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I/ INTRODUCTION 

 Généralités et définitions des tumeurs conjonctives adipeuses de 
l’adulte 

  

Comme dans tous les types de tumeurs, les tumeurs des tissus mous sont constituées 

de lésions bénignes ainsi que des lésions malignes appelées sarcomes (1). 

Le lipome représente la tumeur bénigne la plus fréquente (environ 50%) des tissus 

mous de l’adulte (1). 

Les sarcomes, quant à eux, sont plus rares et représentent 0,5 à 1% des cancers de 

l’adulte (1). 

Au sein de ces sarcomes, le liposarcome est la tumeur maligne la plus fréquente de 

l’adulte, représentant 20 à 25% (2) (3). 

Dans la dernière classification de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) des 

Tumeurs des Tissus Mous et des Os parue en 2020, les liposarcomes sont divisés en 

5 sous types histologiques et moléculaires, selon leur étape de différenciation 

adipocytaire et leurs caractéristiques moléculaires : la tumeur lipomateuse atypique / 

liposarcome bien différencié (ALT/WDLS), le liposarcome dédifférencié (DDLS), le 

liposarcome myxoïde / à cellules rondes, le liposarcome pléomorphe (PSCL) et le 

liposarcome myxoïde pléomorphe (1). 

Le liposarcome bien différencié et le liposarcome myxoïde sont les plus fréquents des 

liposarcomes. En effet, le liposarcome bien différencié représente près de la moitié 

des liposarcomes (40-45%). Le liposarcome myxoïde représente environ 20 à 25% 

des liposarcomes (2) (3) (4). 

Il est nécessaire de distinguer le lipome de la tumeur adipeuse atypique (ALT) / 

liposarcome bien différencié car leur évolution est différente et requiert donc une prise 

en charge thérapeutique et un suivi différent (5). 

Les tumeurs adipeuses atypiques/ liposarcomes bien différenciés sont des sarcomes 

à génétique simple caractérisés par une amplification de la région chromosomique 

12q13-15 contenant le gène MDM2 (1) (2) (3) (6). Les liposarcomes pléomorphes sont 



3 

des tumeurs « à génétique complexe » caractérisés par de nombreuses anomalies 

non récurrentes et non spécifiques tandis que les liposarcomes myxoïdes /à cellules 

rondes sont définis par le plus souvent la translocation t (12 ;16) (q13 ; p11) générant 

le gène de fusion FUS-DDIT3 (1) (3). 

Les aspects moléculaires seront développés dans la section diagnostic moléculaire.  

Le lipome, quant à lui, est une tumeur bénigne, qui nécessite soit une simple 

surveillance soit une exérèse chirurgicale en marges réduites.(5) 

La tumeur adipeuse atypique/ liposarcome bien différencié, est un liposarcome de bas 

grade présentant un risque de récidive locale (variable selon les études : de 5% à 22%) 

ainsi qu’un faible risque de dédifférenciation (6-17%) rarement d’emblée mais au cours 

d’éventuelles récidives locales (4) (5) (7). La dédifférenciation si elle survient implique 

la possibilité d’apparition de métastases (8). Le terme tumeur adipeuse atypique doit 

être réservé aux localisations permettant une exérèse complète (tissus mous des 

membres) tandis que le terme liposarcome de bas grade doit être utilisé pour les 

localisations axiales : rétropéritoine, médiastin ne permettant pas d’exérèse complète 

(6) (9) (8) (10). Les facteurs qui déterminent le risque de récidive locale sont donc la 

localisation de la tumeur et la qualité d’exérèse (7) (8). 

Les délais de récidive de ces tumeurs de bas grade peuvent être long nécessitant un 

suivi prolongé des patients clinique et en imagerie (IRM) (7) (8). 

