochimiques et génétiques ne permettaient pas de rattacher

formellement cette tumeur a une entité connue du spectre SMARCB1-déficient.

2. Observation n°2
2.1. Données cliniques

Il s’agissait d'un patient de 25 ans, sans antécédent particulier, ayant séjourné en Thailande et en
Australie récemment. Il avait été hospitalisé dans le service de Réanimation Médicale devant un syndrome
méningé fébrile associé a des signes de focalisation. L'IRM cranio-spinale montrait des lésions
leptoméningées multiples, cérébrales bilatérales sus- et sous-tentorielles et spinales. La lésion la plus
volumineuse, mesurant 15 mm, était localisée au niveau temporal droit (Figure 22 A-B). L’état clinique du
patient s’était rapidement aggravé, avec I'apparition d'une tétraparésie et de troubles bulbaires associant
une paralysie de plusieurs nerfs craniens et des difficultés respiratoires nécessitant une intubation avec
assistance respiratoire. Le bilan infectieux incluant une ponction lombaire était négatif. Une biopsie
chirurgicale avait été pratiquée au niveau de la 1ésion temporale droite. Des prélevements avaient été
adressés en anatomopathologie et en microbiologie. L’examen anatomopathologique aprés relecture
nationale concluait a une tumeur myxoide a cellules fusiformes correspondant le plus probablement a un
sarcome fusocellulaire myxoide inclassé. Le bilan d’extension était négatif. Dans ce contexte de probable
« sarcome méningé primitif », il avait été décidé en réunion de concertation pluridisciplinaire d'introduire
en 1¢re ligne de chimiothérapie une monothérapie par Doxorubicine (75mg/m?). Au terme des 6 cycles,
I'examen clinique s’était amélioré avec une régression des déficits neurologiques (a noter, en cours de
traitement, I'apparition de signes d’hypertension intra-cranienne nécessitant une dérivation ventriculo-
péritonéale). L'IRM cérébrale, apreés les 6 cycles de Doxorubicine montrait une régression significative du

nodule temporal droit (4 mm de grand axe versus 15 mm au diagnostic), sans nouvelle 1ésion.
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Figure 22. Imagerie par résonance magnétique cérébrale illustrant 'observation clinique

n°2, au diagnostic (A-C) et au cours du suivi, a 16 mois du diagnostic (D).

A. Séquence T1 avec injection de produit de contraste, coupe axiale montrant des nodules ou
épaississements leptoméningés, bilatéraux, rehaussés par l'injection de produit de contraste. Le nodule le
plus volumineux, mesurait 15 mm de grand axe et était situé au niveau temporal droit (fleche). B.
Séquence T1 avec injection de produit de contraste, coupe axiale montrant une lésion temporale gauche. A
noter la présence d’'un neurinome de l'acoustique droit (fléche). C-D. Séquence T1 avec injection de

produit de contraste, coupe axiale, au diagnostic (C) et a 16 mois (D) montrant I'apparition de nouvelles
lésions nodulaires sous-tentorielles.
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Apres 4 mois de surveillance simple et a 8 mois du diagnostic, 'IRM cérébrale mettait en évidence
une discréte majoration de la prise de contraste des multiples lésions leptoméningées et notamment au
niveau pariétal supérieur gauche, au niveau de la voute. En 2éme ligne, le patient avait recu 6 cycles
d’'Ifosfamide, en monothérapie (2500mg/m?). Les IRM cérébrales de contrdle en cours de traitement
montraient une stabilité puis une tendance a la diminution des réhaussements nodulaires méningés.
Aprés 3 mois de simple surveillance et a 16 mois du diagnostic, 'IRM cérébrale objectivait une
progression des lésions connues et 'apparition de nouvelles 1ésions, notamment sous-tentorielles (Figure
22 C-D). II était décidé d’introduire un traitement par Pazopanib a la dose de 800 mg/j. A 18 mois du
diagnostic, 'RM cérébrale et cervicale concluait a une progression tumorale avec apparition de nouvelles
lésions sus- et sous-tentorielles et d'un syndrome de masse cervical gauche s’étendant du bulbe rachidien
jusqu’au corps vertébral de C3, entrainant une compression du cordon médullaire (Figure 23 A-B). Il était
décidé d’'une radiothérapie a visée décompressive associée a I'arrét du Pazopanib et a la reprise de la
Doxorubicine. Aprés deux nouveaux cycles de Doxorubicine et une irradiation de la masse bulbaire, on
constatait une amélioration clinique neurologique. A 20 mois du diagnostic, 'IRM cérébrale concluait a
une poursuite évolutive des l1ésions non irradiées et a une réponse partielle sur la masse bulbaire irradiée

(Figure 23 C-D). Le patient est actuellement en cours de traitement par Trabectedine.
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Figure 23. Imagerie par résonance magnétique cérébro-spinale illustrant I'observation clinique n
°2, a 18 mois du diagnostic (A-B) et a 20 mois du diagnostic aprés irradiation de la masse bulbaire
(C-D).

A-B. Séquence T1 avec injection de produit de contraste, coupe sagittale (A) et coupe coronale (B)
montrant un volumineux syndrome de masse s'étendant du bulbe rachidien jusqu'au corps vertébral de
C3, latéralisé a gauche et entrainant une compression meédullaire (fleche), mesurant 57 mm de hauteur et
24x26 mm dans le plan axial au niveau du corps vertébral de C1. C-D. Séquence T1 avec injection de
produit de contraste, coupes sagittales, montrant (C) une réponse partielle de la masse bulbaire irradiée
mesurant 40 mm de hauteur et (D) une poursuite évolutive des lésions non irradiées.
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2.2. Analyses morphologiques et immunohistochimiques

Le matériel biopsique, une quinzaine de fragments mesurant 2 a 3 mm, avait été inclus en totalité.
L’étude histologique montrait une prolifération tumorale infiltrant le parenchyme cérébral (Figure 24 A).

