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A- INTRODUCTION

|- GENERALITES SUR LES SARCOMES DES TISSUS MOUS :

1- Les sarcomes des tissus mous : définition

Les tissus mous sont définis comme lesisision épithéliaux de I'organisme, a
I'exclusion du tissu osseux, du tissu lymphoide,sgstéme nerveux central et des
tissus mésenchymateux présents dans les viscégragutube digestif). Les tissus
mous sont donc principalement représentés parski tmusculaire strié, le tissu
adipeux, le tissu conjonctif, les vaisseaux e/ktesne nerveux périphérique (65).

Les tumeurs malignes des tissus mous,lépgarcomes des tissus mous, sont
des tumeurs rares représentant moins de 1 % desutsmmalignes de lI'adulte, mais
formant un groupe de lésions extrémement variéerige en charge difficile (2).
Cliniguement, il s'agit le plus souvent de lésigmefondes (sous-aponévrotiques), de
taille supérieure a 5 cm, développées préféreatredht au niveau des extrémités, du
tronc ou de la région téte et cou, méme si towdsddcalisations sont possibles. La
plupart du temps, les sarcomes surviennent de nesos facteur étiologique
identifiable. Plus rarement, la survenue de cestypes particuliers de sarcomes est
susceptible d'étre favorisée par des facteurs enagmentaux — comme lirradiation-,
ou une prédisposition génétique. C’est le cas pamele du syndrome de Gardner ou
des neurofiboromatoses qui favorisent respectivemantsurvenue de tumeurs
desmoides et de tumeurs malignes de la gaine disspégiphériques. Enfin, on peut

citer le réle du virus HHV8 dans I'apparition des@mes de Kaposi.
2- Démarche diagnostique

Devant une suspicion clinique de sareales tissus mous, il est recommandé
d’adresser le patient le plus tét possible a unti@ede référence ou une prise en

charge multidisciplinaire sera possible. Par aiietous les sarcomes de prise en
charge difficile doivent étre discutés en RCP sgiisge.

12



L'imagerie (TDM et IRM) permet dans premier temps de caractériser la
tumeur, sa taille, son extension et de guider d@gie. Elle permet également le bilan
d’extension de la tumeur, a la recherche de mé&stgui sont essentiellement
pulmonaires. Le diagnostic définitif est ensuitstbliogique et repose le plus souvent
sur la réalisation de micro-biopsies percutanéass smntrole echographique ou
scanographique. Eventuellement, une biopsie chaaley peut étre discutée si la
microbiopsie est non contributive. Le pathologistefirme ainsi le caractere bénin ou
malin de la tumeur et précise son type et son sges-histologique. Le diagnostic
histologique de ces lésions constitue un outil omamour I'évaluation des facteurs
pronostiques et I'élaboration d’'une stratégie thérgique adaptée, prenant en compte
pour chaque patient 'ensemble des caractéristigliegjues et histologiques. Il est
donc essentiel pour le pathologiste et le clinialense référer a une classification
histologique précise de ces tumeurs, et d’y associessysteme de « grading » histo-
pronostique.

Enfin, afin d’améliorer le diagnosétla prise en charge de ces tumeurs, deux
réseaux nationaux ont été créésRéseau de Référence en Pathologie des Sarcomes
ou RRePSdont le rble est d’assurer une deuxiéme lecture miesreaux cas de
sarcome des tissus mous et des viscéres, Béseau de Référence Clinique des
Sarcomes des tissus mous et des visceres ou Netldaicle role est d’assurer le

traitement de ces patients.

3- Classification histologique des tumeurs des tigs mous

La classification de référence des tumeales tissus mous est actuellement
celle de 'OMS 2013 Tableau 1) (63,65). Elle repose sur la nature de la
différenciation tumorale, c’est-a-dire le type tsti formé par la tumeur, et non sur la
cellule supposée étre a I'origine de la tumeurteCessification distingue 9 types de
tumeurs, divisés eux-mémes en de trés nombreuxtgpes. Chaque type de tumeur
est divisé en tumeurs bénignes, tumeurs a maligriéémeédiaire et tumeurs malignes.
La classification OMS de 2013 est multidiscipliraic’est-a-dire qu’elle définit les
différentes entités a partir des données clinigd@siagerie médicale, histologiques,

immunohistochimiques et moléculaires.
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Tableau 1 : Classification histogénétique des tumesides tissus mous
(OMS 2013)

Tumeurs adipeuses

Tumeurs fibroblastiques/myofibroblastiques
Tumeurs fibrohistiocytaires

Tumeurs musculaires lisses

Tumeurs péricytaires

Tumeurs musculaires striées

Tumeurs vasculaires

Tumeurs cartilagineuses et osseuses

© © N o O kDR

Tumeurs de différenciation incertaine

Le grade histologique de malignit& és facteur pronostique le plus

important pour évaluer le risque métastatigue esuevie globale du patient. Le

systeme de grading actuellement recommandé par$@st celui de la Fédération

Nationale des Centres de Lutte Contre le CancerC(EIC). Il repose sur trois

critéres histologiques : la différenciation, I'adt& mitotique et le pourcentage de

nécrose. Le pathologiste attribue un score allant & 3 a chacun de ces criteres.

Le

grade histo-pronostique du sarcome est obtenu isantala somme de ces scores

(Tableau 2 (16).
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Tableau 2 : Grade FNCLCCas sarcomes des tissus mous
D’aprés I'E.P.U Tumeurs des tissus mous, 2015J. Coindre (64)

Différentiation tumorale :

Score 1 : Sarcomes qui ressemblent a un tisdteatrmal.

Score 2 : Sarcomes pour lesquels le diagnostic type
histologique est certain.

Exemple : liposarcome myxoide.
Score 3 Sarcomes embryonnaires, synovialosarcomearcomes
epithélioides, sarcomes a cellules claires, sarsoahecolaires des parties molles,

sarcomes indifférenciés et sarcomes pour lesge&ygé histologique est incertain.

Index mitotique :

Score 1 : 0a9 mitoses pour 10 champs*
Score 2 : 10 & 19 mitoses pour 10 champs
Score 3 . plus de 19 mitoses pour 10 champs

Nécrose tumorale :
Score 0 . pas de nécrose
Score 1 : moins de 50 % de nécrose tumorale

Score : plus de 50 % de nécrose tumorale

Grade 1 : Score 2-3 Grade 2 : Score 4-5 Gra®e Score 6-8
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Cependant, pour certains sarcomdgpke histologique détermine a lui seul le
grade histo-pronostique. Par exemple, le liposaecdmen différencié est toujours
considéré comme une tumeur de bas grade (G1) @erda majorité des sarcomes a
cellules rondes seront par définition des sarcodeetaut grade (G3) : seront ainsi
classés en G3, les rhabdomyosarcomes, les synemiatones, I'ostéosarcome, le
sarcome d'Ewing, le sarcome alvéolaire des parim@tes, le sarcome épithélioide, le
sarcome a cellules claires, les sarcomes indifééésret les sarcomes peu différenciés

dont le diagnostic de type histologique n'est atam (65).

4- Prise en charge anatomo-pathologique des sarcosnges tissus mous :

a- Prise en charge du matériel tumoral

La microbiopsie constitue actuellemenptélevement standard initial a visée
diagnostique. Par rapport a la biopsie chirurgicalle présente les avantages d’'une
faible morbidité, d’'un gain de temps et d’'un momdodt. Néanmoins, le diagnostic
du type histologique et I'évaluation du grade guos difficiles en raison de la faible
qguantité de matériel analysé. En cas d’échec deniobiopsie, une biopsie
chirurgicale est réalisée. Celle-ci doit étre asiéesau pathologiste a I'état frais pour
congélation en vue d’éventuelles analyses moléesaiUne biopsie exérese est
eégalement possible en premiére approche en castitie Ipsion superficielle.

Dans un second temps, I'exérése djicale du sarcome est réalisée a visée
thérapeutique. A I'examen macroscopique de la piémerese, le pathologiste doit
noter la localisation superficielle ou profondelaeumeur, sa taille, ses rapports avec
les structures normales, son caractéere circonaariinfiltrant, et l'importance de la
nécrose. Des prélévements doivent si possibleeffizetués a I'état frais en vue de la
cryopréservation qui est obligatoire pour toutepgtien de sarcome (38).
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b- Diagnostic histologique des sarcomes des tissomus - Apport de

I'immunohistochimie :

Comme nous lavons vu, les principawbjectifs de [I'examen
anatomopathologique sont d’établir le diagnostiiinité de sarcome en précisant son
type histologique, et le cas échéant le sous-typlbgique, d’évaluer les facteurs
histo-pronostiques majeurs qui vont conditionneprige en charge thérapeutique (en
particulier : grade, présence d’emboles vasculag@&ngainements péri-nerveux), et
de préciser I'état des limites d’exérese. Cettdyapamicroscopique doit toujours étre
confrontée aux données cliniques (age, sexe, tapitdvolution, antécédent, siege
exact, profondeur et taille de la Iésion) et aurrdes d'imagerie.

Pour établir le diagnostic, le patlyidte analyse d’abord la morphologie de
la Iésion sur lame HES, c’est-a-dire l'architectetela cytologie tumorales. Cette
premiére analyse le guide dans le choix des teaksiqgomplémentaires a réaliser
pour aboutir au diagnostic définitif. Aprés ce prememps d’analyse morphologique
de la tumeur, le pathologiste a souvent recoursnaou plusieurs marqueurs
immunohistochimiques qui permettent d’'une part idigler le diagnostic de
carcinome, de mélanome ou de lymphome, et d'awrede mettre en évidence une
ligne de différentiation, éventuellement spécifiglien type histologique de sarcome
(18). Par exemple, la positivité nucléaire deti@rps anti-myogénine indique une
différenciation musculaire striée, alors que laifpote de I'anticorps anti- PS100 peut

orienter vers une différenciation nerveuse.

c- Apport de la biologie moléculaire dans la prisa charge des sarcomes :

*Apport diagnostique :

Depuis une vingtaine d’années, les progres desitpobs d’'analyse du génome, du
transcriptome et du protéome ont apporté de nowuveatils pour affiner le diagnostic
de nombreux sarcomes, aboutissant a I'élaborationedclassification moléculaire
des tumeurs, et plus particulierement des sarcofiesi, la génétique moléculaire a
permis d’identifier des tumeurs appartenant au méspectre malgré des

morphologies différentes. C'est le cas par exentplesarcome d’Ewing et de la
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tumeur neuro-ectodermique périphérique/PNET quiagent les mémes anomalies
chromosomiques.

Les tumeurs des tissus mous peuvent ainsi étreéglasselon le type d’anomalies
moléculaires qu’elles comportent (28) : les tumeausc des anomalies moléculaires
simples, le plus souvent spécifiques, et les tumauec des anomalies moléculaires
complexes, dites a profil génomique complexe (B3yactérisés par de nombreux
gains et pertes géniques (principalement : le lgasarcome, le rhabdomyosarcome
pléomorphe, le liposarcome pléomorphe, le myxoBhroome, I'angiosarcome et le
sarcome indifférencié). Les sarcomes a profil gdgamcomplexe représentent de 50
a 60 % des sarcomes (53). Parmi les anomalies olailéxs simples, on distingue
les translocations réciproques, les mutations aitioes (par exemple, les mutations
de cKit et PDGFRA dans les GIST), les mutationgtinatrices - définies comme des
modifications d’'un ou plusieurs nucléotides de laguence d’ADN-, et les
amplifications simples (amplifications de MDM2 eDK4 dans les liposarcomes bien
différenciés et les liposarcomes dédifférenciésepample) (27).

Dans la suite de cette étude, nous nous intéressduout particulierement aux
translocations réciproques qui représentent 10 % Hes sarcomes (28). Il s'agit d'un
échange de matériel entre deux chromosomes non lbgnes aprés cassure sur
chacun des chromosomes impliqués. Si cet échaageosipagne d'une perte de
matériel génétique, il est déséquilibré, sinonrdaglocation est dite equilibrée. Les
translocations réciproques aboutissent donc a fadton d’'un géne chimeérique,
appelé gene de fusion, qui code pour une protérfasion spécifique de la tumeur et
gui a souvent un réle inducteur majeur dans lasfmmmation tumorale. Ces genes de
fusion peuvent correspondre par exemple a desufactie transcription chimériques
(ex : EWSR1-FLI1 dans le sarcome d’Ewing), ou eacbdes protéines de fusion de
type tyrosine kinase (ex : ETV6-NTRK dans le filma®me infantile).

Les translocations réciproques dans les sarconmtdesplus souvent spécifiques d’'un
type histologique. C’est pourquoi le transcrit dasibn (ARNmM) constitue un
marqueur moléculaire diagnostique précieux. Cestds par exemple de la détection
de la translocation EWSR1-ETS dans le sarcome aigwou de PAX3-FOXOL1 dans
le rhabdomyosarcome alvéolaire (8).

Pour mettre en évidence ces translocations speéeffiqles techniques d’'analyse
moléculaire de référence sont la FISH (Fluorescémc®itu Hybridization) et la RT-

PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Regctitlles ont I'avantage d’étre
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le plus souvent applicables sur du matériel fixéinelus en paraffine, et non
nécessairement sur du tissu frais comme pour lsaéan d’'un caryotype.

La technique de FISH sur noyau irtagique permet de visualiser des
séquences speécifiques d'acides nucléiques grace’utdisdtion de sondes
nucléotidiqgues simple brin marquées par un fluoracte et complémentaires des
séquences cibles que l'on veut détecter (14). Ismluéon est de l'ordre d'une
centaine de kilobases. Pour la mise en évidence&amslocations, I'utilisation de
sondes encadrant le gene cible impliqué est la adéthie référence (sondes break-
apart). A l'analyse en immunofluorescence, elle r®mune séparation des deux
sondes marquées par exemple en rouge et vert eeecmanslocation impliquant le
géne analysé, alors que les deux signaux resteotéaclorsque le gene n'est pas
réarrangé. L’inconvénient de cette technique pandso« break-apart » est de
n’identifier que I'un des partenaires impliqués slda translocation. Elle peut donc
étre non spécifigue pour certains types de sarcoonmsme les sarcomes a
translocation EWSRL1.

La technique de RT-PCR met en évidates translocations en amplifiant la
zone de jonction entre les deux chromosomes elagamt une amorce de chaque coté
de cette jonction. Chaque couple d’amorces estifgpée d’'un transcrit de fusion.
Apres les étapes d’extraction de I’ARN tumoral ettcanscription inverse de 'ARN
en ADN complémentaire (ADNCc), I'amplification sétee est effectuée in vitro et
consiste en une répétition de cycles de dénatuatakigbridation et extension. S'il
n'existe pas de translocation, il n'y aura pas pliication exponentielle, tandis que si
la translocation existe, il y aura une amplificatexponentielle. La RT-PCR en temps
réel permet la détection en temps réel de la qéadtADNc polymérisée a chaque
cycle a l'aide d'un fluorochrome. L’'analyse des ims d’amplification permet une
mesure quantitative de I'’ARN tumoral et le suivégis et rapide de I'amplification (9,
28).