La place de la radiothérapie dans le traitement du liposarcome bien différencié, est 

controversée et il n’existe pas à ce jour de gold standard bien définit (6). En effet, des 

études ont montré que la survie globale n’était pas modifiée quand il s’agit d’une 

tumeur des membres (ALT), mais peut s’avérer indiquée si les marges chirurgicales 

ne sont pas saines (R1) ou en cas de récidives lorsque la chirurgie n’est pas possible 

ou mutilante (6) (8). Le risque de récidive après radiothérapie est alors diminué de 

74% selon certaines études (6) (8). 

Le diagnostic des tumeurs adipeuses comme toute tumeur des tissus mous doit 

s’effectuer en centre de référence de « sarcomes » (5) (6) (7) (8). 
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 Diagnostic clinico-radiologique des tumeurs adipeuses bien 
différenciées 

 

Le lipome intéresse le plus souvent l’adulte, de 40 à 60 ans. Il est plus rare chez le 

jeune adulte et l’enfant, et il est plus fréquent chez les personnes obèses. Le lipome 

conventionnel intéresse les tissus sous cutanés superficiels, les tissus mous profonds 

(lipome intramusculaire) et rarement la surface des os (11) (12). 

Cliniquement, il s’agit d’une tumeur asymptomatique ; mais peut devenir douloureuse 

et gênante en cas de compression nerveuse. Généralement il s’agit de petites tumeurs 

bien limitées < 5cm, saillantes sous la peau lorsque leur localisation est superficielle 

(12) (10). 

Macroscopiquement, le lipome est une tumeur bien circonscrite, encapsulée, de 

surface jaune, et de consistance molle et homogène à la coupe. Le lipome intra ou 

intermusculaire est définie par la présence d’une portion de muscle squelettique en 

périphérie de la tumeur (12).   

         

Photo clinique et macroscopique d’un lipome (Web Pathology) 

          

La tumeur adipeuse atypique/ liposarcome bien différencié touche le plus souvent une 

population plus âgée que celle du lipome (âge moyen de 60 ans). Les tumeurs 

adipeuses atypiques correspondent à une tumeur développée dans le tissu sous-

cutané ou dans le muscle des membres (cuisses et jambes le plus souvent). Les 

liposarcomes bien différenciés se développent dans le rétropéritoine, la zone para 

testiculaire ou le médiastin. Cliniquement, il s’agit le plus souvent d’une tumeur peu 

symptomatique, parfois palpable, dont la taille évolue lentement et progressivement 

pouvant atteindre plusieurs dizaines de centimètres notamment dans la localisation 

rétropéritonéale entraînant des compressions d’organes voisins (10) (11) (12). 
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Macroscopiquement, il s’agit d’une tumeur souvent de grande taille (> 5 cm) de couleur 

jaunâtre à blanchâtre (selon le pourcentage de zone adipeuse, fibreuses ou myxoïdes 

au sein de la tumeur). Elle est souvent bien circonscrite, et parfois plurilobulée. A la 

coupe, des remaniements hémorragiques et nécrotiques peuvent être observés. Dans 

la localisation rétropéritonéale, les masses tumorales peuvent être multiples et 

discontinue (10). 

     

 

Photo clinique et macroscopiques d’un liposarcome bien différencié 

Certains paramètres cliniques tels que l’âge (> 60 ans), la taille tumorale (> 10 cm) et  

la localisation tumorale (membres inférieurs : cuisse) doivent faire envisager la 

possibilité d’une tumeur maligne (2) (4) (13).  

Cependant, la clinique, bien que différente entre ces deux entités, ne permet pas à elle 

seule de poser un diagnostic de certitude et des examens paracliniques doivent être 

réalisés.   
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L’échographie, peut être réalisé en première intention, permettant de confirmer la 

nature adipeuse de la tumeur. 

Un lipome apparaîtra comme une masse superficielle (sus aponévrotique) homogène, 

iso ou hyperéchogène par rapport à la graisse sous cutanée. Il peut être encapsulé ou 

non, bien limité et souvent de taille < 10 cm. On notera également une absence de flux 

au doppler, évocateur de tumeur bénigne. 

A elle seule, elle ne permet pas de confirmer la bénignité ou la malignité d’une lésion 

tumorale. 