On observait une prolifération de densité cellulaire modérée sur un fond myxoide (Figure 24 B-D) ou
fibrohyalin. Les cellules s’égrénaient au sein de cette matrice et réalisaient par endroits des petites travées
monocellulaires (Figure 24 E) ou des petits nids, donnant alors un aspect discretement chordoide. Il
existait une intrication de deux types cellulaires peu différenciés : des petites cellules fusiformes et des
petites cellules rondes. Les cellules fusiformes, de petite taille, présentaient un noyau allongé et un
cytoplasme éosinophile, effilé a limites floues (Figure 24 F). Les petites cellules rondes ou ovalaires
avaient un noyau rond, tantét hyperchromatique tantot avec une fine chromatine et un volumineux
nucléole (Figure 24 G). Leur membrane plasmique était condensée. Ces cellules présentaient un rapport
nucléocytoplasmique élevé. Rarement, elles présentaient une discréte différenciation rhabdoide. Certaines
comportaient de multiples vacuoles intra-cytoplasmiques (Figure 24 H).

Les atypies cytonucléaires étaient modérées. L'index mitotique était évalué a moins d’'une mitose
pour 10 champs a fort grandissement.

La vascularisation était faite de fins capillaires a la paroi hyaline, sans prolifération endothéliale

(Figure 24 1).

L’étude immunohistochimique mettait en évidence une positivité intense et diffuse de 'EMA (Figure
24 ]) et une positivité hétérogéne, membranaire du CD34 (Figure 24 K). Les cellules tumorales
n’exprimaient pas 'antigene SMARCB1/INI1 (Figure 24 L).

Il n’était pas retenu d’argument pour une différenciation :

épithéliale : négativité de la cytokératine totale

- musculaire : négativité de la desmine et de la caldesmone

- gliale : négativité de la GFAP et d’Olig2

- méningée : négativité des récepteurs a la progestérone et de la claudin-1

- notochordale : négativité de la cytokératine totale, de la protéine S100 et de la brachyury

Les résultats de 'analyse immunohistochimique sont listés dans le Tableau 4.
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Figure 24. Analyses morphologiques et immunohistochimiques du cas n°2.

A. Infiltration du parenchyme cérébral (*) (HES x200). B. Prolifération tumorale de densité cellulaire
modérée au sein d’'un matrice tantdt myxoide, tantot fibreuse et hyaline (HES x40). C-D. Prolifération
tumorale au sein d'un stroma myxoide, laiche (C. HES x200 et D. HES x400). E. Agencement en fines
travées monocellulaires (HES x1000). F. Cellules fusiformes au noyau allongé et au cytoplasme effilé a
limites floues (HES x1000). G. Petites cellules rondes ou ovalaires au noyau rond hyperchromatique. De
rares cellules présentent un noyau excentré, nucléolé et une inclusion éosinophile intra-cytoplasmique
(féche) (HES x1000). H. Cellules au cytoplasme multivacuolisé (fleche) (HES x1000). 1. Fins capillaires
(fléche) entourés d'une substance fibreuse et hyaline (*)(HES x400). J. Positivité de 'EMA (x200). K.
Positivité hétérogene du CD34 (x200). L. Négativité de SMARCB1/INI1 (témoin interne positif
représenté par les cellules endothéliales, x200).
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2.3. Analyses cytogénétiques et moléculaires
2.3.1.Hybridation Génomique Comparative sur puce a ADN (CGH-array)

L’analyse par CGH-array avait été réalisée a partir d'un bloc inclus en paraffine. Ce bloc sélectionné
comportait 50% de cellules tumorales et 50% de cellules non tumorales.

Le profil pangénomique était d’'interprétation délicate. Le tracé était irrégulier compte tenu de la
DLRS (Derivative Log Ratio Spread) élevée, calculée a 0,68. Il était donc difficile d’affirmer les anomalies
quantitatives observées. Cependant, il était détecté par le logiciel une zone de délétion sur le bras long du
chromosome 22 (Figure 25 A-B).

Cette zone de délétion du chromosome 22 (log ratio -0,2) était située dans la région 22q11.21-q12.2.
Les coordonnées génomiques encadrant cette zone étaient les suivantes : 18,042,512 et 29,902,266. Cette
délétion comportait 11,859,754 paires de bases (pb) et 188 genes. Elle incluait notamment le géne
SMARCB1 (Figure 25 B-C). La qualité du profil ne permettait pas de préciser la présence de genes aux
points de cassure. Sur ce profil génomique quantitatif, il n’était pas possible de déterminer le caractere
homozygote ou hémizygote de la délétion.

D’autres anomalies quantitatives étaient discutables, en raison de la qualité du tracé : un gain de la
région 12q13-q15 et une délétion des régions 9p21 et 14q12-q13. Ces anomalies devaient étre évaluées

par une technique FISH complémentaire.
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2.3.2.Hybridation in situ en fluorescence (FISH)

Afin de compléter les données de CGH-array, les sondes SMARCB1, MDM2 et CDKN2A étaient
utilisées : la sonde SMARCB1, pour connaitre le statut homozygote ou hémizygote de la délétion de ce
gene, et les sondes MDM2 et CDKN2A, pour confirmer ou non les anomalies quantitatives douteuses des
régions 12q13-q15 et 9p21, respectivement. L’analyse du géene SMARCB1 confirmait les résultats de CGH-
array et montrait une délétion homozygote du gene (Figure 26). L’analyse du géne MDMZ2 ne mettait pas
en évidence de gain du gene (Figure 27). Ce résultat permettait de conclure sur I'absence de gain de la
région 12q13-q15 (résultat douteux en CGH-array). L’analyse du géene CDKN2A ne mettait pas en évidence
de délétion du geéne (Figure 28). Ce résultat permettait de conclure sur 'absence de délétion de la région
9p21 (résultat douteux en CGH-array).

L’analyse avec les sondes locus-spécifique NR4A3, EWSR1 et FUS ne montrait pas de réarrangement
des genes NR4A3, EWSR1 et FUS (Figure 29-31). Dans le contexte, ces résultats respectifs n’étaient pas en
faveur d'un chondrosarcome myxoide extra-squelettique, d’'une tumeur myoépithéliale ou d’'un sarcome
fibromyxoide de bas grade.

Par ailleurs, I'analyse FISH avec la sonde locus-spécifique EWSR1 ne montrait qu'un signal orange et
un signal vert superposés dans chaque noyau, indiquant une délétion hémizygote de la région 22q12
incluant le gene EWSR1, sans remaniement structural du gene. Par conséquent, la délétion segmentaire du
chromosome 22 observée en CGH-array était hémizygote sur la région 22q12 et homozygote sur la région

22q11.23 (incluant le géne SMARCBI).
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Figure 26. Analyse cytogénétique par Hybridation In Situ en Fluorescence (FISH) du cas n°2
avec la sonde de détection d’'une anomalie de nombre du géne SMARCBI (sonde « a fagon »).