Plus récemment, le séquencage a dehit de 'ARN tumoral (RNAseq)
appligué aux sarcomes a permis de mettre en éwddacouvelles translocations
spécifiqgues et ainsi de caractériser de nouvelteagés de sarcomes, ou bien de

reclasser certains sous-types histologiques dersax
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*Apports pronostique et thérapeutique

La détection d'anomalies moléculaires cHffgpies contribue également au
pronostic : en effet, le type de transcrit, ou @ada présence d’un transcrit spécifique
peut modifier le pronostic du sarcome. C’est le daaghabdomyosarcome alvéolaire,
caractérisé par I'existence de translocations chemmiques conduisant a la synthése
d’un facteur de transcription chimérigue fusionnB@®XO1 soit avec PAX3 (environ
80% des cas), soit avec PAX7 (environ 20%). Laataresation du géne partenaire de
FOXO1 est utile car les fusions avec PAX7 sont @dleur pronostic que celles avec
PAX3 (8).

Enfin, 'analyse moléculaire des sarcoraesussi un intérét thérapeutique : le
protocole de traitement, essentiellement le typegeht cytotoxique et la dose de
chimiothérapie, est adapté au type de sarcomeaifaurs, les anomalies génétiques
spécifiqgues constituent des cibles de prédilectpmur de nouvelles approches
thérapeutiques comme les inhibiteurs de tyrosinade dans les GIST.

5- Facteurs pronostiques des sarcomes des tissususio

Les sarcomes des tissus mous récidivent localedagrst 10 a 20 % des cas et donnent
des métastases principalement pulmonaires dand8®ades cas. La survie globale,
qui dépend surtout de la présence de métastasesdead0 a 60 % suivant les séries
(2, 37).

*Le principal facteur prédictiedécidive locale est la qualité des marges
d’exérése chirurgicale : R exérese compléte ;1R résidu tumoral microscopique
(histologique) ; R: résidu tumoral macroscopique.

Les autres facteurs de récidives locales sont @aaleghisto-pronostique élevé et
'absence de radiothérapie adjuvante (29, 46).

*Le grade histologique, commeigigbiréecédemment (cf. Grade FNCLCC
des sarcomes des tissus mous), est considéré ctariawteur principal de prédiction
des métastases et de la survie globale des saraeadissus mous de I'adulte. Il est
réalisé uniqguement sur les tumeurs malignes, sutuma@eur primitive, et avant
traitement (46).

Cependant, l'utilisation devenue presque systématige la microbiopsie rend

difficile I'évaluation correcte du grade histologg en raison de la faible
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représentativité¢ de la tumeur sur ce type de peée@nt exigu. De plus, les
traitements sont de plus en plus adaptés au tygteldgique ou moléculaire du
sarcome, et non plus au grade histologique.

Les autres facteurs pronostiques a prendre en easopt principalement :

*Les facteurs cliniques : il stadp la profondeur de la tumeur (localisation
en dessous du fascia superficiel) et de la tadléadumeur (plus de 5 ou de 10 cm de
diametre).

D'autres facteurs cliniques sont parfois reterarsszahissement des structures vasculo-
nerveuses et/ou osseuses, age du malade, sexdimgs@sence de symptémes lors
de la présentation initiale, rechute locale.

*La combinaison du grade histidpue, de la profondeur et de la taille de
la tumeur permet de définir des groupes de maldelgsonostic différent. Le systeme
de référence est le staging anatomo-clinique dadwcan Joint Committee (AJC) et
UICC, modifié en 1997 : il prend en compte la &iét I'extension de la tumeur
primitive (T), lI'envahissement des ganglions lyntahees régionaux (N), la présence

de métastases (M) et le grade du sarcome (G).

T : Tumeur primitive
T1:<5cm de diametre
T1la : tumeur erfizielle (c'est-a-dire entierement située au-deste
l'aporgse superficielle)
T1b : tumeuofande
T2 :>5cm de diametre
T2a : tumeur superficielle

T2b : tumeur profonde

N : Adénopathies satellites
NO : pas d'adénopathie

N1 : envahissement des ganglions régionaux

M : Métastases a distance
MO : pas de signe de métastase

M1 : présence de métastases

G : Grade histopronostique (G1, G2, G3, G4)
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Groupement par stades :

Stade IA G1,2 T1 NO MO
Stade IB G1,2 T2 NO MO
Stade IIA G3,4 T1 NO MO
Stade |IB G3,4 T2a NO MO
Stade Il G3,4 T2b NO MO
Stade IV tous G tous T N1 MO
tous G tous T tous N M1

Cependant, du fait de sa relative complexité, stesye est peu utilisé en pratique, en
particulier en France. Enfin, les nomogrammes dmmesit un autre systéme de
staging anatomo-clinique de plus en plus utilis& &lSA. Mis au point par le
Memorial Sloan Kettering Cancer Center, ce systeep®se sur I'évaluation de 5
parametres : la taille de la tumeur, sa profondpar rapport a l'aponévrose
superficielle, son siége, le type histologique ale@me et I'age du patient. Cependant,
comme nous l'avons vu, le grading histologique @nés plusieurs limitations, en
particulier depuis la généralisation des microhbieps diagnostiques. Avec
’émergence d’'une classification moléculaire dexc@aes, un grading moléculaire
apparait donc comme une alternative possible daressenir proche, permettant une

meilleure reproductibilité, surtout sur microbiogssi

6- Approches thérapeutiques des sarcomes des tissnsus de I'adulte.

a- Généralités :

Chaque nouveau cas de sarcome doit étre discutRéemion de Concertation
Pluridisciplinaire (RCP) faisant intervenir radiglee, pathologiste, chirurgien,
radiothérapeute et chimiothérapeute. Les objedtif¢raitement des sarcomes sont le
contrble locorégional de la tumeur et le contr@dal diffusion a distance sous forme

de micrométastases.
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*Le traitement standard ch&dulte est I'exérése chirurgicale large
monobloc avec marges histologiques saines (R@pnVient d’éviter toute effraction
tumorale per-opératoire pour limiter le risque deinguite évolutive malgré I'exérese
de la tumeur.

En cas de fragmentation de la tumeur, ou si legesad’exérese sont positives (R1 ou
R2), une reprise chirurgicale est recommandée.

*Ce traitement chirurgical pétre précédé ou suivi d’'une radiothérapie
et/ou dune chimiothérapie. Les sarcomes étant pEmio-sensibles, la
chimiothérapie est essentiellement indiqguée enetrant palliatif chez un patient
métastatique, ou bien lorsque I'exérése de la tum'est pas possible d’emblée (taille
et/ou localisation tumorale, comorbidités). L'amitycline est utilisée en premiere
ligne. Selon les recommandations ESMO 2012, laothdrapie est indiqguée en
traitement adjuvant pour les sarcomes profondsalg grade (grades 2 et 3). Elle
améliore le contrdle local de la maladie mais rda @'impact sur la survie globale. La
radiothérapie néo-adjuvante est une autre optiersageable, mais elle augmente le

risque de complications post opératoires, en pdigicen retardant la cicatrisation.

b- Traitement chirurgical :

Il existe quatre types principaux de traitementrwigical d'un sarcome des tissus
mous, auxquels correspondent des risques de rédatiale différents.

- L'exérése marginale ou énucléation il s'agit d'une exérese limitée a la tumeur
elle-méme, sans tissu sain périphérique, et glisaitie plan de clivage naturel situé
au niveau de la pseudo-capsule. Il subsiste domours un résidu microscopique
tumoral aprés ce type d’exérese. Le taux de réeildivale est élevé, de I'ordre de 40
a 100 % (1).

- L’exérese locale large: elle correspond a la résection de la tumeudadeseudo-
capsule et de quelques centimetres de tissus ngraugtour. Le taux de récidive
locale est de 30 a 50 %. Le risque d'une rechutaldoest faible apres une telle
exérese sur des tumeurs superficielles.

- La compartimentectomie : elle correspond a l'exérése compléte de tout le
compartiment cellulo-musculaire atteint, emport@nbu les muscles atteints, de leur

origine a leur terminaison, ainsi que les axes wasgerveux qui les traversent.
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L’inconvénient majeur de ce type de chirurgie ésxistence de graves séquelles
fonctionnelles. Le taux de récidive locale est @& 20 % (2).

- L’amputation ou désarticulation dont le niveau est défini par la nécessité d'amlev
'ensemble des tissus atteints. Méme apres ure déglirese, le risque de récidive

locale n'est pas nul et reste de 10-20 % suivarbtalisations.

c- Radiothérapie :

Il s'agit surtout de la radiothérapie externe tila plupart du temps associée a une
exérese chirurgicale. Elle peut étre pré-opérataais elle est surtout utilisée en
post-opératoire. La radiothérapie postopératoirenpeune tolérance immédiate plus
satisfaisante mais les séquelles tardives appamdigdus marquées. Le bénéfice en
contrble local est cependant similaire. Selon é&&mmmandations ESMO 2018 (52),
la radiothérapie adjuvante est indiquée pour lesosaes des tissus mous profonds de
haut grade (G2 et G3).

En pré-opératoire, les champs d'irradiation doiveatvrir le volume tumoral
macroscopique, le compartiment anatomique et jettbdopsique. En post-opératoire,
elle doit couvrir le lit tumoral, le trajet utiliggour la voie d’abord avec des marges de
sécurité de 5 a 7 cm dans tous les plans, en tespées barrieres anatomiques.

La dose de radiothérapie est de 50 Gy en 5 sem@uoes0,4 Gy en 28 séances), avec
un complément de dose de 10 Gy (ou 9 gy en 5 sgpaceniveau du lit tumoral

notamment en cas de marges microscopiquement @svabhi

d- Chimiothérapie :

L'objectif de la chimiothérapie est le controle tgysique de la maladie. Ses
principales indications sont les sarcomes non aidés ou métastatiques (traitement
palliatif). Cependant, les sarcomes étant peu dsensibles, les molécules efficaces
sont peu nombreuses. Les deux drogues les plusa&f sont la doxorubicine et
l'isofosfamide. Le standard de traitement pour atiept porteur d’'un sarcome des
tissus mous métastatiqgue reste toutefois la doxung (Anthracycline) en

monothérapie (47). La trabectedine, le paclitaxella> gemcitabine sont également
efficaces et utilisables en cas d’échec de la greaigne de chimiothérapie. D’autres

drogues sont en cours de développement (inhibitéermmTOR dans les PEComes,
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agents anti-angiogéniques) et permettent un traiénde plus en plus ciblé, en
fonction du type histologique ou des anomalies md#res. En fonction de la
situation clinique, il existe 3 types de chimiothge :

- Chimiothérapie palliative elle est administrée pour une tumeur métastatigu
localement trés évoluée, dans le but d'entraineramélioration de la survie tout en
préservant la qualité de vie. La chimiothérapiéale de référence est dans ce cas une
mono-chimiothérapie par doxorubicine.

- Chimiothérapie adjuvante elle est administrée apres contréle local déeufaeur
primitive. Son but est de prévenir une éventuelks@mination micrométastatique.
Cependant, l'efficacité de la chimiothérapie dagisecindication reste discutée. Elle
est surtout utilisée pour les tumeurs a haut ristpueechute (grade 3 de la FNCLCC)
(46).

- Chimiothérapie néo-adjuvanteelle est administrée en premiere intention alant
chirurgie pour une tumeur localement évoluée, darsut de faciliter le traitement
local conservateur. Elle permet aussi une évalnatde I'efficacité de la

chimiothérapie sur une tumeur donnée.
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[I- CAS PARTICULIERS DES SARCOMES SINO-NASAUX :

1- Anatomie du tractus sinonasal :

Le tractus sinonasal comprend le sinus maxilldeesinus frontal, 'ethmoide (ou

lame criblée), le sinus sphénoidal, les fosseslems le cavum ou nasopharynx
(Figure 1).

Les tumeurs sinonasales agressives localement pieduac s'étendre aux tissus de
voisinage (os et muscles), et en particulier irdiltla lame orbitaire de I'ethmoide
(lame papyracea) et la base antérieure du cranes Rlrement, une extension

intracréanienne est possible (59).

Figure 1 : Anatomie du tractus sinonasal
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2- Données épidémiologiques sur les tumeurs sinos#es :

Les sarcomes représentent environ 3 % des tumealign®s du tractus sinonasal, les
plus fréquentes étant le carcinome épidermoide Ipuigmphome, I'adénocarcinome
et le mélanome. Les sarcomes de la téte et duegwésentent entre 5 et 15 % de
'ensemble des sarcomes des tissus mous (2, 4%9n, Hes sarcomes du tractus
sinonasal représentent moins de 10 % des sarca@teegttcou. Cependant ils sont
associés a une morbidité et une mortalité élevéesrasson de leur situation
anatomique particuliére, a proximité immédiate aldstes et du cerveau (37).

Dans le tractus sinonasal, on retrouve essentielienes mémes types de sarcomes
gue dans les autres localisations, a savoir ldsddrayosarcomes et Iéiomyosarcomes,
les fibrosarcomes, les tumeurs malignes du syst@nesux périphérique (MPNST),
les angiosarcomes, les synovialosarcomes et lesuttgnfibreuses solitaires malignes.
D’aprés l'article de Szablewski et al. (2) portant 48 sarcomes du tractus sinonasal,
les plus fréquents sont: les ARMS (33.3 %), lasx@mes inclassés (14.6 %), les
ERMS (14.6 %), et le LMS (12.5 %). Les seules turmeles tissus mous spécifiques
au tractus sinonasal sont I'angiofiborome naso-pigéy I'hémangiopéricytome
sinonasal et le sarcome sinonasal biphénotypig@N@, la nouvelle entité qui fait
I'objet de notre étude.

D’aprés la eReview of the SEER (Surveillance, Emidéogy, and End Results)
database, la survie a 5 ans de I'ensemble desmsascsinonasaux est de 47%.

27



llI- UNE NOUVELLE ENTITE DE SARCOME A TRANSLOCATION : LE
SARCOME SINONASAL BIPHENOTYPIQUE DANS LA LITTERATUR E

Le sarcome sinonasal biphénotypique (« Biphenotgpionasal sarcoma » ou BSNS)
est une nouvelle entité de sarcome de bas gradetéasée au niveau morphologique
et immunohistochimique par une double différenoratinusculaire et nerveuse. Sur le
plan moléculaire, le BSNS se caractérise par lagmeée récurrente et spécifique de la
translocation t(2 ;4)(q35 ;q31.1), aboutissant &yathese de la protéine de fusion
PAX3-MAML3. Le BSNS a ainsi été identifié pour lagmiére fois en 2012 (25), par

I'équipe de J. T. Lewis et al. de la Mayo ClinicoffRester, USA), comme une entité a
part entiere, et récemment introduite dans la ntenatassification OMS 2017 des

tumeurs de la téte et du cou.

1- 2012 : la premiére série de BSNS et la caractéation d’'une translocation

spécifique (25):

En avril 2012, I'équipe de J. T. Lewis et al. deMayo Clinic (Rochester, USA)
publie une premiére série de 28 cas aboutissaidantification du BSNS comme
nouvelle entité, caractérisée par un ensembleitbres cliniques, morphologiques et
immunohistochimiques.