La radiographie et le TDM en fonction du siège tumoral peuvent également aider au 

diagnostic de tumeur adipeuse mais l’examen d’imagerie de référence reste l’IRM (14).  

En effet, le protocole d’imagerie, en général, impose devant toute tumeur lipomateuse 

des tissus mous de réaliser plusieurs séquences sur plusieurs coupes telles que : T1, 

T2, sans et avec injection de produit de contraste ainsi que les séquences de 

suppression de graisse qui sont essentielles dans ce contexte : Fat-Sat (sur T1 ou T2) 

et STIR (sur T2). Ces séquences doivent être faites sur plusieurs coupes : coupe 

coronale, coupe sagittale, et plan axial (14) (15). 

Ainsi, un lipome est décrit en IRM comme une lésion entièrement homogène, souvent 

encapsulée, de même intensité que la graisse sous cutanée sur toutes les séquences 

avec suppression du signal sur les séquences de saturation en graisse. On décrit 

l’absence de rehaussement après injection de produit de contraste très évocateur 

d’une lésion bénigne. Des cloisons intra lésionnelles peuvent être observées mais 

avec une épaisseur qui doit rester inférieure à 2 mm. De plus, des zones hétérogènes 

peuvent malgré tout être observées au sein d’un lipome en raison de la présence de 

zones nécrotiques (cytostéatonécrose), conduisant à des erreurs diagnostiques en 

imagerie (2) (4).  

Un lipome intramusculaire peut présenter des contours irréguliers, et des aspects 

striés (secondaire à la présence de fibres musculaire intra lésionnelles) pouvant 

également parfois être trompeur en IRM (2). 
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Dans la littérature, certains critères d’imagerie ont été rapportés aidant à la distinction 

entre un lipome et un liposarcome bien différencié (2) (14) (15) : 

-  une localisation tumorale profonde (sous aponévrotique)  

-  une taille tumorale > à 10 cm 

-  un aspect tumoral hétérogène 

-  la présence de septas fibreux irrégulier et épais, (épaisseur souvent > 2 mm) 

-  aspect nodulaire tissulaire, contingent adipeux < 75% 

-  renforcement du signal après injection de Gadolinium sur une zone de plus d’un 

centimètre  

 

La présence de remaniements hémorragiques ainsi que les calcifications ne sont pas 

considérées comme des facteurs discriminants, cependant les remaniements 

kystiques sont plus souvent décrits au sein des tumeurs malignes. 

 

Cependant la rentabilité diagnostique de l’imagerie dans le cadre de ces tumeurs 

adipeuses bien différenciées, reste faible pour les tumeurs adipeuses bien 

différenciées, de l’ordre de 73%, avec une sensibilité de 83% et une spécificité de 67%. 

Ainsi, une étude par Wang and al préconise d’utiliser un score reprenant quelques-uns 

de ces facteurs radiologiques (genre, taille tumorale, profondeur tumorale, la présence 

de septas ou nodule, et remaniements kystiques) pour l’orientation diagnostique. Un 

Z score > 35 est considéré dans cette étude comme évocateur d’une tumeur maligne, 

avec une valeur prédictive négative de 100%. Dans cette étude, ils proposeraient ce 

système de scoring en imagerie comme méthode alternative à la biopsie diagnostique. 

Cependant plusieurs de ces tumeurs dans cette étude ont été mal classées ce qui 

nécessite une revalidation de ce système de scoring et surtout une analyse en Biologie 

Moléculaire pour confirmer le diagnostic (14). 

 

Par conséquent, il est donc admis que l’IRM reste un examen indispensable pour le 

diagnostic des tumeurs adipeuses notamment profondes. Cependant le diagnostic 

définitif repose sur la documentation histologique de la lésion (14) (15).  
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Dans la littérature (4) (16) (17) (18) , il est recommandé de biopsier les lésions 

suivantes pour réaliser une étude histologique et moléculaire : 

- un lipome récidivant 

- une tumeur adipeuse bien différenciée mais avec présence d’atypies cytologiques 

modérées 

- toute tumeur adipeuse de localisation rétropéritonéale, intra abdominale ou 

pelvienne, même en l’absence d’atypies cytologiques en microscopie (ni même en 

l’absence d’autres facteurs suspects associés) 

- les tumeurs profondes des extrémités de grande taille (>10 cm), chez des patients 

âgés de plus de 60 ans, et précisément s’il s’agit du genre masculin, même en 

l’absence d’atypies cytologiques en microscopie. 