A. ldéogramme du chromosome 22 indiquant la position du géne SMARCB1 en 22q11.23. B.
Localisation respective et orientation des sondes : sonde couvrant le géne SMARCBI (signal vert) et
sonde controle (signal rouge) en 22q13.32. C. FISH interphasique montrant deux signaux rouges dans
chaque noyau, indiquant une délétion homozygote du géne SMARCBI.

A B

5 3
centromére télomeére

MDM2

13

12

:' @ Centromére
13

| e NVIDM2

21

2

242

43

Chromosome 12

Figure 27. Analyse cytogénétique par Hybridation In Situ en Fluorescence (FISH) du cas n°2
avec la sonde de détection d’'une anomalie de nombre du géne MDMZ (sonde Clinisciences).

A. ldéogramme du chromosome 12 indiquant la position du géne MDM2 en 12q14.3-12q15. B.
Localisation respective et orientation des sondes : sonde couvrant le gene MDMZ2 (signal vert) et sonde
controle centromérique (signal orange). C. FISH interphasique montrant deux signaux verts et deux
signaux oranges dans chaque noyau, indiquant la présence de deux copies du gene MDM2.

Il n’est pas retenu de gain ou d’amplification du géne MDM2, et par extrapolation, de la région 12q13-
ql5.
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Figure 28. Analyse cytogénétique par Hybridation In Situ en Fluorescence (FISH) du cas n°2 avec
la sonde de détection d’'une anomalie de nombre du géne CDKNZA (sonde Abbott Molecular).

A. Idéogramme du chromosome 9 indiquant la position du géne CDKNZA en 9p2l. B. Localisation
respective et orientation des sondes : sonde couvrant le géne CDKNZA (signal orange) et sonde controle
centromérique (signal vert). C. FISH interphasique montrant deux signaux verts et deux signaux oranges
dans chaque noyau, indiquant la présence de deux copies du géne CDKNZA.

Il n'est pas retenu de délétion du géne CDKNZA et, par extrapolation, de la région 9p21.
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Figure 29. Analyse cytogénétique par Hybridation In Situ en Fluorescence (FISH) du cas n°2
avec la sonde de fission du géne NR4A3 (sonde Clinisciences).

A. ldéogramme du chromosome 9 indiquant la position du géne NR4A3 en 9q22.33. B. Localisation
respective et orientation des sondes (signaux verts et oranges) flanquant le géne NR4A3. C. FISH
interphasique montrant deux signaux orange et vert superposés dans chaque noyau, indiquant une
absence de remaniement du géne NR4A3.
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Figure 30. Analyse cytogénétique par Hybridation In Situ en Fluorescence (FISH) du cas n°2 avec la
sonde de fission du géne EWSR1 (sonde Abbott Molecular).

A. ldéogramme du chromosome 22 indiquant la position du géne EWSRI en 22ql12. B. Localisation
respective et orientation des sondes (signaux verts et oranges) flanquant le géne EWSRI1. C. FISH
interphasique montrant un signal orange et un signal vert superposés dans chaque noyau, indiquant une
absence de remaniement du géne EWSR1 associée a une délétion hémizygote (d'un seul allele) de la région
22q12.
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Figure 31. Analyse cytogénétique par Hybridation In Situ en Fluorescence (FISH) du cas n°2 avec
la sonde de fission du géne FUS (sonde Abbott Molecular).

A. ldéogramme du chromosome 16 indiquant la position du gene FUS en 16p11. B. Localisation
respective et orientation des sondes (signaux verts et oranges) flanquant le gene FUS. C. FISH
interphasique montrant deux signaux orange et vert superposés dans chaque noyau, indiquant une
absence de remaniement du gene FUS.
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2.3.3.Séquencage de nouvelle génération ciblé en utilisant un panel de 50 génes (NGS)

Quinze variants étaient détectés par séquengage ciblé. L'un d’entre eux n’était pas retenu car il ne
disposait pas d’'une profondeur de couverture suffisante, avec moins de 500 « reads ». L’analyse des 14
variants retenus montrait 13 variations d’un seul nucléotide et une variation de deux nucléotides (Tableau
6). Les 9 variants portant sur la séquence codante étaient des substitutions silencieuses (n=7) ou faux-
sens (n=2). Les 5 autres variants étaient soit introniques (n=4) soit situés dans la région 3’'UTR du géne
(n=1). Dix variants correspondaient a des polymorphismes: les variants affectant les genes FGFR3,
PDGFRA, KDR, EGFR, RET, FLT3, TP53, STK11 et SMARCBI. Les outils de prédiction de pathogénicité in
silico, SIFT et PolyPhen, et la signification clinique répertoriée dans la base de données des SNP (dbSNP)
(139) concluaient que quatre de ces variants n’étaient pas pathogénes. Pour les variants de la région
3'UTR du gene CSFIR, et les variants des génes RET et PTEN, il n’était pas possible de déterminer
formellement s’il s’agissait ou non de polymorphismes, du fait de I'absence de données sur la fréquence de
l'allele variant dans la population générale. Toutefois, ces mémes variants étaient présents dans d’autres
échantillons analysés et correspondaient donc probablement a des polymorphismes non pathogenes.

Enfin, les données de séquengage ciblé montraient un polymorphisme non pathogéne localisé au
niveau du géne SMARCBI. Dans la mesure ou nous avions mis en évidence une délétion homozygote du
géne dans les cellules tumorales (Figure 26), nous pouvions nous attendre a ne pas obtenir de séquences
(ou «reads ») du gene SMARCBI. Par conséquent, 'hypothése la plus probable est que les séquences lues
soient le reflet de 'ADN des cellules non tumorales, dans la mesure ou I’échantillon analysé comportait
50% de cellules normales. Observé avec une fréquence de 44%, ce variant correspondrait a un
polymorphisme constitutionnel et hétérozygote (génotype G/A) du géne SMARCBI1. Toutefois, seul un
génotypage constitutionnel de SMARCBI, sur lymphocytes circulants ou tout autre tissu non tumoral,
permettrait d’étre formel.