Par ailleurs, une analyse cytogénétique par cgogotgalisée sur deux cas de la série
permet d’identifier la translation spécifique t@8(n35 ;q31.1).

*Dans cette série, les patients atteints sont majgment des femmes et 'dge moyen
est de 52 ans. Les localisations les plus frégsesuat la cavité nasale et I'ethmoide.
L'infiltration des tissus osseux de voisinage masdrcome est relativement fréquente
(21 %), ainsi que les récidives locales (7/16 ;%8¥ Au cours du suivi, les auteurs
n'ont relevé aucune meétastase a distance, ni alécss, secondaires au BSNS.

*Au niveau morphologique, la tumeur est mal limjt@enstituée de faisceaux de
cellules fusiformes monomorphes au noyau allongé @ypique. La nécrose est
absente et I'activité mitotique trés faible. Daresrdres cas (3/28), est observée une
différenciation rhabdomyoblastique, caractériséedeagrandes cellules a cytoplasme
eosinophile, renfermant parfois des striations lExa Focalement, les auteurs

observent également des noyaux ondulés suggéramdiffiérenciation nerveuse.
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*L’analyse immunohistochimique montre un marquagsitif pour la PS100 (28/28 ;
100 %), et la positivité de I'AML dans la majoriiés cas (25/26 ; 96 %). La desmine
est positive sur 4 cas. Aucun des cas de la s&# positif pour la myogénine. De

rares cas montrent une positivité focale pour ISCDAE1-AE3 ou 'EMA.

2- Caractérisation moléculaire du BSNS : le gene diusion spécifigue PAX3-
MAMLS3 (43):

En 2014, I'équipe de Wang, J.T. Lewis et al. (Maliaic, Rochester, USA) reprend
25 BSNS parmi la série initiale de 28 cas. A padtiin cas index présentant la
translocation t(2 ;4)(q35 ;q31.1) mise en évideane2012, les auteurs réalisent une
analyse de transcriptome qui met en évidence le genfusion spécifique PAX3-
MAML3 résultant de cette translocation.

Enfin, la réalisation de FISH break apart et deFROR spécifiques sur les 24 autres
cas de la série, confirme la présence récurrentgede de fusion spécifique PAX3-
MAML3 dans le BSNS.

3- Les nouvelles publications depuis 2014 :

a) Deux genes de fusion alternatifs dans le BSNS :

En 2015 et 2016 est démontrée I'existence de démegyde fusion alternatifs a la
fusion PAX3-MAML3, présents dans de rares cas ddBS

En 2015, I'équipe de Wong, Fletcher et al. (Bostpublie 1 cas de BSNS chez un
jeune homme de 33 ans, positif en FISH et RT-PQR |aofusion PAX3-FOXOL1 (3).
Par ailleurs, il est noté pour la premiéere fois positivité focale de I'anticorps anti-
myogeénine, spécifique d’'une différenciation mustalatriée.

Puis, en 2016, I'équipe de Huang, Antonescu, e(Mémorial, New York, USA)
publie une série de 7 cas de BSNS parmi lesquets Zont caractérisés par le gene
de fusion PAX3-NCOAL1 (32). Concernant les 5 autas de la série, 4 cas présentent
le géene de fusion canonique PAX 3-MAML3, et 1 casspnte un réarrangement de
PAX3 avec un partenaire inconnu (PAX3-X).
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b) De 28 a 44 cas de BSNS : une analyse moléculétendue (15)

En décembre 2016, Fritchie, Wang, J. E. Lewis etcamplétent leur série de
référence initiée en 2012 a partir des Archiveladdayo clinic : elle passe de 28 a 44
cas et des analyses moléculaires complémentaiveené queseulement 55 % des
cas de cette série sont caractérisées par le gémefdsion PAX3-MAML3.

En effet, outre la détectiod’l nouveau cas de fusion PAX3-NCOAlet de3
nouveaux cas de fusion PAX3-FOXO/cette série de 44 cas compréRijure 2) :

- 1 cas de fusion entre MAML3 et un partenaire muo(FISH MAML3 +)

- 4 cas ou ni PAX3 ni MAML3, ni NCOA1/2, ni FOXOZrsont réarranges

- 11 cas présentant un réarrangement de PAX3 avpartenaire inconnu (PAX3-X).
Les auteurs ont réalisé des analyses de RNAselgpsurl cas PAX3-X dans le but
d’identifier un ou plusieurs nouveaux partenaire?éX3. Néanmoins, la technique a

échoué en raison d’'une qualité insuffisante de RAemoral.

Figure 2 : Transcrits de fusion dans le BSNS (15)

B PAX3-MAML3

B PAX3-?

B PAX3-FOXO1
Fusion Negative

W PAX3-NCOAT1

=7 - MAML3

Par ailleurs, I'analyse de cette série semble reomjue les patients PAX-FOXO1 +
sont plus jeunes (médiane = 35 ans) que ceux PAXBAMB +, alors que les cas
PAX3 —X sont plus agés (médiane = 60ans). Cepem@antoyennes sont calculées a

30



partir d’'un trés faible nombre de cas. Aucune paldrité morphologique ou

immunohistochimique n’est mise en évidence seloype de transcrit de fusion
détecté. Par ailleurs, les données de suivi sartrennsuffisantes pour déterminer s'il
existe une corrélation entre le type de transtuinepronostic particulier.

Enfin, au niveau immunohistochimique, la PS100tgtasitive dans 98 % des cas
(43/44) et 'AML dans 93 % des cas (41/44). La dieen#tait positive dans 36 % des
cas (16/44).

Cependant, seulement 25 % des cas (11/44) castépastifs pour I'anti-MyoD1, et

8 % (2/23) focalement positifs pour I'anti-myogésain

c¢) Profil immunohistochimique étendu sur une sérike 11 cas (5):

En 2016, I'équipe de Rooper, Huang, Antonescu.gfMgmorial, NY, USA), publie
une série de 11 cas, parmi lesquels 4 cas déjaépubl méme année par la méme
équipe (article PAX3-NCOA1). Pour 8 cas sur 11,dlegnostic de BSNS avec
translocation PAX3-MAML3 (5 cas), ou PAX3-NCOAl (das deéja publie), ou
PAX3-X (2 cas) a été confirmé par analyse FISH.rPesi 3 autres cas, le diagnostic
de BSNS reposait uniquement sur la morphologie gréfil immunohistochimique.
Dans cette série, tous les cas étaient positifs lpd®S100 et 'AML. La desmine était
focalement positive dans 4 cas sur 11, la myogéetames 3 cas sur 10. La nouveauté
dans cette étude a consisté en lanalyse de 2 sautmearqueurs
immunohistochimiques : la Beta-caténine, dont lresgion nucléaire est rapportée
dans de nombreuses tumeurs malignes, et le SOXli0.es positif dans les
schwannomes et parfois focalement positif danMeBIST et les tumeurs de Triton.
Les auteurs ont ainsi mis en évidence une positigitde la Béta-caténine dans 10
cas sur 11 (91 %), alors que le SOX 10 était néglhsiur I'ensemble des cas de la
série. Ces deux résultats représentent donc des outidgalitiques supplémentaires
dans le diagnostic du BSNS, en particulier poudiéerencier du schwannome
cellulaire et des MPNST/Tumeurs de Triton qui sdetix diagnostics différentiels
majeurs du BSNS.
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d) Evaluation immunohistochimique de la béta-catéei sur une nouvelle série de 6
cas de BSNS (4):

En avril 2018, I'equipe de Kakkar et al. (New Dglpublie une série de 6 cas de
BSNS, diagnostiqués sur des criteres morphologigtiesamunohistochimiques, en
'absence d’analyse moléculaire. L'objectif étaie dcomparer les résultats de
limmunomarquage anti-béta caténine réalisé surblesas de BSNS et sur 21 cas
témoins, correspondant aux principaux diagnosticgérdntiels des BSNS:
Hémangiopéricytome sinonasal (SNHPC), tumeurs Uiggs solitaires (TFS) et
synovialosarcomel’analyse a montré une positivité nucléaire de éakcaténine
dans 5 cas sur 6 de BSNS (83.3 %), et dans 60 %NESC. En conclusion, la béta
caténine semble bien jouer un réle dans I'oncogedesBSNS. Cependant elle a un

réle limité pour son diagnostic en raison de songua de spécificité.

e) L'anticorps anti-PAX3 : un nouvel outil diagnogjue dans le BSNS (13) ?

En mai 2018, I'équipe de Jo, Marifio-Enriquez AtéHer et al. (Boston), publie une
série de 15 cas de BSNS, parmi lesquels 1 capdB|&é par la méme équipe en 2015
et caractérisé par une translocation PAX3-FOXO1, 9etcas présentant un
réarrangement de PAX3 mis en évidence par FISH PA&te série de BSNS est
comparée a une série de cas témoins comprenanasl@e chacune des entités
suivantes, considérées comme étant les princip@agxastics différentiels du BSNS :
MPNST, Synovialosarcome, rhabdomyosarcome a cslldlesiformes, Tumeur
fiboreuse solitaire, Hémangiopéricytome sinonasatbhw&nnome cellulaire et
rhabdomyosarcome alvéolaire. L’analyse immunohigtomue montre que 100 %
des BSNS sont positifs pour I'anticorps monoclanai-PAX3. Les cas témoins sont
tous négatifs pour I'anti-PAX3, sauf 1 cas de RM&Hules fusiformes et 8 RMSA
sur 10, ce qui parait cohérent avec la présenagrreite d’'un réarrangement de
PAX3 dans ce type de rhabdomyosarcome.

Les auteurs analysent également l'anticorps an¥8A 100 % des BSNS sont
positifs pour cet anticorps (probable réaction s&e), mais c’est le cas également
pour de nombreux cas témoins et tous les RMSA,uteeq fait un marqueur peu

spécifique et d’'intérét limité pour le diagnoste BSNS.
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Par ailleurs le panel de marqueurs immunohistoaiues réalisés usuellement sur les
BSNS montre que 14 cas sur 15 sont positifs poBSIA00, 15 cas sur 15 pour 'AML.
2 cas sur 11 (9%) sont positifs pour la myogéniriEecas sur 15 (67 %) sont positifs
pour la desmine. Le SOX 10 est bien négatif surskenble des cas de la série. Les
anticorps anti-EMA et anti-TLE1 sont positifs daespectivement 5 cas et 4 cas sur 8
analysés.

Enfin, 12 cas sur 14 montrent une positivité cygsplique pour l'anti-pan TRK
associé a la surexpression des genes de fusion Na@iRlarticulier de NTRK3 (43),
connu pour étre exprimé au cours de la différermmatu tissu nerveux pendant
'embryogéneése. Inversement, cet anticorps resgatiiédans les MPNST et les
synovialosarcomes.

En conclusion, les auteurs ont mis en évidence un nouvel outil
immunohistochimique utile au diagnostic de BSNS :la positivité de I'anticorps
anti-PAX3 dans le BSNS apparait en effet comme tresensible (100%) et
spécifique (98 %).

f) Une synthese anatomo-clinique et moléculaire d&sies de BSNS publiées entre
2012 et 2018 (6):

En ao(t 2018S. Andreasen, J. A. Bishop et al. publient veeew des difféerentes
séries de BSNS déja publiées. De maniere globatel’ensemble des cas publiés
entre 2012 et 2018, la translocation la plus frétpiest PAX3-MAML3 (58.6%),
alors que les translocations alternatives sonésgmtées comme suit : réarrangement
isolé de PAX3 (19.2%), absence de réarrangemerit&of9 PAX3-FOXO1 (8.1%),
PAX3-NCOAL (4%), et réarrangement isolé de MAML34)2 Au niveau du profil
immunohistochimique, les auteurs résument I'enserdbk données sous forme d’un
tableau Tableau 3.

Cependant, les résultats ne sont pas tous stagstient significatifs car il existe
vraisemblablement des séries redondantes, comrtes @i Fritchie (N = 44) qui

vient compléter la série antérieure de Lewis (NB¥ 2
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Tableau 3 : Synthese du profihnmunohistochimique du BSNS
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4- Objectifs de notre étude

Comme exposé précédemment, le BSNS est une noaveité de sarcome des sinus
de la face, dévolution localement agressive. Du da sa rareté, le nombre de cas
analysés reste encore restreint a ce jour, ce eud difficile une évaluation
statistiquement significative de I'ensemble de sagactéristiques, permettant un
diagnostic reproductible et une prise en chargeafigdtique adaptée. Par ailleurs,
certains points restent encore a élucider ou aigaecen particulier concernant
l'identification de nouveaux partenaires de fusittnPAX3, ou encore I'évaluation de
certains marqueurs immunohistochimiques présentartux de positivité variable
selon les séries. C’est le cas principalement desasps anti-myoD1, anti-myogénine
et anti-Béta-caténine. Les diagnostics différeatmdnt nombreux et I'enjeu pour le
patient est majeur (pronostic, thérapeutique, emnaéint conservateur/adjuvant). Afin
de mieux caractériser cette nouvelle entité sur pan histologique,
immunohistochimique et moléculaire, et d’aboutdes critéres diagnostiques de plus
en plus fiables et reproductibles dans la pratiquetidienne au laboratoire, nous
avons réalisé une étude rétrospective a partired’'série de 41 cas de BSNS
diagnostiqués en France entre 2000 et 2018. Leétasnt pour la plupart issus des
Archives de I'Institut Bergonié a Bordeaux, oualgaient fait I'objet d’'une demande
d’avis ou de relecture. Les autres cas provenaentHopital Lariboisiére a Paris et
ont été rassemblés a Bordeaux pour la réalisagdiétlide.

Aprés double relecture histologique des lames H&E8etisemble des cas de la série,
il a été réalisé un panel immunohistochimique syat&ue, puis une analyse
moléculaire ciblée par FISH et/ou RT-PCR. Pouttates des cas présentant un
réarrangement de PAX3 avec un partenaire de fusioannu, une analyse par
RNAseq a été réalisée dans deux centres spécialsé3entre National d’Analyses
Génétiques (C.N.A.G.) de Barcelone (Espagne), €eletre d’Analyses Génétiques
de Lyon.
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B- CARACTERISATION CLINICO-PATHOLOGIQUE ET MOLECULA IRE
DU BSNS A PARTIR D’UNE SERIE DE 41 CAS.

Le sarcome sinonasal biphénotypique (BSNS) estnoneelle entité de sarcome de
bas grade a cellules fusiformes caractérisé padonble différenciation nerveuse et
musculaire. Les récentes analyses moléculairesn@nten évidence I'existence d'un
gene de fusion récurrent et spécifique de cetta@éentsultant de la translocation
t(2;4) (935;931.1). Plus rarement, d’autres gédes fusion ont été rapporte,
principalement les transcrits PAX3-FOXO1 et PAX3-QI&EL. Dans notre série de 41
cases de BSNS, nous avons réalisé un large panel n@equeurs
immunohistochimiques ainsi que des analyses mali&eslpar FISH et RT-PCR afin
de mieux caractériser cette nouvelle entité. L'étioh clinique a également été
analysée.