Au total, aucun variant ne semblait étre pertinent ou « pathogene ».

Les résultats sont répertoriés dans le Tableau 6.

En conclusion, il s’agissait d'une tumeur méningée a petites cellules fusiformes et rondes avec
quelques inflexions rhabdoides, sur un fond myxoide. Les cellules tumorales présentaient une perte
d’expression de SMARCB1/INI1, conséquence d'une délétion homozygote du gene SMARCBI.

Les analyses immunohistochimiques et génétiques ne permettaient pas de rattacher formellement

cette tumeur a une tumeur déja connue du spectre SMARCB1-déficient.



90

‘[Puuonnnsuod juawa[qeqoid oawsiydiowhjod | -o8essidg,p 911s un Jans onbruonur juerepy § (dSd) 09foid Supusanbag swoxyg no 109(01d dwousdny (OQT UO[AS
a[e1auad uonendod e[ suep jueLiea np anbi[d[[e aduanbaa £ ‘« speal » ap aiquioN | (LEYDYH) 613Y 20ua19ja1 B[ UO[aS saauwiLIdxa Juos sanbruougsd saguuop.100d ST 4 "9IULIYIUSIS
[earur) 9 ‘uaydAjod ‘d ¢ LAIS ‘S :ooyis ul 9ydiusdoyred ap uondipaad ap s[mnQ ‘ sepnogpnu sajdpnur ap uoneLiea ‘dNJ ‘9pROI[PNU UN,p UONELIEA ‘NS ! 9UIWE 9PIE VY

9p sinassaaddns saulg 19 saulxdoduo (g ap [oued un .aIns I[qID UONLIIUIS J[[9Anou Ip dFeiuanbas qed gz, u sed 3] suep $912319P SIUBLIBA ST SIP IISI'T .o.ﬂMM—MM .M
L601'0:V  onbmuonu Bayis St e 1001 dNS v B L8TILT'YT Eum_.wzm
9ZS€0:D anbruonuj ﬁ.uuHA%MmmN.MNNsz 9% Ge91 dNS J L 12€022T IDILS

M_“Mwo"sﬂ% ﬂwm“" "um 86€0:D SUas Xney 31yzL01d m.% Mmu omOﬁoml._w,_ N ot Y9 dNS J 9 TLY'6LS'L £5d.L
82L0: 9D m:@:mo nup %mwwwwﬂﬂ_ L6 09L7 dNS Q) 4 €81°019'8C  &LTd
S6€00:D anbruonuj W.A@ﬁmam,ﬂomomﬁ_w,w% 14 LST dNS J L 26220982 ELTA
- 9SNIIdUI[IS dlIES Il ﬁ.mHA%ooomoMWaZ 6% 91?1 dNS L J VELLTL'68 NA4Ld
audoyied uou : 2091°0:9 9SNIUIIIS 19S¥0619S «.MMMMMMW_\MZ 6% 0991 dNS 9 J €€9'ST19'eY LAY
sugdoyyed uou : - 9SNAIDUI[IS na7T69.na7 ¢MMNMMMM\MZ 66 810¢ dNS L 9 EV8'ETI'EY LHY
aurgdoyyed uou : €81+'0:V 9SNAIDUI[IS u[dL8.Lurd mMMwMNMw_\MZ 44 9.8 dNS \ 9 €90°6¥%2'SS 4494
- < uwwmm\, uhmmﬁwﬂwmﬁmwwmw/ﬂm_m*u 96 889 dNIN \B) oL 96SCEY'6VT dI41SD
auadoyied uou : - 9SNIUI[IS IYLE6YTIUL HmMMWMMM%omEx 6% 1601 dNS 4 N 0LL'SLTZTT adv
€870 L anbruoxuj mewwmwm_\ﬂm 1€ 897 dNS L J 6£2'086'SS qaa
uugq i d f9I9[01:S  9%ET0:V Su9s Xneyq SIHZLPUID .HA<©H¢|H.Q 4 978 dNS A4 L ¥L6CL6'SS qaa
C'€SCZ00 NN
LV6'0:D  9SNAPUANS  01d/950.d NASCLI 001 188 dNS D v SSOTHI'SS  VHADAd
¥¥6'0:V 9SNAUSIIS IYLESOIYL ﬁ.mMNA%%HmHmOH%EZ 66 S6T1 dNS \4 9 ¥68'L08T 4494
prugdoyaed Mwmm_www JUBLIRA NP Vv.p uepod jueLIEA +E:WM>=8 uonenW  JUELIBA mu:ww&ﬁ xonbrwougd .
ap uondIpId mumm:w?m aouanbasuo) uoneLep aouanbgs uoneLie) np 9, mapuojoIg ap adAy, IRV oIV uonisod N




91

DISCUSSION

1. Fait remarquable pour une tumeur primitive méningée: la perte d’expression de

SMARCB1/INI1

Dans ce travail, nous décrivons pour la premiére fois, deux cas de tumeurs méningées primitives
SMARCB1-déficientes. A notre connaissance, la perte d’expression de SMARCB1/INI1 n’a pas été
rapportée dans les tumeurs méningées primitives: méningiomes, hémangiopéricytomes,
hémangioblastomes et 1ésions mélanocytaires. Quant aux rares sarcomes primitifs méningés, il s’agit le
plus souvent de fibrosarcomes, de chondrosarcomes, de rhabdomyosarcomes, de liposarcomes,
d’angiosarcomes et de leiomyosarcomes (2). Ces différents types de sarcomes ne font pas partie du
spectre des tumeurs SMARCB1-déficientes.

Ce spectre inclut des tumeurs d’histologie variée, les plus nombreuses étant des tumeurs extra-
craniennes. De rares cas de sarcomes faisant potentiellement partie du spectre SMARCB1-déficient,
classiquement observés en localisation extra-cranienne, ont été décrits au niveau des méninges : des cas
de chondrosarcomes myxoides extra-squelettiques (CME) (140)(141), un cas de sarcome épithélioide de
type conventionnel (142) et des cas de MPNST avec un faible contingent épithélioide (143). Enfin, un cas
de tumeur myoépithéliale maligne, primitive méningée, a également été décrit (144). Toutefois, dans ces
types histologiques, la perte de SMARCB1 est inconstante et les cas rapportés au niveau méningé ne
présentaient pas d’analyse cytogénétique, moléculaire ou immunohistochimique de SMARCB1 permettant
de connaitre le statut du géne et de la protéine.

Au niveau du SNC, le spectre des tumeurs SMARCB1-déficientes est trés restreint. Il a longtemps été
réduit aux tumeurs rhabdoides tératoides atypiques (TRTA), puis s’est récemment élargi aux CRINET,
décrites en 2009, et a une minorité de chordomes pédiatriques. Ce sont toutes des tumeurs
essentiellement pédiatriques de localisation respectivement, intra-parenchymateuses (pour la majorité
des TRTA), ventriculaires et osseuses. Nos observations sont donc tout a fait originales et soulévent la
question de la classification de ces tumeurs méningées SMARCB1-déficientes : s’agit-il de localisations
méningées de tumeurs connues du spectre SMARCB1-déficient ou correspondent-elles a une nouvelle

entité de tumeur SMARCB1-déficiente spécifiquement méningée ?
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Pour répondre a cette question, nous avons réalisé, sur nos deux cas, une étude intégrant les données
cliniques, radiologiques et évolutives, les aspects histologiques, cytogénétiques et moléculaires. Nos
résultats n’ont pas permis de rattacher formellement ces cas a des tumeurs connues du spectre SMARCB1-
déficient et font donc discuter I'éventualité d’'une nouvelle entité ou d'un nouveau groupe de tumeurs.

Dans notre travail, nous avons trouvé seulement deux cas de tumeurs méningées SMARCB1-
déficientes sur les 526 tumeurs méningées répertoriées au Laboratoire Central d’Anatomie Pathologique
sur une période de 7 ans. Avec une fréquence ainsi estimée a 0,4% des tumeurs méningées, les cas de
tumeurs SMARCB1-déficientes sont donc extrémement rares. Certes, I'expression de SMARCB1 n’a pas été
recherchée sur I'ensemble des tumeurs méningées regues au laboratoire sur cette période et on ne peut
donc pas exclure I'existence d’autres cas qui n’auraient pas été identifiés. Dans notre étude, l'analyse
immunohistochimique de SMARCB1 n’avait été demandée que parce que ces tumeurs étaient restées
inclassables histologiquement. D’ailleurs, ces deux cas ont été étiquetés « tumeurs inclassables » apres
relecture au niveau national par les experts neuro-pathologistes du réseau RENOP et par les experts du
réseau sarcomes. L’absence d’autres cas rapportés dans la littérature souligne également la rareté de ces
tumeurs.

Ainsi, le premier objectif de ce travail a été de caractériser de la maniére la plus exhaustive possible
nos deux cas, tant sur les plans clinico-radiologiques que histo-moléculaires, en nous appuyant
notamment sur des techniques de cytogénétique et de biologie moléculaire complémentaires. La maitrise
de la plupart de ces techniques sur des tissus fixés et inclus en paraffine a été ici un atout majeur pour
obtenir des analyses génomiques les plus complétes possibles. Cependant, la taille exigué des
prélevements (cas n°2) ou leur ancienneté (7 ans pour le cas n°l) ont été des facteurs limitants,
responsables de résultats parfois inexploitables (analyse par FISH avec la sonde SMARCB1 pour le cas
n°1) ou d’interprétation difficile (profil de CGH-array pour le cas n°2). Dans la mesure du possible, en cas
de résultat non informatif ou douteux, nous avons cherché a confirmer ou a infirmer ces résultats par
d’autres techniques. Par exemple, la délétion segmentaire du chromosome 22 incluant le géne SMARCBI,
observée sur le profil de CGH-array du cas n°2, a été confirmée par FISH alors que d’autres anomalies

quantitatives ont été infirmées par FISH.
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2. Expansion du spectre des tumeurs SMARCB1-déficientes

Les méningiomes sont les tumeurs méningées primitives les plus fréquentes et ils peuvent étre tres
hétérogenes histologiquement, comme en attestent les 13 sous-types histologiques différents décrits dans
la classification de I'OMS (2). Certains des sous-types sont trés trompeurs et peuvent en imposer pour des
tumeurs non méningiomateuses. Notamment, il existe des méningiomes rhabdoides et ce diagnostic
pouvait étre discuté dans le cas n°1 qui présentait des cellules rhabdoides. De plus, dans nos deux cas, les
tumeurs exprimaient 'EMA en immunohistochimie, antigene qui est habituellement positif dans les
méningiomes. Enfin, des mutations du géne SMARCB1 ont été rapportées dans d’exceptionnels
méningiomes (127)(128)(129) bien qu’aucune perte d’expression en immunohistochimie n’ait été
décrite ; ces méningiomes étaient tout a fait typiques histologiquement de forme transitionnelle ou
méningothéliale de grade 1.

Cependant, nous écartons I'hypothése d’'un méningiome dans nos deux cas en raison de plusieurs
arguments: une morphologie non évocatrice, une négativité des autres marqueurs classiques de
méningiomes (récepteurs a la progestérone et claudin-1) et surtout un profil évolutif et une
chimiosensibilité tout a fait inhabituels pour un méningiome malin. Le diagnostic de méningiome n’avait
d’ailleurs pas été retenu apres relecture par le panel d’experts en neuro-oncologie pathologique du réseau
RENOP.

Quant aux autres tumeurs primitives classiquement décrites au niveau méningé, les aspects
morphologiques, immunohistochimiques et la perte d’expression de SMARCB1/INI1 n’étaient pas en
faveur, ni d’'un hémangiopéricytome, ni d’'une tumeur mélanocytaire, ni d'un hémangioblastome, ni méme

d’une gliomatose méningée.

Nos résultats n’ont pas permis de conclure, non plus, que nos deux cas correspondaient a une entité
connue du spectre des tumeurs SMARCB1-déficientes.

Tout d’abord, une tumeur de localisation primitive méningée chez un adulte permettait d’écarter
d’emblée, a la fois un diagnostic de carcinome médullaire du rein et un diagnostic de CRINET qui sont des
tumeurs de 'enfant localisées au niveau des ventricules cérébraux. Le diagnostic de chordome pouvait

également étre écarté sur la localisation méningée, I'absence de lésion ostéolytique et le profil
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immunophénotypique non concordant avec celui des chordomes (les cellules notochordales expriment la
cytokératine, 'EMA, la protéine S100 et la brachyury).