Enfin, une analyse transcriptomique par RNA-segqlisée sur 3 cas présentant un
réarrangement de PAX3 avec un partenaire de fugioconnu, nous a permis
d’identifier deux nouveaux transcrits de fusioncds de la série était caractérisé par
la translocation PAX3-NCOAZ2 et 2 cas par la tracatmn PAX3-WWTRL.

1-Matériel et méthodes :

*Sélection des cas :

Nous avons constitué une série de 41 BSNS a plagirArchives de deux laboratoires
francais d’Anatomo-Pathologie appartenant au résasional des sarcomes (RRePS)
et des tumeurs de la téte et du cou (REFCOR) a%6ious ont été communiqués par
I'Hépital Lariboisiére a Paris. Les 25 autres cag été diagnostiqués, ou bien
communiqués pour relecture ou avis diagnostiquédnstitut Bergonié a Bordeaux.
Tous les cas ont fait I'objet d’un prélévement sée diagnostique entre janvier 2000
et juin 2018. Les critéres d’'inclusion étaient marphologie a I'analyse histologique,
la localisation et la positivité de l'anticorps @RE100. Les échantillons tumoraux
analysés étaient fixés en formol neutre tamponngécéis en paraffine. Les données
cliniques suivantes ont été recueillies : age agrbstic, sexe, taille et localisation
tumorale, traitement initial et suivi. L’ensemblesdcas a fait I'objet d’'une double
relecture microscopique par deux pathologistes (JSIJ. L'approbation des comités

d’éthique appropriés a été obtenue pour la réaisate I'étude. Tous les cas étaient
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enregistrés dans la base nationale de référenceadesmes (RRePS), approuvée par

le Comité de protection des données personnelld_jC

*Analyse immunohistochimique :

Les anticorps suivants ont été utilisés, et I'apaly été réalisée sur un automate
Benchmark Ultra (Roche Ventana, Meylan, Franca)isaint le diamino-benzidine
comme chromogene (Dako, Glostrup, Denmark) : Paokeyatine AE1/AE3 (clone
PCK26, pre-dilué; Ventana Media Systems, Tucson,,BZA); EMA (clone E29,
pre-dilué; Ventana Media Systems, Tucson, Arizdd8A); Protéine S100 (clone
poly Z311, dilution 1:500; Dako, Glostrup, DanemarkKML (clone 1A4, dilution
1:12000; Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA); desme (clone DE-R-11, pre-
dilué ; Ventana Media Systems, Tucson, Arizona USA)ogeénine (clone LO 26,
dilution 1:20; Leica Biosystems, Buffalo Grove, IUSA) ; MyoD1 (clone EP212,
pre-dilué; Cell Marque, Rocklin, CA, USA); CD34 ¢ae QBENd10, pre-dilué;
Ventana, Tucson, AZ, USA); beta-caténine (cloneptd-dilué; Cell MarqueRockilin,
CA, USA); Ki 67 (clone 30-9, pre-dilué; Ventana Ne&ystems, Tucson, AZ ,USA);
SOX10 (clone EP268, dilution 1:100; BioSB, SantabBsa, CA, USA); H3K27Me3
(clone C36B11, dilution 1:200; Cell Signaling Teology, Danvers, MA, USA) ;
PAX3 (clone 274212, dilution1:100, RD Systems dpa, Lille, France).
L'immunomarquage anti-H3K27Me3 a été évalué quatinement selon le
pourcentage de noyaux positifs dans les cellule®tales (< 5 % : perte compléte ;

5 et <90 % : perte partielle= 90 % : conservé). Un témoin positif interne a été
analysé pour chaque cas (cellules endothélial@sflammatoires).

Pour l'anti-Ki 67, I'anti-myogénine, SOX10, MyoD1t ééta-caténine, PAX3 et
H3K27Me3, seul un marquage nucléaire a été cor&sid@mme positif. Pour
I'évaluation de la positivité de la béta-caténine,témoin positif externe a été utilisé
(tumeur desmoide)Lorsque que le marquage était positif dans plusSd& et
strictement moins de 50 % des cellules tumoralesjs navons considére qu'il
s’agissait d’'une « positivité focale » La positvd été considérée comme diffuse si au

moins 50 % des cellules tumorales étaient positives
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*Etude cytogénétique : Réarrangement du gene PAX3gp Hybridation in-situ
fluorescente (FISH)

L’hybridation in-situ fluorescente a été réaliséepartir de lames blanches de 4
micromeétres selon le protocole décrit dans larbtigre (5), a partir de sondes de type
break-apart spécifiques des genes suivants : PARX01, NCOA2 et WWTRI1. Les
références des sondes utilisées étaient les sagranVWTR1 : ZytoLight SPEC
WWTR1 Dual Color Break Apart Probe, zytovision, ré#Z-2212-50 ; FOXOL1 :
ZytoLight SPEC FOXO1 Dual Color Break Apart Probgtovision, ref : Z-2139-50 ;
NCOAZ2: NCOA2 BreakApart probe, Empire genomics, HGOA2BA-20-ORGR.

*Extraction d’ARN :

Pour I'extraction d’ARN, les zones riches en cetutumorales ont été cerclées sur
'HES et repérées sur le bloc de paraffine. Le kdoété foré avec un trocart, et les
carottes obtenues ont été déparaffinées par dens e toluéne suivis de deux bains
d’éthanol absolu. Les échantillons ont incubé pah8gours a 55°C dans 2530 de
tampon ATL (Qiagen, Courtaboeuf, France) auqueiéaagputée de la protéinase K
(concentration finale de 4mg/mL). L’ARN total a aiie été extrait avec 750 de
Trizol-LS (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) p@nO uL de lysat cellulaire. La
solution a ensuite été placée dans des conditiensedtrifugation modérée pour 30
minutes a 1 heure, et 'ARN a été extrait selon ilestructions du kit (Qiagen
Courtaboeuf, France). Pour retirer les éventuetlestaminations par de I'ADN,
'ARN extrait a été re-suspendu dans (0 d’eau « RNase-free » et incubé avec le
Mix 1X (Promega, Madison WI, USA), dithioreitol 1mNRoche), Rnasin 40U
(Promega, Madison WI, USA) et DNase 2U (Promegadistan WI, USA) pendant 1
heure a 42°C. Enfin, 'ARN a été purifié a nouveaec du Trizol-LS. L’ARN total

obtenu a été quantifié avec le spectrophotométrmNeop (Thermofisher Scientific).

*Etude moléculaire : détection par RT-PCR en tempsréel des transcrits de
fusion PAX3-MAML3, PAX3-FOXO1, PAX3-WWTR1, PAX3-NCO AZ2.

La réaction de transcription inverse a été réalsgmrtir de 5ug d’ARN dans un
volume de 2QuL contenant 50 mM de Tris-HCI, pH 8,3, 40 mM de K&ImM de
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MgCl2, 0,5% Tween, 0,5 mM de mix dNTP, 10 mM dehuditeitol (Roche
Diagnostics, Meylan, France), les amorces anti-samcifiques (75 ng
MAML3/NCOA1/FOXO1 amorce réverse ou 20 rmfta-2 microglobulineamorce
réverse), 12 U de RNasin (Promega, Madison, WI)1@®tU de Expand Reverse
Transcriptase (Roche Diagnostics, Meylan, Frari@s.échantillons ont été incubés a
42°C pendant 1 h, puis & 95°C pendant 5 min. L'#moation par PCR a été effectuée
dans des plaques de 96 puits (Applied BiosystewsteF City, CA), dans un mélange
final de 25uL contenant : 4 microL du produit de RT-PCR, 300 wlel chaque
amorce, 100 nM de sonde TagmRAX ou 50 nM de sondbéta2 microglobuline
doublement marquée, 2@M d’'un mélange de dATP, dCTP, dGTP, dTTP, dUTP, 6
mM MgCI2, 1,25 U de Taqg polymérase et 0,25 U d’Amagé UNG dans un tampon
contenant une référence passive (fluorochrome Rd¢. paramétrage du
thermocycleur était le suivant : 2 minutes a 50%0rpd’activation de 'ampérase, 10
minutes a 95°C pour I'activation de la Taq polynségpuis 50 cycles de deux étapes
de PCR consistant en 30 secondes a 95°C et 1 n@r@&C. Toutes les réactions ont
ete réalisées dans I'appareil ABI Prism 7500 Secgiemetection System
(Thermofisher).

Les séquences des sondes Tagman et des anfdaddeau 4) ont été choisies a
I'aide du logiciel “Primer Express” (Applied Bioggsns, Foster City, CA, USA). Les
amorces ont été commandées chez Eurobio (LesRuliace), et les sondes ainsi que
le kit QPCR Core aupres d’Eurogentec (Herstal, iBaty.
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Tableau 4 : Séquences des amorces et sondes poarRd-PCR

PAX3/MAML3

PAX3m+ S-TTTCCAGCTATACAGACAGCTTTG-3'

MAMLS3- S-TCCTTCCAACTTCCTTTTCACAGT-3

Sonde 5’-FAM-AACCCCACCATTGGCAATGGCCTAMRA-3’

PAX3/FOXO1

PAX3m+ 5'-TTG GCA ATG GCC TCT CAC C-3'
FOXO1l- 5-ATC CAC CAAGAACTTTTT CCAG-3
Sonde 5'-TET-CCCTAC ACA GCAAGT TCATTC GTG5C AG-TAMRA-3'

PAX3/WWTR1

PAX3m+ 5'-GACCCTGTCACAGGCTAC-3’

WWTR1- 5-TCTGCTGGCTCAGGGTACT-3
WWTR1+ 5'-CACACCAGTGCCTCAGAG-3

PAX3- 5-CGTGTTCAAAAGGATTTGAAACC- 3
PAX3/NCOA2

PAX3m+ 5'CTTTGTGCCTCCGTCGGG 3’
NCOAZ2- 5" CTCGTGTCTGGGAAAAGCTG 3’

Contrble de PCR

BETA2M+ 5-TGACTTTGTCACAGCCCAAGATA-3’

BETA2M-  5-AATCCAAATGCGGCATCTTC-3

BETA2M 5'-FAM-TGATGCTGCTTACATGTCTCGATCCCA-TMRA-3’
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Pour déterminer la positivité¢ d'une PCR, nous avoloservé le nombre de cycles a
partir duquel le produit PCR devient détectablemament d’apparition de ce signal
seuil, dénommé cycle seuil ou Ct (Cycle threshadgd}, dépendant de la quantité de
matrice initialement présente dans I'échantillorpifié. Un delta de Ct a été calculé,
correspondant a la difference de Ct entre I'angaiion du transcrit et 'amplification

du transcrit béta-2-microglobuline, utilisé commentdle. Les résultats étaient
considérés comme interprétables si la valeur Ctespondant & I'amplification du

contrble béta-2- microglobuline était inférieur2ég

*RNA-sequencing et analyse bioinformatique des dorées de NGS

Pour I'enrichissement de I'ARN poly-A et la prép@wa de la librairie, 100 ng
d’ARN total ont été utilisés. La construction désrdiries a été réalisée selon le
protocole TruSeq RNA Access Library Prep Kit (lllun@, San Diego, USA). Les
librairies ont été réparties en groupe de 12 édland. Le séquencage a été realisé
sur la plateforme lllumina NextSeq 500 avec leNeéixtSeq 500/550 High Output V2
(150 cycles).

Les données de séquencage (65 millions de readscpantillon en moyenne) ont été
alignés avec l'outil de traitement de données SBARIle génome de référence GRCh
38.

Pour la caractérisation de nouveaux genes de fusgsnreads séquencés ont été
comparés au génome de référence grace aux logBBAR Fusion, FusionMap,
FusionCAtcher, ERICSCRIPT et TopHat-fusion. Le géeefusion caractérisé a été

validé par au moins deux algorithmes (66, 67).
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2-Résultats

a- Caractéristiques clinico-pathologiques du BSNS :

Les caractéristiques cliniques des patients aunsilgs données de suivi sont resumées
dans leTableau 5 Parmi les 41 cas de la série, 16 étaient de maseulin (39%), et
25 de sexe féminin (61%). La moyenne et la médiméage au diagnostic étaient
respectivement de 52.2 et 49 ans (allant de 25a@n8) La localisation de la tumeur
initiale était le plus souvent la cavité nasale/428 68 %) ou I'ethmoide (20/41, 49
%), parmi lesquels certains atteignaient a lalisavité nasale et I'ethmoide (11/41,
27 %). Une infiltration tumorale macroscopiquetdsus osseux de voisinage était
présente dans 15 % des cas (6/41). La taille dem@ur initiale a été communiquée
ou était évaluable chez 17 patients et s’étendait d 9 cm (taille médiane : 3.5 cm).
Le diagnostic porté initialement était: un schwame cellulaire (6/41), un
synovialosarcome (1/41), une tumeur maligne defs m@riphériques (MPNST) de
bas grade (13/41) dont 5 de type tumeur de Tritahigme, ou un fibrosarcome de bas
grade (3/41). Enfin, pour les 17 cas restantsples récents, le diagnostic de BSNS
avait été porté initialement. Le reclassement elN8®tait fondé sur des données
morphologiques et immunohistochimiques, conforménradiarticle de référence (25).
Les données de suivi clinique ont pu étre collecigeur 25 patients de la série. La
durée du suivi allait de 11 mois a 185 mois (méelidh mois).

Une récidive locale du sarcome a été relevée chpti@nts sur 25 (32 %), survenue
entre 9 et 95 mois a compter du début de suivinborité des patients a été traitée
par exérese chirurgicale de la tumeur (29/30 ; 9 79e approche endoscopique était
préférée la plupart du temps. Chez 7 patients 8UR3 %), le traitement chirurgical
était suivi d'une radiothérapie adjuvante, ou ptasement d'une chimiothérapie
adjuvante (2/30). Les cas de récidive locale swamam plus fréquemment chez des
patients n'ayant pas subi de traitement adjuvant.

A la derniere date de suivi, 18 patients sur 2@& @® %) étaient vivants sans notion
de récidive du sarcome. Un patient est décédé wiess d’un accident vasculaire
pendant la chirurgie. Quatre patients étaient \sjasans données connues sur
I'évolution de la maladie. Enfin, trois patientsiént vivants en présence d’un résidu
tumoral (patients inopérables). Aucun patient é¢ulle n’a présenté de métastase a

distance.
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Tableau 5 : Caractérisation

biphénotypique

Age moyen/médian (années)
Age min-max (années)
Genre

F

M

Localisation

Cavité nasale

Ethmoide

Cavité nasale et ethmoide

Sinus nos

Taille tumorale médiane (sd), cm

Infiltration osseuse macroscopique

(orbite/base du crine)

Analyse morphologique

Noyaux ondulés

Différenciation rhabdomyoblastique

Activité mitotique < 5/10 HPF

anatomo-clinique

Vascularisation hémangiopéricytaire focale

Prolifération épithéliale bénigne

du sarome sinonasal

N (%)
52,2/49
25-84

25(61%)
16(39%)

28(68%)
20(49%)
11(27%)
7 (17 %)

3.5(1,9)

6 (15%)

7 (17 %)

5 (12 %)

39(95%)

33(80%)

25(62%)

N total
analysés
41
41
41

41

17

41

40

40

41

41

40
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Infiltration osseuse de voisinage

Traitement
Chirurgie, dont :
°Chirurgie seule

°Chirurgie + Radiothérapie adju.