Ensuite, 'hypothese d'un chondrosarcome myxoide extra-squelettique (CME) pouvait étre rejetée
devant I'absence du remaniement du gene NR4A3, récurrent dans les CME. Il était également peu probable
que ces deux tumeurs correspondent a un sarcome épithélioide. En effet, les sarcomes épithélioides sont
caractérisés par une positivité quasi constante de la cytokératine (41)(77) alors que nos deux tumeurs ne
I'exprimaient pas. De plus, nos deux cas présentaient un profil génomique quantitatif simple,
contrairement aux profils génomiques complexes décrits dans les sarcomes épithélioides (45). Enfin, le
diagnostic de tumeur myoépithéliale ou de MPNST dans sa variante « épithélioide » était écarté sur le
profil immunophénotypique non évocateur : les tumeurs myoépithéliales et les MPNST « épithélioides »
expriment la cytokératine et la protéine S100 et les tumeurs myoépithéliales n’expriment pas le CD34.

Enfin, nos deux cas présentaient un profil morphologique, immunohistochimique et cytogénétique qui
restait compatible avec une TRTA. En effet, les TRTA, classiquement caractérisées par des nappes de
cellules rhabdoides, peuvent présenter une hétérogénéité cytologique et étre composées également de
cellules épithélioides ou fusiformes (2)(35). Leur immunophénotype peut également étre trés variable. De
plus, sur le plan génomique, ces tumeurs sont stables et présentent peu d’anomalies cytogénétiques et
moléculaires, en dehors de celles portant sur le géne SMARCBI (14)(52)(53). Ces données correspondent
aux résultats cytogénétiques et moléculaires de nos deux cas. En revanche, les caractéristiques cliniques et
évolutives pourraient exclure cette hypothése. Les TRTA sont, dans une vaste majorité des cas, des
tumeurs pédiatriques de trés mauvais pronostic (1) et les rares diagnostics de TRTA publiés chez I'adulte
seraient peut-étre a discuter. A ce jour, chez I'adulte, les seules tumeurs intra-craniennes avec perte
d’expression de SMARCB1 publiées dans la littérature ont été classées en TRTA. Ces cas sont extrémement
rares. Sur une trentaine de cas décrits dans la littérature, sous forme de cas isolés le plus souvent,
seulement 17 avaient été diagnostiqués sur la morphologie et la perte d’expression de SMARCB1/INI1
(145)(146)(147)(148)(149)(150)(151)(152)(153)(154)(155)(156) et seulement 7 cas avaient également
été analysés par FISH montrant une délétion du gene SMARCBI. 11 apparait que le diagnostic a souvent été
retenu sur la perte d’expression de SMARCB1/INI1 en immunohistochimie. C’est le cas, par exemple, de la
tumeur intra- et extra-médullaire s’étendant de C4 a C6 chez une femme de 43 ans, décrite par Zarovnaya
et al. Cette tumeur avait été initialement diagnostiquée méningiome rhabdoide puis, sur la foi de la

négativité de SMARCB1/INI1, elle avait été reclassée en TRTA (152). En effet, au niveau intra-cranien, la
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perte d’expression de SMARCB1/INI1 n’ayant été décrite que dans les TRTA jusqu'a récemment (59),
toute tumeur intra-cranienne SMARCB1-déficiente était systématiquement étiquetée TRTA. Ces cas de
tumeurs diagnostiquées TRTA chez I'adulte présentent une hétérogénéité pronostique et different des
TRTA de I'enfant. D’apres les données de la littérature, les TRTA de l'adulte affectent aussi bien les
hommes que les femmes et surviennent entre 18 et 57 ans (150)(155). Elles sont le plus souvent supra-
tentorielles, localisées au niveau des hémispheres cérébraux ou au niveau de la région sellaire
(145)(146)(147)(148)(149)(150)(151)(153)(154)(155)(156). Le pronostic est différent de celui observé
chez I’enfant : le taux de survie a 1 an chez 'adulte comparé a celui calculé sur I'’ensemble des cas de TRTA
(donc essentiellement pédiatriques) est respectivement de 68,8% versus 49,6% (1). Tous ces éléments
suggerent que certaines de ces tumeurs développées chez I'adulte ne correspondent pas a des TRTA et
qu’'une nouvelle entité émerge, avec des caractéristiques propres et notamment un pronostic moins
péjoratif.

Les deux cas que nous décrivons illustrent le fait que toute tumeur intra-cranienne avec perte
d’expression de SMARCB1/INI1 ne correspond pas nécessairement a une TRTA et que d’autres
diagnostics sont a évoquer.

En conclusion, les données cliniques et évolutives ainsi que les aspects histo-moléculaires observés
dans nos deux cas n’étaient caractéristiques ni de méningiome, ni d’'une tumeur SMARCB1-déficientes déja
connue. Ces données suggerent qu'il s’agit plutot d’'une nouvelle entité (ou d’'un nouveau groupe) de

tumeurs SMARCB1-déficiente spécifiquement méningée.

3. Caractérisation exhaustive de deux tumeurs méningées SMARCB1-déficientes

Ces deux tumeurs primitives méningées présentaient des similitudes cliniques,
anatomopathologiques et génétiques.

Elles s’étaient développées chez des hommes jeunes agés de 25 et 41 ans. En revanche, la
présentation clinique et radiologique au diagnostic était différente. Dans un cas, il s’agissait d'une
volumineuse masse unique frontale, n’infiltrant pas le parenchyme cérébral (cas n°1) alors que dans

'autre cas, il s’agissait de multiples nodules leptoméningés diffus (cas n°2).
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Histologiquement, il s’agissait de deux tumeurs malignes composées de petites cellules immatures
fusiformes ou rondes, présentant quelquefois des vacuoles intra-cytoplasmiques. On observait dans les
deux cas des territoires chordoides et un fond myxoide. Le cas n°1 était histologiquement tres hétérogene
et associait ces aspects morphologiques et des territoires massifs composés de grandes cellules
épithélioides et rhabdoides. En revanche, le cas n°2 paraissait plus homogéne mais cela pouvait étre dii a
'exiguité des prélevements biopsiques.

Sur le plan immunophénotypique, ces deux tumeurs étaient superposables, avec une positivité des
marqueurs EMA, CD34 et vimentine et une négativité de SMARCB1/INI1 (Tableau 4).

D’un point de vue génomique quantitatif, ces deux tumeurs étaient caractérisées par des délétions
segmentaires du chromosome 22 incluant le gene SMARCBI1. Dans les deux cas, cette anomalie paraissait
isolée méme si la qualité du profil de CGH-array du cas n°2 n’était pas optimale. Si le mécanisme
d’inactivation bi-allélique de SMARCRB1 était élucidé pour le cas n°2 (délétion homozygote du gene entier),
ce n’était pas le cas de la tumeur n°1 (un allele de SMARCBI1 était délété, 'autre pouvait étre muté ou
inactivé épigénétiquement). En effet, méme si le gene SMARCB1 est inclus dans le panel Ion AmpliSeq
Cancer Hotspot v2, sa séquence de 9 exons, 8 introns et des régions 5’ et 3’UTR n’est pas couverte dans
son intégralité car I'analyse ne cible que les « hotspots » mutationnels. Il est donc possible que l'allele
restant de SMARCB1 soit muté mais dans une région non couverte par le panel et donc non détectable par
notre analyse.

Enfin, dans nos deux cas, I'évolutivité était remarquable et tout a fait inhabituelle pour des tumeurs
méningées primitives malignes. En effet, le patient n°1 était en rémission clinique et radiologique apres
chirurgie suivie d'une radiothérapie. Dans le second cas, c’est la chimiosensibilité a la Doxorubicine qui
était surprenante pour une tumeur méningée primitive.

Malgré des points communs entre les deux tumeurs, il n’est pas possible a ce stade, d’affirmer qu'il
s’agit de la méme entité. Se pose également la question de la nature de ces tumeurs. Les aspects
histologiques peuvent faire discuter plusieurs origines. Les territoires sarcomatoides, caractérisés par des
cellules fusiformes peuvent faire évoquer un sarcome. Les territoires immatures constitués de petites
cellules rondes peuvent étre compatibles avec une tumeur embryonnaire, voire une variante de TRTA.

Pour répondre a ces interrogations, la perte d’expression de SMARCB1/INI1 n’est pas un élément

d’orientation dans la mesure ou le spectre des tumeurs SMARCB1-déficientes inclut des tumeurs
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embryonnaires (TRTA), des sarcomes, des carcinomes... Les mécanismes d’inactivation bi-allélique de
SMARCBI1, eux mémes, ne sont pas formellement discriminants.
Pour ces raisons, nous pensons qu'il est préférable, a ce stade, de dénommer ces tumeurs méningées:

« tumeurs SMARCB1-déficentes ».

4. Inactivation de SMARCB1 et perspectives thérapeutiques

Etant donné l'agressivité et la résistance de certaines tumeurs du spectre SMARCB1-déficient aux
thérapies classiques, il est nécessaire de mettre au point de nouveaux traitements. Des études sont en
cours pour développer des thérapies ciblées sur I'inactivation de SMARCBI1. Cibler I'inactivation du géne
SMARCB]I, et plus généralement celle d'un gene suppresseur de tumeur, est plus difficile que le fait de
cibler une mutation activatrice d’'un oncogéne. Pour pallier cette difficulté, il est possible de corriger les
conséquences épigénétiques de l'inactivation de SMARCB1. De plus, contrairement aux mutations, les
modifications épigénétiques sont réversibles. Ainsi, des études cherchent a cibler les dérégulations
induites par I'inactivation de SMARCB1, certaines dans le cadre d’essais cliniques et d’autres seulement a
des stades précoces (chez I'animal). Dans ce contexte, corriger les dérégulations de la voie du cycle

cellulaire, conséquence de I'inactivation de SMARCB1, est une des pistes explorées.

La kinase Aurora A, acteur du cycle cellulaire impliqué au cours de la mitose et de la réparation de
I’ADN, est surexprimée dans les tumeurs rhabdoides (23)(25). L’Alisertib (MLN8237), I'inhibiteur sélectif
de la kinase Aurora A le plus étudié, a montré une activité anti-tumorale in vitro et in vivo, une bonne
tolérance dans des essais cliniques de phase I et une efficacité anti-tumorale modérée dans des essais de
phase II portant sur des cancers solides ou des hémopathies (157). Etudiée chez quatre enfants atteints de
TRTA, en rechute ou en progression apres traitement, cette molécule présentait des résultats
encourageants : régression ou stabilité tumorale apres 3 cycles d’Alisertib, en monothérapie, a la dose de
80mg/m?, 1 prise orale/j pendant 7 jours (durée d'un cycle : 21 jours) (158). Parmi ces quatre patients,

deux d’entre eux avaient méme une maladie stabilisée par Alisertib a 1 et 2 ans, respectivement.

La dérégulation de la voie CDK4/cycline D1 du cycle cellulaire est une autre conséquence de

I'inactivation de SMARCB1. Actuellement aux Etats-Unis, un essai de phase I est en cours pour tester un
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inhibiteur spécifique de CDK4/6 (LEEO11), dans le traitement des neuroblastomes et des tumeurs

rhabdoides (http:///clinicaltrials.gov/show/NCT01747876). Des études in vitro et in vivo ont montré

I'action anti-tumorale, synergique du FENRETINIDE, un rétinoide capable d’inhiber la cycline D1, associé

au TAMOXIFENE, en entrainant I'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose (159).

L’inactivation de SMARCB1 peut également étre responsable d'une surexpression d’EZH2. Des études
in vitro, sur des cellules SMARCB1-déficientes, ont montré que I'inactivation d’EZH2, notamment par un
inhibiteur sélectif, EPZ-6438, entrainait une réponse anti-proliférative et apoptotique (30)(160). Ces
résultats ont été confirmés in vivo, chez la souris (xénogreffes de tumeurs rhabdoides humaines) en
démontrant une régression tumorale, dose dépendante et durable apres l'arrét de la prise orale d’EPZ-

6438 (160).

Enfin, la voie Sonic Hedgehog, impliquée dans la tumorigenése, est activée dans les tumeurs
rhabdoides, par la surexpression de GLI1 (27). Il a été démontré que le Trioxyde d’Arsenic (As203), en
réprimant GLI1, était capable d’inhiber la croissance des cellules de tumeurs rhabdoides in vitro et in vivo

chez des souris xénogreffées (161).