°Chimiothérapie néo-adju + Chirurgie +

Radiothérapie
°Chirurgie + Chimiothérapie adju.

Chimiothérapie + Radiothérapie

Récidive locale

Délai moyen de récidive (mois)

Intervalle de survenue de récidive (mois)

Statut aux derniéres nouvelles

VSm
DAM
VAM
VNS

Durée de suivi (mois)

Durée médiane de suivi (mois)

Diagnostic initial

MPNST

Schwannome cellulaire
Synovialosarcome
Neurofibrome

Tumeur de Triton maligne
Fibrosarcome

BSNS

19(57%)

29(97%)
18

8(32%)
40 mois

9a95

18(69%)
1
3
4

11-185
45

w Uk =L, O o

33*

30

25

26

25

41
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Abréviations : ns, non spécifié ; DAM, Déces d'une autre maladie ; VSM, vivant sans sarcome
résiduel ;

VAM, vivant avec sarcome résiduel ; VNS, vivant statut non spécifié ; sd, standard deviation; F,
féminin; M, masculin;

*33 échantillons sur 41 contenaient des fragments osseux analysables.

b- Analyse morphologique du BSNS :

L'ensemble des 41 cas de la série montrait un doiserde caractéristiques
morphologiques communes a I'examen microscopigle’agissait toujours d’une
tumeur mal limitée, infiltrante, atteignant souvésd tissus osseux ou cartilagineux de
voisinage (19/33, 57 %). L'orbite et la base dunerétaient infiltrés chez 2 patients.
La prolifération tumorale était densément celldamrganisée en faisceaux moyens a
longs de cellules fusiformes monomorphes, avecoadn aspect en chevrons ou
« en arétes de poissons bigures 3a, 3b et 3d)Les cellules tumorales contenaient
un noyau ovalaire, monomorphe, modérément atypiju@ chromatine finement
granuleuse (Figure 3c). Le cytoplasme était pewnddnat, souvent a limites floues.
Dans certains cas, nous avons observé un noyapedta®ndulé, rappelant une
différenciation nerveuse de la tumeur (7/40, 17Bgure 3f). Par ailleurs, 5 cas
(12 %) montraient une différenciation rhabdomyotidae caractérisée par des
cellules d’aspect plus globuleux a cytoplasme édpdiile, ou plus rarement avec des
striations focalesHigures 3g et 3l. Il n'a pas été observé de cellules tumorales
pléomorphes. Le stroma tumoral était le plus sougenstitué de fibres de collagéne
peu a moyennement dense. Dans 7 cas (17 %), desmimments myxoides ont été
observés. Une vascularisation hémangiopéricytagrgtpmorale, sans hyalinisation
péri-vasculaire, était présente focalement dansc&S (80 %). Une prolifération
épithéliale bénigne sous la forme d’'une invagimattandulaire était retrouvée dans
la plupart des cas (25/40, 62 9%digure 3e).La nécrose était toujours absente. Enfin,
l'activité mitotique était trés faible (< 5/ 10 HPHBans la plupart des cas (39/41 ;
95 %). Deux cas montraient une activité mitotiqugraentée (respectivement 9 et 12
mitoses /10 HPF), mais ne montraient pas de pétitd clinique,

immunohistochimique ou moléculaire.
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Figure 3b : HES X10, faisceawe cellules fusiformes
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Figure 3d : HES X10
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Figure 3f

: HES X10, noyaux ondulés
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Figure 3h : HES X20, striations focales
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c- Caractéristiques immunohistochimiques du BSNS :

Les résultats de I'analyse immunohistochimique swasentés dans Teableau 6 et
illustrés sur la Figure 2. Les 41 cas de la sd@®%) exprimaient I'anti-S100, avec
un pattern et une intensité de marquage variataesl (56 %) ou diffus (44 %), faible
a intense Figure 4a). L'AML était positive dans 90 % des cas, le pkmuvent
focalement. Une positivité de la desmine, focalesoucellules isolées, a été détectée
dans 66% des caBi@ure 4c).8 cas parmi ces derniers étaient également opitifir

la myogénine (20 %), mettant ainsi en évidencedifiérenciation musculaire striée
(Figure 4d). La positivité pour I'anti MyoD1, majoritairemenbdale, était observée
dans 91 % des 35 cas analysés pour cet anticéiigsiré 4b). L'EMA était
focalement positive dans 11 % des cas. Cing d’esiise etaient également positifs
pour I'anti panCK AE1-AE3 (11 %). 3 cas sur 40 ) montraient de rares cellules
positives pour I'anti CD34. Tous les cas analys#&/35) étaient négatifs pour le
SOX10.

Un marquage nucléaire hétérogéne avec I'anticoms-H8K27Me3, considéré
comme une perte partielle, a été observé dans @930 cas analysés (médiane :
marquage de 65 % des cellules tumorales). Les sagtis (33 %) montraient un
marquage conservé. Aucun des cas de la série mi&dnde perte complete de I'anti-
H3K27Me3. Une positivité nucléaire de la béta-cetéra été mise en évidence dans
27 % des 22 cas analysés. L'anticorps anti-PAXag positif sur les 29 cas analysés,
parmi lesquels 21 montraient une positivité diff(l4 d’'intensité forte et 7 d’intensité
faible), et 8 une positivité focale (2 d'intenditéte et 6 d’intensité faible).

Enfin, I'index de prolifération Ki67 était majoritament bas< 10 %), dans 90 % des
38 cas analysés. Les cas ayant un index Ki 67 (> 10 %) ne montraient pas

de particularité phénotypique.
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Tableau 6 : Profil immunohistochimique du sarcomeisonasal biphénotypique

Pos diffus Pos  focal N total
Pos (%) (%) (%) analysés
5100 100 44 56 41
MyoD1 91 6 77 35
SOX10 0 0 0 34
AML 90 33 57 40
desmine 66 0 37 41
myogenine 20 0 20 40
PAX3 100 72 28 29
CD34 10 0 10 40
PanCK AE1-
AE3 11 0 11 38
Beta
catenine 27 0 27 22
EMA 11 0 11 36
Perte Perte N total
H3K27Me3 Conservé partielle complete analysés
% 33 67 0 30
N total
Ki67 <10% >10 % analysés
% 90 10 38

Abréviations : N total analysés, nombre total de cas analysés ; Pos, positif

Pos focal, positivité focale ; conservé : 295 % ; perte complete : <5 %
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Figure 4a : anti-PS100, X10

Figure 4b : anti- MyoD1, X10
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Figure 4d : anti-myogénine, X4



d- Caractéristiques cytogénétiques et moléculanesBSNS :

Les résultats des analyses moléculaires sont résdarés |eTableau 7. Parmi les 41
cas de la série analysables (3 cas exclus en raison ADN dégradé), 37 cas
(90.2 %) étaient caractérisés par la translocatanonique t(2 ;4)(g35 ;931.1)
correspondant au gene de fusion PAX3-MAML3, dontaBalysés par RT-PCR et 2
par FISH break apart avec les sondes PAX3 et MAMItBautre cas (cas 40 ; 2.4 %)
présentait la translocation alternatiP&X3-FOXO1, validée par FISH et RT-PCR.
Les 3 autres cas étaient positifs en FISH PAX3 nm&gatifs avec les sondes
spécifiques des partenaires alternatifs de PAXa d&pportés dans la littérature, a
savoir MAML3, FOXO1 ou NCOAL1.

Afin de caractériser d’éventuels nouveaux transaté fusion, une analyse par RNA-
seq a été realisée sur ces 3 cas de BSNS carastpes une translocation PAX3-X.
L’analyse bioinformatique des données de séquenggmrmis de caractériser deux
nouveaux transcrits de fusiorPAX3-NCOAZ2 résultant de la translocation entre
'exon 7 de PAX3 et I'exon 12 de NCOAZ2 pour l'unsdeas (cas 5 ; 2.4%), BAX3-
WWTR1 résultant de la translocation entre I'exon 8 deXBAt I'exon 5 de WWTR1
pour les 2 autres cas (cas 8 et 29 ; 5 %), con$inpaé FISH et RT-PCR.
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Tableau 7 : Caractérisation moléculaire du sarcomesinonasal

biphénotypique

N %
PAX3-MAMLS3 + dont : 37 90,2
RTPCR PAX3-MAML3 + 35 85
FISH PAX3 + et FISH MAML3 + 2 5
PAX3-NCOA2 + (RNAseq)* 1 2,4
PAX3-WWTR1 + (RNAseq ; FISH PAX3 + ; FISH WWTR1 +)* 2 5
PAX3-FOXO1 + (RTPCR) 1 2,4
N total analysés 41 100

*FISH MAML3 /NCOA1/FOXO1 - ; RTPCR PAX3-MAML3 - ; RTPCR PAX3-
NCOA1-

3-Discussion :

a- Données anatomo-cliniques : similitudes

Notre étude a porté sur une série de 41 cas, cengiait I'une des deux plus grandes
séries de BSNS publiées a I'heure actuelle. Elidicne en grande partie les données
anatomo-cliniques rapportées dans la littératureqyid présentet met tout
particulierement I'accent sur le suivi clinique gegients atteints. LBSNS touche le
plus souvent les femmes d’age moyen (ratio, 1.6 mbyenne, 52.2 ans) et atteint de
préférence la cavité nasale et I'ethmoide (83 @)ntrairement aux sarcomes de type
rhabdomyosarcome ou MPNST — deux de ses princigegnostics différentiels -, il
s’agit d'une tumeur plutét indolente, pour lagaedlucune métastase a distance n'a
éte rapportée. Deux cas de décés ont été rapplaméda littérature (5, 40), associés a
une importante extension tumorale intra-cranien@&pendant, le BSNS est
localement agressif : une infiltration tumorale tissu osseux ou cartilagineux de
voisinage a été observée dans plus de 50 % dePeasus, les récidives locales sont

fréquentes (32 %).
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A I'examen microscopique, nous retrouvons |'aspestactéristique du BSNS : il

s’agit d’'une prolifération tumorale densément delhe, constituée de faisceaux de
cellules fusiformes monomorphes, a noyaux ovalameslérément atypiques et a
I'activité mitotique faible. Focalement et dans petit nombre de cas, il est possible
d’observer une différenciation nerveuse (noyauxutés) et/ou une différenciation

rhabdomyoblastique (cytoplasme éosinophile, stigti focales). Le stroma péri-
tumoral est peu a moyennement collagéne et indedenaécrose. De maniére
récurrente, la prolifération sarcomateuse estgaéé a une prolifération épithéliale
bénigne (65 %).

b- Données IHC : similitudes, différences et nouw#és

Nous avons par ailleurs réalisé un panel large dejoeurs immunohistochimiques,
comprenant d’'une part les anticorps utilisés les gouvent dans la littérature pour le
diagnostic de BSNS - & savoir la PS100, 'AML, &sohine, la myogénine, le SOX10
et le Ki67, et d'autre part un panel d’anticorpsnpéeémentaires dont les résultats
étaient absents ou nous paraissaient peu probams ld littérature (trop faible
nombre de cas analysés, résultats contradictaten tes séries) : la Béta catenine, le
MyoD1, le PAX 3 et I'anticorps H3K27Me3.

*En accord avec les dernieres publications, leipmmimunohistochimique du BSNS
dans notre série se caractérise par une positleitéd PS100 (100 % des cas) et d’au
moins un marqueur musculaire (91 % MyoD1 +, 66 %ndee +, 90% AML +).
Néanmoins, contrairement aux résultats publiés dmrd#térature, I'anticorps anti-
MyoD1 est le marqueur musculaire le plus frequentnpositif dans notre série
(91.4 % des cas), nettement supérieur aux tauBdé @ cas positifs sur 22 analysés)
et 25 % (11/44) rapportés respectivement par Waag en 2014 (43) et Fritchie et al.
en 2016 (15).

Notre résultat est d’ailleurs en accord avec Idilpd@expression publié par Wang et al.
sur 8 cas de BSNS et dans lequel le MyoD1 estdes 150 genes les plus exprimés
dans le BSNS. Les taux de positivité difféerentd’deti-MyoD1 dans notre étude et
dans la littérature peuvent s’expliquer en parte lfutilisation de clones différents
(clone 5.8 A dans I'étude de Wang, clone EP212 derie étude). De méme, nous
trouvons un taux de positivite de la myogénine, diamd’'une différenciation

musculaire striée, d’environ 20 % alors qu’il vade 9 a 12 % dans les études déja
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publiées (6, 15). Dans notre série, la positivédalmyogénine est observée dans une
partie des cas PAX3-MAML3+, dans le cas PAX3-NCOAZ2t dans I'un des cas
PAX3-WWTR1 +. Il semble donc que la positivité de rhyogénine ne soit pas
associée a un type particulier d’anomalie moléceldans le BSNS.

Concernant les marqueurs musculaires, le MyoD1, pkispécifique que 'AML, et
plus sensible que la myogénine, apparait donc dansotre étude comme le
marqueur musculaire de choix pour le diagnostic d8SNS et la mise en évidence

d’une différenciation musculaire striée dans le BSK.

*En accord avec la publication récente de Jo Vdletnous avons également analysé
la positivité de I'anticorps anti-PAX3 dans notkis. Nous confirmons la positivité
de ce marqueur dans la totalité des cas testésn28 avec une intensité faible et/ou
un marquage seulement focal dans environ la mibétsécas.

*L’analyse de l'anticorps anti-Béta caténine a faibjet de plusieurs études (4) (5)
qui rapportent un taux de positivité nucléaire aaride 80 a 90 % (analyses réalisées
sur une vingtaine de cas de BSNS). Au contraines t@tre série, nous avons observé
une positivité nucléaire de la béta-caténine dans seument 27 % des 22 cas
analysés Compte-tenu de ce résultat et de la faible sipééifde la béta-caténine -
positive également dans de nombreuses autres tangesr tissus mous a cellules
fusiformes, en particulier 'hémangiopéricytomeasiasal-, et méme si un role de la
voie Wnt dans l'oncogenese du BSNS ne peut étrduexa Béta-caténine
n'apparait pas étre un outil diagnostique déterminat pour le diagnostic de
BSNS. D’autres études sont cependant nécessairesipévaluer I'expression de
ce marqueur dans le BSNS.