Ainsi, il existe des perspectives intéressantes en vue de thérapies ciblées des tumeurs SMARCB1-
déficientes. Outre son intérét diagnostique, identifier I'inactivation bi-allélique de SMARCB1 pourrait aussi

présenter, a terme, un intérét pour la prise en charge thérapeutique.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nous rapportons, pour la premiere fois, deux cas de tumeurs méningées primitives SMARCB1-
déficentes. Nous pensons que ces tumeurs correspondent a une nouvelle entité ou un nouveau groupe de
tumeurs, spécifique des méninges. Toutefois, nos résultats sont a confirmer sur un plus grand nombre de
cas. En vue d’identifier plus de cas, nous préconisons de réaliser une analyse immunohistochimique
systématique a la recherche d’une perte d’expression de SMARCB1/INI1 devant toute tumeur méningée
inclassable. Dans I'attente d’une série de cas plus importante qui permettrait d’affiner les caractéristiques
cliniques, anatomopathologiques et génomiques de ces tumeurs, nous pensons qu’il est préférable de les

étiqueter : “tumeur méningée SMARCB1-déficiente”.
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ANNEXES
Anticorps primaires Clone Dilution Fournisseur
Cytokératine totale AE1-AE3 - Dako *
EMA E29E1 - Dako *
Vimentine V9 - Dako *
CD34 Qbend10 - Dako *
Protéine S100 Polyclonal lapin - Dako *
GFAP Polyclonal 1/4000 Dako *
Olig2 Polyclonal lapin 1/500 R&D Systems t
Neurofilament 2F11 1/1000 Dako *
CD56 123C3 - Dako *
Chromogranine DAK-A3 1/400 Dako *
Synaptophysine Polyclonal lapin - Dako *
Actine 1A4 - Dako *
Desmine D33 - Dako *
Caldesmone h-CD - Dako *
Mélanosome/HMB-45 HMB45 - Dako *
Melan A A013 - Dako *
Récepteur progestérone 636 - Dako *
Ki-67 Mib1 - Dako *
SMARCB1/INI1 25BD 1/100 BD Biosciences #
Brachyury H-210 1/150 Santa Cruz Biotechnology §
Claudin-1 2H10D10 - Life Technologies

Annexe 1. Liste des anticorps primaires et conditions d’utilisation.

- Anticorps pré dilué

* Dako, Glostrup, Denmark ; ¥ R&D Systems, Minneapolis, MN ;} BD Biosciences, San Jose, CA ;

§ Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas ;  Life Technologies, Grand Island, NY.

Coordonnées génomiques */

BACs Gene L. ) *
Régions chromosomiques

RP11-1149B8 3’ PDGFp chr22:39,386,646-39,561,506 / 22q13.1
RP11-434E5 5" PDGFf chr22:39,591,049-40,056,695 /22q13.1
RP11-101B10 5" PDGFp chr22:39,456,993-40,670,791 / 22q13.1
RP11-71G19 5’-3’ SMARCB1 chr22:24,052,413-24,200,221 / 22q11.23

RP11-262A13 Sonde contréle du chromosome 22 chr22:49,016,185-49,192,372 / 22q13.32

Annexe 2. Liste des “BACs” utilisés pour 'analyse par Hybridation In Situ en Fluorescence (FISH),
avec leurs coordonnées génomiques.

BACs : chromosomes artificiels bactériens. Ces clones ont été utilisés pour détecter des réarrangements du
géne PDGEp et pour détecter une anomalie de nombre du gene SMARCBI.

* Coordonnées génomiques et régions chromosomiques exprimées selon la référence hgl19, Feb. 2009,

GRCh37 Genome 5 Reference Consortium Human Reference 37.
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RESUME

Introduction

L’inactivation du gene SMARCBI1 a initialement été décrite dans les tumeurs rhabdoides de I’enfant.
Depuis, le spectre des tumeurs SMARCB1-déficientes s’est progressivement développé, constituant un
groupe hétérogene de tumeurs, sans localisation méningée décrite, a ce jour.

Nous rapportons deux cas adultes de tumeurs méningées primitives malignes SMARCB1-déficientes
histologiquement inclassables. Notre objectif était de les caractériser au niveau clinique,
anatomopathologique, génomique et évolutif. Notre hypothése était que ces deux tumeurs pourraient
correspondre a une nouvelle entité SMARCB1-déficiente.

Matériels et méthodes

Ces deux cas ont été étudiés histologiquement, par immunohistochimie, par hybridation génomique
comparative sur puce a ADN (CGH-array), par hybridation in situ en fluorescence (FISH) et par
séquencage de nouvelle génération.

Résultats

La tumeur n°1 correspondait a une masse frontale, histologiquement hétérogene, avec des territoires
rhabdoides, sarcomatoides, chordoides et a cellules immatures. Positives pour 'EMA et le CD34, les
cellules tumorales n’exprimaient pas SMARCB1. La CGH-array montrait deux délétions segmentaires du
chromosome 22, incluant le gene SMARCB1. Il n’était pas détecté de mutation inactivatrice sur l'allele
restant du géne SMARCBI1. Apreés exérese chirurgicale et radiothérapie, le patient était en rémission (suivi
de 7 ans). La tumeur n°2 apparaissait sous forme de multiples nodules leptoméningés. Elle était constituée
de cellules immatures fusiformes et rondes sur un fond myxoide, EMA et CD34 positives, SMARCB1
négatives. La CGH-array et la FISH montraient une délétion homozygote de SMARCBI. Aprés une réponse
partielle a la chimiothérapie, la maladie était toujours évolutive, 20 mois apreés le diagnostic.

Les analyses immunohistochimiques et génomiques ne permettaient pas de rattacher formellement
ces deux tumeurs a une entité connue du spectre SMARCB1-déficient.

Conclusion

Nous décrivons, pour la premiere fois, deux tumeurs méningées SMARCB1-déficientes. Nous pensons
qu'il s’agit d’'une nouvelle entité, spécifique des méninges et qu'il est préférable, a ce stade, d’étiqueter ces

tumeurs : « tumeurs méningées SMARCB1-déficientes ».
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