*Le SOX10 est normalement exprimé dans les celldees&chwann, les mélanocytes
et les cellules myoépithéliales. C'est un marqusensible et spécifique d'une
différenciation nerveuse. |l est positif dans denbreuses tumeurs a différenciation
nerveuse, comme les schwannomes (90 a 100 %),R&SVW et les tumeurs de Triton
malignes (50 a 70 %) (10). Dans notre série et aomément aux publications
antérieures, tous les cas de BSNS étaient négatifide SOX10. Il s’agit donc d’un
outil diagnostique complémentaire intéressant pourle diagnostic différentiel
entre les BSNS d’une part et les schwannomes cellte, MPNST et Tumeurs de

Triton malignes d’autre part.
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* Enfin, plusieurs études récentes ont mis en éddedans une part importante de
MPNST et Tumeur de Triton maligne, une perte comeplélu marquage
immunohistochimique par I'anticorps anti-H3K27Me&®rrespondant & une perte de
triméthylation au niveau de la lysine 27 de I'histdH3. Cette altération épigénétique
aurait pour conséquence une augmentation de ldépation cellulaire et participerait
a la tumorigenése. Selon plusieurs études récét®e0, 21, 48, 50),44 a 49 % des
MPNST montrent ainsi une perte compléte de I'arBkBI7Me3. De méme, 95 % des
tumeurs de Triton malignes (21/22 analysées au deime série de 122 MPNST)
montrent une perte complete de cet anticorps 24ns notre étude, nous avons donc
voulu évaluer le réle de lanticorps anti-H3K27Me&®mme éventuel marqueur
diagnostique dans le BSNS. La majorité des caysémimontre une perte partielle du
marquage (67 %), alors que le marquage est cons@mvg un tiers des cas (33%).
Aucun cas de notre série ne montre une perte coengéetriméthylation de H3K27.
En conséquence, nous pensons que, dans certainglecatiagnostic difficile
I'utilisation de I'anticorps H3K27Me3, en complémen du SOX10, peut s’avérer
utile pour différencier un BSNS d’'une tumeur de Triton, d’'une MPNST ou d’un
schwannome cellulaire.

*En conclusion, le plus souvent, le diagnostic &NB sera posé a partir des critéres
suivants, non équivoques : la localisation anatomigl’aspect microscopique
caractéristique et la positivité de la S100. D'asitmarqueurs immunohistochimiques
complémentaires comme le MyoD1, la desmine, la régog, le SOX10 ou le
H3K27Me3 pourront étre réalisés dans un secondgemp

Néanmoins, en cas de diagnostic difficile, en paligr sur microbiopsies, le recours
aux analyses moléculaires peut s’avérer indispéasalexistence d’'une signature
moléculaire spécifique et récurrente dans une m@jde BSNS rend cette approche

particulierement performante.

c- Données moléculaires : similitudes, différencetsnouveautés

*La totalité des cas inclus dans notre série a [faibjet d’'une caractérisation
moléculaire : ils sont tous caractérisés par umraégement du gene PAX 3. Ce
facteur de transcription joue un réle majeur damsdifférenciation musculaire,
nerveuse et mélanocytaire au cours de I'embryo@é(®t 35, 57). Plus récemment,

plusieurs études ont montré que PAX3 avait un odleogénique dans de nombreux
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cancers - dont les rhabdomyosarcomes -, dans laurenest les genes dont
I'expression est régulée par PAX3 sont impliquéssda prolifération, la survie et la
différenciation cellulaire(35, 60). En particulier, dans le BSNS, les trarefions
réciprogues qui juxtaposent le domaine de liaisoRABN (ou « DNA binding
domain ») de PAX 3 au domaine d’activation trarmannelle d'un autre facteur de
transcription, entrainent une dérégulation de fonctle PAX3 et contribuent a la
pathogénese du sarcome (43, 60). Dans notre Eétranslocation canonique PAX3-
MAML3 est largement majoritaire (90 % des 41 caslyses). Ce taux apparait
nettement supérieur a celui rapporté jusqu’a maaredans la littérature : il est de
55 % (24/44) dans l'autre grande série de BSNS &4} publiée par Fritchie et al. en
2016 (15), et atteint en moyenne 58.6 % sur I'efderes cas publiés (6).

*Notre série comporte par ailleurs un seul castpd@.4 %) pour la translocation
alternative PAX3-FOXO1 [t(2;13)(q35;q14)], déja acterisée dans de rares cas de
BSNS (8 % des cas publiés entre 2015 et 2018 @@npte tenu de la rareté de cette
altération moléculaire dans le BSNS, ce résultapaegit cohérent avec les
publications antérieures et confirme que cettestomation alternative, que le BSNS
partage avec 60 a 75 % des RMSA (62) reste asseptnnelle dans le BSNS.

*Par ailleurs, en réalisant une analyse transamjjae par séquencage a haut débit
(RNAseq) sur trois cas de notre série pour lesquatsine des translocations publiées
n'étaient retrouvéespous avons mis en évidence deux nouveaux transcrite
fusion alternatifs dans le BSNSL'un des cas est caractérisé patrnslocation
PAX3-NCOA2, entre I'exon 7 du chromosome 2 (PAX3) et I'exon @#
chromosome 8 (NCOAZ2)F(gure 5). Il concerne une tumeur survenue au niveau de
la cavité nasale chez une femme de 49 ans, imtelé diagnostiguée comme une
tumeur de Triton maligne. Il est intéressant denqur'il s’agit de I'un des rares cas
de la série présentant des criteres microscopiquis différenciation
rhabdomyoblastique (cellules globuleuses et strnatifocales), ce que confirme la
positivité focale de la myogénine. Tout comme taggcrits de fusion PAX3-NCOA1
et PAX3-FOXO1, PAX3-NCOAZ2 est aussi impliqué daegdres cas de RMSA et de
RMSE (36, 41, 42). Ce résultat souligne donc deveau que les mécanismes
moléculaires a I'ceuvre dans I'oncogenese du BSN#I &@MS sont particulierement
proches, ces deux entités partageant d’ailleura@&me phénotype musculaire.

Enfin, notre série comporte deux cas caractériaésaptranslocation t(2;1)(q36, p36)

correspondant au transcrit de fusion PAX3-WWTR1utToomme les genes de la
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famille PAX, le coactivateur transcriptionnel TAdy domaine WW, qui contient le
régulateur transcriptionnel WWTR1, a un role bieammu dans I'embryogénése,
notamment la différenciation tissulaire osseusesaulaire et adipeuse (1, 45). En
particulier, des expérimentations réalisées inovibnt montré que TAZ semblait
accroitre l'activité transcriptionnelle de PAX3 plamt I'embryogénese (58). Depuis
2008, d’'autres études ont mis en évidence le rél@AlZ dans la tumorigenése : en
particulier, une surexpression de la protéine TAY a@bservée dans de nombreux
cancers, comme le cancer du sein invasif ou léigistome (45). Plus réecemment, la
translocation récurrente WWTR1-CAMTAL t(1;3) (p38%) a été caractérisée dans
’hémangioendothéliome épithélioide sinonasal (EH&)e tumeur vasculaire de
potentiel de malignité incertain., trés rare daetteclocalisation (12). Le BSNS est
donc le second exemple du role direct de WWTRL1 tladéveloppement d’'un cancer.
De plus, Sun C et al. (69), ont montré recemmerdlieessentiel de YAP et WWTR1
dans la prolifération de myoblastes au stade peédeda myogénése : en particulier,
WWTR1 régule de nombreux génes impliqués dans fléreiciation musculaire
striée a partir des cellules souches musculaicespe PAX7, Myf 5 ou MyoD1.

Dans notre série, les 2 cas de BSNS caractérisda panslocation PAX3-WWTR1
concernaient un homme et une femme agés respeetinaia 76 et 65 ans. L'aspect
morphologique et le profil immunohistochimique nemntraient pas de particularité,
hormis une infiltration osseuse de voisinage et postivité de la myogénine pour
'un des deux cas. Les deux patients ont subiaitetnent par chirurgie seule : aucune
récidive locale n'a été rapportée a la date dddisuivi.

Au final, I'analyse de I'ensemble des données mo#&es rapportées jusqu’a présent
dans les différentes séries de BSNS (15, 5) n’gppanis de mettre en évidence une
corrélation entre la nature du transcrit d'une patt les caractéristiques
morphologiques, immunohistochimiques ou cliniquesitle part. A I'heure actuelle,
compte tenu en particulier de la rareté de cettavelte entité, et donc du faible
nombre de cas analysés, il est impossible d’assaorietranscrit de fusion a une

eventuelle meilleure réponse thérapeutique ou wiadre agressivité locale.

60



d- Discussion des principaux diagnostics différezls

Notre étude s’ajoute donc aux publications antéeewans le but d’obtenir une

caractérisation de plus en plus précise et compiet®SNS. Ainsi, il devient possible

d’établir un ensemble de criteres diagnostiquesistas, capable de différencier le

BSNS des nombreuses entités avec lesquelles ihgmantertaines caractéristiques

morphologiques et/ou immunohistochimiques. lls séatimés dans [Eableau 8

Tableau 8 : Principaux diagnostics différentiels dBSNS

Biologie
Entités Morphologie Immunohistochimie
moléculaire
Sarcome de
bas grade a
cellules
fusiformes +/-
différenciation PS100 + t(PAX3-
musculaire MyoD1 + / AML + MAML3)
striée et Myogénine + (20%) t(PAX3-F0X01)
BSNS nerveuse. SOX10 - t(PAX3-
Pas de cellules H3K27Me3 + NCOA1/2)
pléomorphes. AE1-AE3 + focal t(PAX3-
Pas de nécrose. (rarement) WWTR1)
Matrice
collagene de
densité
moyenne.
Cellules
léomorphes,
MPNST P P
souvent de
/  Triton PS100 + focal intense
haut grade,
maligne S0X10 + (50-70 %)
mitoses,
H3K27Me3 - (70 %)
atypies
Souvent Myogénine + (Triton)
marquées,
associées a
cellularité
la NF1
variable
Schwanno Cellules PS100 + diffuse
me fusiformes, SOX10 +
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cellulaire

vaisseaux a

paroi épaissie

Longs
faisceaux de
cellules
AML -
fusiformes « en
Fibrosarco Desmine -
arétes de
me myogénine -
poisson »,
PS100 -
matrice
collagéne
dense.
Sarcome a
AE1-AE3 + focal
Synovialos cellules t(SYT-
PS100 + (15-38 %)
arcome fusiformes et SSX1/SSX2)
AML + (20 %)
monomorphes.
Cytoplasme
tres
Léiomyosa AML + Caldesmone +
éosinophile,
rcome diffus
noyaux en
bouts de cigare
Trousseaux de
Stat 6 +
collagene
TFS CD34 +
Vaisseaux a
PS100 -
paroi épaisse
Souvent de
haut grade:
PAX3-NCOA1 /
mitoses,
RMSA _ NCOA2
atypies
PAX3-FOX01 /
marquées, PS100 -
RMS a AFX
cellules Myogenine +
cellules PAX7-FOX01
pléomorphes,
fusiformes SFR-NCOA2 /
nécrose,
TEAD1-NCOA2
rhabdomyobla
stes
Mélanome
Cellules PS100 +
a cellules
fusiformes MelanA +

fusiformes
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C- CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En conclusion, nous avons décrit les caractérisiquanatomo-cliniques,
immunohistochimiques et moléculaires d’'une seériedtlecas de sarcome sinonasal
biphénotypique. Par cette étude, nous enrichissesisdonnées concernant cette
nouvelle entité, en particulier s’agissant du swkmique des patients, encore peu
analysé, et du profil immunohistochimique et moléire : bien qu’étant un sarcome
de bas grade, dont I'exérése chirurgicale estus pbuvent thérapeutique, le BSNS
est agressif localement et présente un taux delivéciocale relativement élevé.
Concernant le profil immunohistochimique du BSN8us avons montré ['utilité de
'anticorps anti-MyoD1, plus spécifigue que 'AMIainsi que dans certains cas de
diagnostic difficile des anticorps anti-H3K27Me3 @DX10. Inversement, la béta-
caténine ne semble pas devoir faire partie du gamalinohistochimique de premiére
intention en cas de suspicion de BSNS. Enfin, uradyae génétique étendue, réalisée
sur 'ensemble des cas de la série, nous a pereisathctériser deux nouveaux
transcrits de fusion alternatifs - PAX3-NCOA2 et BAWWTRL - a la translocation
canonique PAX3-MAML3. Par la suite, il pourra éirgéressant de constituer de
nouvelles séries de BSNS afin de mettre en évideneeéventuelle corrélation entre
la nature du transcrit de fusion et I'évolutiomajue du patient.

Les principaux critéres diagnostiques de cette albeientité sont donc : tout d’abord
sa localisation spécifique au niveau du tractusrssal, avec une prédominance au
niveau de I'ethmoide et des fosses nasales ; usctasmporphologique de sarcome a
cellules fusiformes et monomorphes de bas gradeprafil immunohistochimique
particulier signant une double différenciation muate et nerveuse, caractérisé par
la positivité de la PS100 et le plus souvent d’uarqueur musculaire tel que 'AML,
le MyoD1 ou la desmine. Enfin, lorsque ce faiscedarguments ne suffit pas a
affirmer le diagnostic de BSNS, en particulier sucrobiopsies, un réarrangement du
gene PAX3 doit étre recherché par FISH. En secontmtion, en cas de FISH
ininterprétable, une analyse par RT-PCR a la retleedu transcrit de fusion le plus
fréquent PAX3-MAML3 doit étre envisagée.
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E- ANNEXES

Protocole détaillé de I'analyse par FISH :

Des lames blanches de 4n ont été coupées a partir des blocs de paraféhe,
déparaffinées par immersion dans trois bains saifsede Xylene de 10 min. Elles
ont été réhydratées par des bains successifs dasssalutions d’éthanol de
concentration décroissante (100%, 90% puis 70%)ineEes dans du tampon de
lavage. Elles ont été prétraitées avec la solu@®n

prétraitement du kit Dako, chauffée a 97°C pend@nininutes, et laissées a refroidir
a température ambiante. Une zone riche en cellule®rales a été préalablement
sélectionnée et cerclée sur 'HES correspondard. lames ont été déposées dans
I'Hybridizer (Dako, Danemark) chauffé a 37°C, ehgigouttes de pepsine ont été
déposées dans la zone cerclée pendant 7 minuteteemt. Les lames ont été
rincées dans deux bains de tampon de lavage, gsig/dratées et séchées a I'air libre.
Dix microlitres de la sonde ont été déposés suguhdame de chaque série au niveau
de la zone cerclée, a I'abri de la lumiere, puisvents par une lamelle de 22 x 22 mm
scellée avec une colle Ruber-ciment. Les lamesemsuite été dénaturées dans
I'Hybridizer humidifié pendant 5 min a 82°C et i@es dans I'étude a 37°C pendant
la nuit. Le jour suivant, les lamelles ont été diées. Les lames ont été déposées dans
une solution de tampon stringeant froide, a I'aleria lumiére, puis chauffées pendant
10 min a 65°C, en agitant manuellement de temp&m®ps. Elles ont été rincées,
déshydratées dans trois bains d’éthanol de coratemtrcroissante, et séchées a l'air
et a I'obscurité. Vingt-cing microlitres de soluti®APl/antifade ont été pipetés sur
chaque lame pour contre-colorer les noyaux et pgao la durée d’interprétabilité.
Une grande lamelle de 24 x 50 mm a été montée lmgue lame, sans bulle d’air
captive. Elles ont été stockées dans un plateadCapéndant la nuit et lues le
lendemain. Les signaux fluorescents jaunes, vérsamge ont été comptés dans les
noyaux tumoraux avec un microscope fluorescent iNiEolipse 80i en utilisant les
filtres appropriés. Les images ont été capturées B caméra Hamamatsu C4742-95
CCD et analysées avec le software Genikon (AlphéNaisir, France). Pour chaque
cas, cent noyaux ont été évalués. Les cas ontogigideres positifs si les signaux
orange et verts étaient séparés par une distapégisure a la taille de deux signaux
dans plus de 10% des noyaux.
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Abstract

Biphenotypic sinonasal sarcoma (BSNS) is a locaijgressive tumor occurring in the
sinonasal region. It harbors both myogenic and aleulifferentiation and is
characterized byPAX3 rearrangement wittMAML3 as the most frequent fusion
partner, but the partner 8AX3remains unidentified in a subset of cases. About 70
cases have been reported so far. In this studyrepert a series of 41 cases with
clinical, pathological and molecular descriptionvénty-five (61%) patients were
female and median age was 49 years. Tumors arederpiantly in the nasal cavity
and ethmoidal sinuses. Local recurrences occune8l ¢ases out of the 25 (32%).
Histological features were characteristic of BSN&hws cases showing focal
rhabdomyoblastic differentiation. Immunohistocheanyishowed a constant positivity
of S100 protein and PAX3 and negativity of SOX10/did1 was focally positive in
91% of cases whereas only 20% were positive for gagm. Molecular analysis
showed aPAX3-MAMLS3 transcript in 37 cases (90%). RNA sequencing was
performed in the 4 negative casesP&X3-MAML3fusion and showed that one case
harbored aPAX3-FOXO1fusion as previously described in the literaturel awo
novel fusionsPAX3-WWTR1usion in 2 cases arfdAX3-NCOAZusion in one case.
RNA sequencing results were confirmed by FISH, RORPand Sanger sequencing.
The PAX3-NCOAositive case showed focal rhabdomyoblastic difféation. In
conclusion, we report two novel fusioRAX3-WWTRBNdPAX3-NCOA2)n BSNS
and show that MyoD1 is more sensitive than myogémirdemonstrating myogenic

differentiation in this tumor.
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Introduction

Biphenotypic sinonasal sarcoma (BSNS), also knosvloa-grade sinonasal sarcoma
with neural and myogenic features, is a locally raggive tumor occurring in the
sinonasal region, first delineated at the morphickldevel by Lewis JT et al in 2012
(2). In 2014, these tumors were shown to harb@carrentPAX3-MAML3fusion (2).

In 2016, Huang SC (3) and Wong WJ et al (4) repbrespectively 2 cases with a
PAX3-NCOAland one case withRAX3-FOXO1fusion. The same year, Fritchie KJ
et al (5) reassessed the Mayo Clinic series ihtisiudied by Lewis JT et al and
Wang X et al. In this enlarged series of 44 SN8y tteported 24 cases withP&X3-
MAML3 fusion, 3 with aPAX3-FOXO1fusion and one with RAX3-NCOAIfusion,
whereas 11 cases showedPAX3 rearrangement with no defined partner, one case
showed aMAML3 rearrangement with no defined partner and 4 wegative for
PAX3 MAML3, FOXO1NCOAlandNCOAZ2genes.

We investigated a retrospective and prospectivéesenf 41 cases at clinical,
histological, immunohistochemical and moleculareley Our findings expand the
molecular spectrum of these lesions with the dpson of two previously unreported
fusion variantsPAX3-NCOAZaNndPAX3-WWTR1

Materials and methods

Selection of cases

Ethics approval from the appropriate committees al#ained. All sarcoma cases are
recorded in the national sarcoma pathology RREPbdae, approved by the
National Committee for Protection of Personal D@L, n°910390), in compliance
with the ethics principles of the Helsinki Declaoat

Formalin-fixed paraffin-embedded specimens diagddsetween January 2000 and
June 2018 were retrieved from the archives of @itbglogy departments involved in
the French soft tissue (RRePS) and head and ndekGRR) pathology networks.
Forty-four cases were identified but three casesewexcluded as the available
material was not suitable for molecular analysike Tollowing clinical data were
collected: gender, age at diagnosis, location arel &f tumor, initial treatment and
follow-up. All cases were microscopically reviewiegltwo pathologists (SL, JMC).

Immunohistochemistry
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The tissue slides were deparaffinized in xylenelrated in alcohol, and baked in a
microwave (30 min in Trisbuffer, pH 9). Endogen@esoxidase was blocked.
Staining was performed on the Benchmark ultra-aatechstainer (Ventana) using
diamino-benzidine as chromogen (Dako, Glostrup,ridemk). The following
antibodies were used: Pankeratin AE1/AE3 (clone P& Kre-diluted; Ventana

Media Systems, Tucson, AZ ,USA); EMA (clone E2%-diluted; Ventana Media
Systems, Tucson, Arizona ,USA); S100 protein (clpoly Z311, dilution 1:500;

Dako, Glostrup, Denmark); smooth muscle actin (eltA4, dilution 1:12000; Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO, USA); desmin (clone DER; pre-diluted; Ventana Media
Systems, Tucson, Arizona USA); myogenin (clone 8)dlution 1:20; Leica
Biosystems, Buffalo Grove, IL, USA); MyoD1 (clon®E12, pre-diluted; Cell
Marque, Rocklin, CA, USA); CD34 (clone QBENd10, plikited; Ventana, Tucson,
AZ, USA); beta-catenin (clone 14, pre-diluted; Q@lrque,Rocklin, CA, USA);
SOX10 (clone EP268, dilution 1:100; BioSB, Santaiaa, CA, USA); H3K27Me3
(clone C36B11, dilution 1:200; Cell Signaling Teology, Danvers, MA, USA);

PAX3 (clone 274212, dilution 1:100; RD Systems BpardLille, France). For
myogenin, MyoD1, SOX10, H3K27me3 beta-catenin aAX®, only a nuclear
staining was considered as positive.

Fluorescencdn situ Hybridization

FISH analyses on interphase nuclei from paraffiledded 4-pum-thick sections were
performed by applying custom probes using bacteridicial chromosomes (BACS),
flanking PAX3, MAML3, NCOAlgenes according to the procedure previously
described (3)FISH analysis foFOXO1, NCOA2andWWTR1was performed with 4-
um sections of formalin-fixed paraffin-embedded ussand the Histology FISH
Accessory Kit (Agilent K5799, Dako, Glostrup, Demkja using commercially
available break apart probes coverifR@XO1 (Zytovision, Zytolight spec Z-2208-
200),NCOA2(Empire genomics, EG-NCOA2BA-20-ORGR) anwdNTR{Zytovision,
Zytolight spec Z-2212-50).

RNA extraction for Real-Time RT-PCR and Paired-endRNA-sequencing

Total RNA was extracted from formalin-fixed parafémbedded tissue section using
Trizol reagent (Thermo Fisher Scientific, CourtalipeFrance) according to the
manufacturers’ recommendations. DNA was removedgu§tNase-free DNase set
(Qiagen) followed by a second Trizol extractioneTyeld of total RNA obtained was

evaluated using NanoDrop (Thermo Fisher Scientific)
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Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction amgsis for PAX3-MAMLS3,
PAX3-FOX01, PAX3-NCOAaNnd PAX3-WWTR1fusion genes

Real-time RT-PCR, using Tagman technology accortlinthe technique previously
described by Hostein et al (6), was performedHaiX3-MAML3and PAX3-FOXO1
fusion genes. FOPAX3-MAML3gene fusion, the following primers and probe were
used:

PAX3forward primer: 5-TTT CCA GCT ATA CAG ACAGCT TT&’
MAML3reverse primer: 5-TCC TTC CAACTT CCT TTT CAC AGT

Probe: 5-FAM-AACCCCACCATTGGCAATGGCCT-TAMRA-3’

For PAX3-FOXO1gene fusion, the following primers and probe wesed:
PAX3forward primer5’-TTG GCA ATG GCC TCT CAC C-3

FOXO1reverse primer: 5’-ATC CAC CAAGAACTT TTT CCA G-3

Probe: 5-TET-CCCTAC ACA GCA AGT TCATTC GTG TGC ABAMRA-3’
Conventional RT-PCR was performed ®AX3-NCOA2and PAX3-WWTRXusion
genes.

An aliquot of the RNA extracted from FFPE tissueswiged to confirm the novel
fusion transcripts identified. One microgram obldRNA was reverse-transcribed in
cDNA with the High Capacity cDNA Reverse TransdoptKit with RNase Inhibitor
(Invitrogen, cat. No. 4374966). PCR was performgdgithe AmpliTaq Gold™ DNA
Polymerase kit (Applied Biosystems™, cat. No. 436)8n 50 ng of cDNA with the
following primers: PAX3_FWD: 5 GACCCTGTCACAGGCTAG' and
WWTR1_REV: 5 TCTGCTGGCTCAGGGTACT 3’ and for thecrprocal

transcript:

WWTR1_FWD: 5- CACACCAGTGCCTCAGAG - 3’ and

PAX3_REV :5 - CGTGTTCAAAAGGATTTGAAACC - 3'.

For PAX3-NCOAZ2 validation, the following primers veeused:

PAX3_FWD: 5 CTTTGTGCCTCCGTCGGG 2ind NCOA2_REV:
5CTCGTGTCTGGGAAAAGCTG 3'. The Touchdown 60°C pragn was used (TD
60°C; two cycles at 60°C, followed by two cycleb8tC, two cycles at 58°C, three
cycles at 57°C, three cycles at 56°C, four cyctesbaC, four cycles at 54°C, five
cycles at 53°C, and finally 10 cycles at 52°C). R&Z8ducts were then purified
using the lllustra ExoProStar™ PCR Purification ¢GE Healthcare, cat. No.
US77702), and sequencing reactions were perfornibdie Big Dye Terminator
V1.1 Kit (Applied Biosystems, cat. No. 4337450)té&fpurification with the Big Dye
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XTerminator Purification Kit (Applied Biosystemsicélo. 4376486), the samples

were sequenced on a 3130x| Genetic Analyzer (ApBiesystems).

Paired-end RNA sequencing

Four cases were studied by RNA sequencing with dnmfixed paraffin-embedded

material (cases 5, 8, 29 and 40). All samples haeraentage of RNA fragments
above 200 nucleotides (DV200) above 13% upon Tdapeo8 analysis using the Hs
RNA Screen Tape (Agilent).

Libraries were prepared with 100 ng of total RNAngsthe TruSeq RNA Access
Library Prep Kit (lllumina, San Diego, USA). Libras were pooled by groups of 12
samples. Paired-end sequencing was performed ubsgNextSeq 500/550 High
Output V2 kit (150 cycles) on an lllumina NextSe@p5platform (lllumina, San Diego,
CA).

Sequencing data (average of 65 million reads pepkg were aligned with STAR on
GRCh 38 reference genome. The fusion transcripte walled with STAR-Fusion,

FusionMap, FusionCatcher, ERICSCRIPT and TopHatfuand validated if present

in the fusion list of at least two algorithms (7}11

Results

Clinical features

A total of 41 cases were included in this studytidé characteristics and clinical

follow-up are presented in Table 1. Sixteen pasiemtre male (39%) and 25 female
(61%). The mean and median ages at diagnosis vizePeahd 49 years, respectively
(range 25-84). Tumors arose predominantly in thsahaavity (28 cases, 68%),

ethmoid sinuses (20 cases, 49%) with 11 casestinthe nasal cavity and ethmoid

sinuses (27%). Seven cases (17%) arose in thd &wises NOS and 6 cases (15%)
showed an extensive tumor with involvement of theuses and adjacent bones.
Tumor size was known in 17 cases and ranged frorto 4D mm (median size 35

mm).

Treatment was known in 33 patients and consistadiigery for 32, with radiotherapy

in 9 patients, chemotherapy in 2 and radiotherayychemotherapy in 2 patients.
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Clinical follow-up varied from 11 to 185 months (di@n 45 months) and was
available for 25 patients of the cohort with 8 r#ceases. Local recurrences occurred
in 8 cases (32%) at 9 to 95 months of follow-up. pagient showed evidence of

distant metastasis.

Pathological features (Figures 1 and 2)

Initial diagnosis was schwannoma (n=6), neurofibadm=1), MPNST (n=13, with
rhabdomyoblastic differentiation in 5 cases), syabsarcoma (n=1), fiborosarcoma
(n=3) and low-grade sinonasal sarcoma (n=17). ©R0@ases seen after 2014, 17
were properly classified by the initial pathologisinal diagnosis of BSNS was based
on histology and immunohistochemistry accordintheoriginal description (1). The
histologic characteristics are highly reproducinhel diagnosis is easy in most cases.
Tumors were poorly circumscribed with infiltrativesolvement of surrounding
tissues, particularly sinonasal bones (19 out cd@8ples containing bone tissues).
Twenty-five cases showed hyperplasia of the oveglyespiratory epithelium with
entrapment of benign glands in the tumor. The tsneonsisted of hypercellular
proliferation of monotonous spindle cells arrangethscicles, often with a
herringbone pattern. The cellularity was typicddlgh with usually scanty collagen
and focally myxoid changes in 7 cases. A hemangiogiema-like pattern was
focally present in 33 cases. Tumor cells were umfwith a monotonous elongated
hyperchromatic nucleus with fine granular chromatia a small amount of
cytoplasm with indistinct borders. Pleomorphic gelere visible focally in only one
case (Figure 2). Cells with abundant eosinophiftoglasm in favor of
rhabdomyoblastic differentiation were present taSes (cases 5, 6, 7, 14 and 16).
Mitotic activity was low in most cases (from 0 tandtoses per 10 high power fields,
median count 1), but 2 cases showed 9 and 12 mifmel0 high-power fields.
Necrosis was always absent.

Immunohistochemical features (Figure 3)

Results are summarized in Table 2. All 41 case®%d)0showed focal (56%) or
diffuse (44%) positivity for S100 protein wherea®>8l0 was negative in all cases
tested. H3K27me3 was retained in 33% of cases anikploss in 67% of cases
(median, 65% of positive tumor cells). Smooth mesattin was positive in 90% of
cases, desmin in 66%, myogenin in 20% and MyoD41#. Desmin, myogenin and

MyoD1 were positive only focally. PAX3 was positive 29 cases tested with 21
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cases showing a diffuse positivity (strong podigivh 14 and weak in 7 cases) and 8
cases with a focal positivity (strong positivity2ncases and weak in 6 cases). Nuclear
beta-catenin was focally positive in 26% of cagesnkeratin AE1/AE3, EMA and
CD34 were focally positive in 11, 11 and 10% ofesasespectively.

Molecular biological features

Initially, 44 cases were screened with RT-PCR R&X3-MAML3 35 cases were
positive, 5 negative and 4 non-interpretable bezafisiucleic acid degradation. Then,
8 of these negative or non-interpretable cases s@eened with FISH for probes for
PAX3 5 were positive and 3 non-interpretable. Thesw#B-interpretable cases for
RT-PCR and FISH were excluded from the study bexafisiucleic acid degradation.
Among the 5 positive cases with FISH BBAX3 2 were positive with FISH for
MAML3 (cases 9 and 15) and 3 were negative. These 3iveegases (cases 5, 8 and
29) were also negative with FISH fBliCOAlandFOXO1 These 3 cases as well as
case 40 (recent case negative for initial RT-PCBjevanalyzed by RNA sequencing.
This revealed a fusion transcript which was condidnby both RT-PCR and FISH:
PAX3-NCOAZcase 5)PAX3-WWTRIcases 8 and 29) amtAX3-FOXO1(case 40).
Fusion transcript® AX3-NCOA2and PAX3-WWTRwere also confirmed by Sanger
sequencing (Figures 4 and 5). They were both imdréusions involving?AX3exon

7 with NCOA2exon 12 andPAX3exon 8 withWWTR1exon 5, respectively.

Discussion

To our knowledge, three series of biphenotypic isasal sarcoma have been
published with 44, 11 and 15 cases, respectivel§2513). We report here the second
largest series with 41 cases. We confirm that tinsor is locally aggressive with
frequent bone destruction and local recurrencenithtno distant metastasis. It occurs
in the nasal cavity and/or paranasal sinuses, pre@gmtly in middle-aged females.
Histologically, BSNS is a poorly circumscribed ahgpercellular proliferation of
monotonous spindle cells with a low mitotic ratedarfrequently, entrapped
hyperplastic surface epithelium. In our series, yomne case showed focal
pleomorphic cells, 2 cases showed some mitotiviactand focal myxoid changes
were present in 7 cases. We also confirm previoysiplished data on the
immunohistochemical profile with constant posityiat least focal, for S100 protein

and negativity for SOX10, frequent positivity of sole markers and usual negativity
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for epithelial markers and CD34. As recently repdrby Jo VY et al (13), all our
tested tumors were PAX3-positive but with weak andidcal positivity in about half
of them. Regarding muscle markers, we found fregjémeal positivity for MyoD1
(91% of cases) but a much lower rate of positifity myogenin (20%). This is in
agreement with the expression profiling reportedvidgng X et al (2) in 8 cases of
BSNS. In that study, MyoD1 was one of the top 186rexpressed genes. However,
they observed a focal expression of MyoD1 in onlput of 25 cases whereas we
found positivity in 91% of our cases. This diffecenmay be due to the different
antibodies used in the studies (clone 5.8 A by W4rgg al and clone EP212 in our
study). Unlike Rooper LM et al (12) who reported almost constant nuclear
positivity for beta-catenin, only 26% of our casd®wed focal nuclear positivity.
Therefore, other studies are necessary to evathateisefulness of this marker in
BSNS.

A recurrentPAX3-MAML3fusion event is present in most BSNS with a fewesa
showing alternative fusion d?AX3with NCOAlandFOXO1 In their series of 44
cases, Fritchie KJ et al (5) reported 24 cases aiAX3-MAML3 3 cases with a
PAX3-FOXOland 1 case with RAX3-NCOAIfusion gene, whereas 11 cases showed
a PAX3rearrangement but with no rearrangemenvidiML3, FOXO1, NCOA®Nnd
NCOAZ2genes. In the present study, 37 cases showRaX8-MAML3fusion, 2 cases
a PAX3-WWTRZIusion, 1 case #AX3-FOXO1fusion and 1 case BAX3-NCOA2
fusion. Given the structural and functional simtlarof the MAML3, FOXO1,
NCOAL1 and NCOA2 proteins, the presence d?AX3-NCOA2fusion transcript in
BSNS was expected (5). Like the 2 cases of BSN& @iNCOAL rearrangement
reported by Huang SC et al (3), our case withGDAZ2rearrangement showed focal
rhabdomyoblastic differentiatioAX3-WWTR1s a new fusion in BSNS. WWTR1,
also known as TAZ, is a transcriptional co-activatoth a PDZ binding motif. In
mammals, YAP1 and WWTR1 are downstream effectors of the Hippo signaling
pathway, which is an evolutionarily conserved netwthat plays a central role in
regulating cell proliferation and cell fate to camitorgan growth and regeneration.
The Hippo pathway controls gene expression by itingthe activity ofYAPland
WWTR1 Hyperactivity of these two genes promotes unadlel cell proliferation,
impairs differentiation, and is associated withaan14). AWWTR1-CAMTA1usion
has been shown in epithelioid hemangioendotheliantais now a key diagnostic tool
for this rare tumor (15). BSNS is a second exaroptbe direct role of'WWTR1in the
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development of a cancer. Recently, Sun C et al (&pdrted the important role of
YAPlandWWTR1in skeletal muscle stem cell function. They showet YAPland
WWTR1play a similar role in promoting myoblastic preliition, and that during the
later stage of myogenesM/WTR1switches toward influencing satellite cell fate by
promoting myogenic differentiatio’’Y AP1 and WWTR1have many common target
genes, buWWTR1regulates some genes independently AP1, including myogenic
genes such &AX7 MYF5andMYOD1

In conclusion, this is the second largest serieB®INS. We report two new fusion
transcripts, PAX3-NCOA2 and PAX3-WWTR1,and confirm the major value of
immunohistochemistry for the diagnosis with constawsitivity of S100 protein and
PAX3 associated with negativity of SOX10. Moreowee, found that MyoD1 is more

sensitive than myogenin for demonstrating myogeifferentiation in this tumor.
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Figure and Table legends

Figure 1. Main histological features of biphenotyminonasal sarcoma. Tumor is
poorly circumscribed (A) with frequent involvememtf sinonasal bones (B).
Hyperplasia of overlying respiratory epithelium kvigntrapment of benign glands by
tumor cells is a typical feature (C). Tumor is cas@d of hypercellular proliferation
of monomorphic spindle cells arranged in mediunetay fascicles, often with a
herringbone pattern (D). Hemangiopericytoma-likeétgga is common (E). Tumor

cells are uniform with monotonous spindle nuclend lw mitotic activity (F).

Figure 2: Rare morphologic patterns of biphenotypigconasal sarcoma. Myxoid
changes may be focally present (A). Focal chramil@immatory infiltrate is rare. One
case (#5) showed a histiocytic infiltrate (B). Oolye case (#19) showed focal nuclear
atypia (C). Focal rhabdomyoblastic differentiatawas present in 5 cases with large
round or elongated cells with abundant eosinopltjitoplasm (D) and focal cross-

striation. Desmin (E) and myogenin were always fpasin these areas.

Figure 3: Immunohistochemical profile of biphenatysinonasal sarcoma. S100
protein was always positive focally or diffusely)(&vhereas SOX 10 was always
negative (B). MyoD1 was positive in about 90% o$e= (C). Myogenin was focally

positive in only 20% of cases (D). PAX3 was positim all tested cases, strongly and
diffusely in about half of them (E) but weakly aodfocally in the other cases with a

background in some cases (F).
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Figure 4: NovelPAX3-NCOAZ2fusion in biphenotypic sinonasal sarcoma (Case 5).
Typical aspect of BSNS (A) with areas showing rlabygoblastic differentiation (B).
Immunohistochemistry with desmin highlights crossasions (C). Fluorescence

situ hybridization (FISH) using a break-apart probeveha rearrangement BICOA2
(D). E. Structure oPAX3-NCOAZ2fusion transcript. From up to bottom: schematic
representing locus and chromosomal position®AK3 and NCOA2 schematic of
breakpoint positions involving?AX3 exon 7 andNCOA2 exon 12; nucleotidic

sequence of adjoined sequences.

Figure 5: NovelPAX3-WWTRIZusion in biphenotypic sinonasal sarcoma (Cases 8
and 29). Typical aspect of BSNS (A-case 8) witHudié positivity of S100 protein
(B-case 8). Fluorescenaesitu hybridization (FISH) using a break-apart probevehio

a rearrangement ofWWTRL1 (C-case 29). D. From up to bottom: schematic
representing locus and chromosomal position®AK3 and WWTR1 schematic of
breakpoint positions involvin@AX3exon 8 andVWTR1exon 5 for both cases, and
associated reciprocal fusion transcKp¥WTR1exon 4 andPAX3exon 10 for cases 29;

nucleotidic sequence of adjoined sequences fosdsaad 29.

Table 1: Clinical and follow-up data in a series 4f biphenotypic sinonasal

sarcomas.

Table 2: Immunohistochemical results in a series4f biphenotypic sinonasal

sarcomas.
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afjle 1 :

Case| Sex| Age Site of tumor
1 F | 69 Smus (ethmoid)
2 | F|25 Nasal cavity
3 | M| 35 Nasal cavity
4 | F | 49 Smus (ethmoid)
5 | F| 49 Nasal cavity/sinus (ethmoid)
6 | F | 40 | Nasal cavity/sinus (ethmoid)/cribriform plate/skull base
7 | F| 38 Smus (NOS)
& | M| 76 Nasal cavity
9 | F| 63 Sinus (ethmoid)/skull base/orbit
10 | F | 37 Nasal cavity
11 | M| 63 Nasal cavity
12 | F | 43 Smus (ethmoid)/skull base
13 | M| 28 Nasal cavity
14 | F | 62 Nasal cavity/sinus (ethmoid)
15| F | 81 Nasal cavity/sinus (ethmoid)
16 | F | 25 Nasal cavity
17 | M| 28 Nasal cavity
18 | M| 38 Nasal cavity
19 | M| 50 Nasal cavity/sinus (ethmoid/frontal)
20 | F | 84 Sinus (ethmoid/frontal)/orbat
21 | M| 77 Nasal cavity/sinus (ethmoid/frontal)
22 | F| 71 Sinus (etmoid/frontal)
23 | F | 77 Nasal cavity/sinus (ethmoid)/orbit/skull base
24 | M| 32 Nasal cavity/sinus (ethmoid/frontal)
25 | M| 59 Sinus (ethmoid/frontal)/orbat
26 | M| 65 Nasal cavity/sinus (ethmoid)
27 | F | 50 Nasal cavity
28| F | 70 Nasal cavity
29 | F | 65 Nasal cavity
30 | F | 49 Simus (NOS)
31 | M| 29 Smus (ethmoid)
32 M| 4 Nasal cavity/sinus (ethmoid)
33 | F | 64 Masal cavity/sinus (NOS)
34 | F| 77 Nasal cavity/sinus (ethmoid)
35 | M| 38 Smus (ethmoid)
36 | F | 41 Sinus (NOS)
37 | F | 60 Nasal cavity/sinus (NOS)
38 | M| 65 Nasal cavity/sinus (NOS)
39 | F | 31 Nasal cavity
40 | M| 39 Nasal cavity
41 | F | 48 Sinus (NOS)

Abbreviations: NA: not available: NED: no evolutive disease; AWD: alive
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Local

Eecurrence| Follow-up
Treatment modalities (months) | (months) |Status
Surgery Yes (36m) 185 AWD
Surgery No 175 NED
NA NA NA NA
Surgery No 145 NED
Chemotherapy, surgery, radiotherapy No 83 NED
Surgery NA NA NA
NA NA NA NA
Surgery No 119 NED
Chemotherapy, radiotherapy Yes (91m) 102 AWD
Surgery, chemotherapy No 107 NED
Radiotherapy. surgery Yes (95m) 06 NED
Surgery, radiotherapy, chemotherapy No 69 NED
Surgery Yes (24m) 33 NED
Surgery, chemotherapy No 55 NED
Surgery NA NA NA
NA NA NA NA
Surgery Yes (27m) 34 NED
Surgery No 54 NED
Surgery Yes (15m) 49 NED
Surgery No 45 NED
NA NA NA NA
Surgery No 23 NED
Surgery No 17 NED
Surgery No 27 NED
Surgery, radictherapy No 12 NED
Surgery, radiotherapy Yes (11m) 23 NED
Surgery, radiotherapy No 25 NED
Surgery No 25 NED
Surgery NA NA NA
NA NA NA NA
Surgery, radiotherapy Mo 20 NED
Surgery, radiotherapy No 18 NED
Surgery Yes (9m) 11 AWD
SUrEery NA Becent case| NA
Surgery, radiotherapy NA Recent case| NA
NA NA Becent case| NA
NA NA Fecent case| NA
NA NA Becent case| NA
NA NA Fecent case| NA
NA NA Becent case| NA
NA NA Fecent case| NA
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CARACTERISATION CLINICO-PATHOLOGIQUE ET MOLECULAIRE DU SARCOME
SINONASAL BIPHENOTYPIQUE A PARTIR D'UNE SERIE DE 41 CAS

RESUME
OBJECTIFS

Le sarcome sinonasal biphénotypique (BSNS) estumeur rare de la région naso-sinusienne, de
bas grade mais localement agressive, caractérigéaune double différenciation nerveuse et
musculaire et, le plus souvent, par le transcrifuseon PAX3-MAML3. L'objectif de notre étude
était d'étendre la caractérisation de cette noevehtité, tout particulierement au niveau
moléculaire, a partir d’'une analyse rétrospectiverespective d’une série de 41 cas.

MATERIELS ET METHODES

Les 41 cas de la série étaient issus des archevptudieurs départements de Pathologie, membres
des réseaux francais spécialisés RRePS et REFCQR. [€s cas ont fait I'objet d’'une double
relecture histologique. Les analyses immunohistoithies ont été réalisées sur un automate
Benchmark Ultra (Roche Ventana, Meylan, France}. dralyses moléculaires ont été réalisées par
FISH, RT-PCR et RNA-sequencing. Les données clasgat de suivi ont également pu étre
analysées pour une partie des cas de la série.

RESULTATS

Dans cette étude, nous confirmons que le BSNS #oléchlus souvent les femmes d’age moyen et
se développe majoritairement au niveau de la caegis@le ou de I'ethmoide. Il s’agit d’'une tumeur
localement agressive, fréquemment associée a uahigement osseux de voisinage et a la
survenue d'une récidive locale. Au niveau microsgo@, le BSNS se caractérise par une
prolifération densément cellulaire, mal limitée,adlules fusiformes et monomorphes, a l'activité
mitotique faible. Le profil immunohistochimique estractérisé par la positivité constante de la
PS100, la négativité du SOX10 et une positiviégfiente des marqueurs musculaires et de PAX3.
Enfin, au niveau moléculaire, nous avons identdiéanscrit de fusion canonique PAX3-MAML3
sur 37 cas ; le transcrit PAX3-FOXOL1 sur 1 castrdascrit PAX3-NCOA2 sur 1 cas et le transcrit
PAX3-WWTRL1 sur 2 cas.

CONCLUSION

Nous mettons ici en évidence deux nouveaux trassibei fusion caractéristiques du BSNS, PAX3-
NCOA2 et PAX3-WWTR1. Nous confirmons le rble clé danmunohistochimie pour le
diagnostic de cette tumeur, avec une positivitéstaone de la PS100 et de PAX3, associée a une

négativité de SOX10. De plus, nous montrons qudyleD1 est plus sensible que la myogénine
pour mettre en évidence la différenciation muscelsiriée du BSNS.
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