- enfin les tumeurs suspectes de malignité en imagerie  

 

Cependant, à l’inverse, il n’est pas toujours justifié de rechercher une amplification 

devant une tumeur lipomateuse bien différenciée avec les caractéristiques suivantes 

(18) : 

- les tumeurs superficielles 

- les tumeurs de taille tumorale < 5 cm des extrémités, sans autre facteur suspect ajouté 

- les tumeurs des extrémités chez les patients de moins de 50 ans, sans autre facteur 

suspect ajouté 

- les tumeurs des mains et des pieds 

- les tumeurs adipeuses de localisation inhabituelles (larynx, épiglotte, langue...), 

localisation très rare de liposarcome, sans autre indicateur de possible malignité 

surajoutés. 
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 Diagnostic histologique  

 

Pour poser un diagnostic précis devant une tumeur adipeuse bien différenciée, il 

convient de réaliser un examen microscopique.  

De nombreuses études (19) (20) (21)ont démontré que la microbiopsie scannoguidée, 

réalisée avec des aiguilles en générale de calibre 16G, était le gold standard.  

Ainsi, en microscopie, le lipome conventionnel est composé d’un tissu adipeux bien 

différencié, fait de lobules d’adipocytes matures, de taille et forme variable. On peut 

observer des zones de remaniements myxoïdes ou de nécrose associée à des 

histiocytes qui ne doivent pas être interprétés à tort comme des lipoblastes (10) (18).  

                                           

Histologiquement, la tumeur adipeuse atypique/liposarcome bien différencié est 

subdivisée en 3 sous-groupes (11) (22) : 

- « lipoma-like » (le sous-groupe le plus souvent observé) 

- sclérosant (deuxième sous-groupe rencontré)  

- inflammatoire  

 

Le liposarcome « lipoma-like » est constitué d’adipocytes matures, de taille cellulaire 

variable indistinguable d’un authentique lipome. Quelques atypies nucléaires minimes 

et subjectives tels que des noyaux hyperchromatiques ou la mise en évidence de 

lipoblastes ne permettront pas d’affirmer la malignité (17) (19) (23). 

Dans le type « sclérosant » il existe des travées collagéniques contenant des éléments 

cellulaires fusiformes ou plus globuleux à noyau hyperchromatique de type ‘floret cells’ 

(24). 

Le liposarcome de type inflammatoire, est un variant rare de liposarcome bien 

différencié, qui siège dans le rétropéritoine principalement. Dans ce cas, l’infiltrat 

inflammatoire est prédominant par rapport aux cellules adipocytaires et peut poser le 

problème du diagnostic différentiel avec une tumeur myofibroblastique inflammatoire 

ou un lymphome. C’est la présence des cellules stromales multinuclées qui permet 

d’orienter vers le diagnostic de liposarcome inflammatoire (24).                  
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Ainsi, la morphologie seule est insuffisante pour différencier le lipome de la tumeur 

adipeuse atypique/ liposarcome « lipoma-like » (16) (19) (20) (21) (25). 

De plus, il est important de souligner que certains lipomes dits à cellules fusiformes et 

pléomorphes, peuvent comporter des cellules atypiques parfois multinuclées ainsi que 

des lipoblastes tout en restant des tumeurs bénignes. Dans ce cas il peut être 

intéressant d’avoir recours à l’immunohistochimie et à la FISH. En effet ces lipomes 

se caractérisent par une expression du CD34 et une délétion du gène RB1 qui peut 

être mise en évidence en FISH. Ils ne comportent pas en revanche d’amplification du 

gène MDM2 (26). 

Devant la difficulté morphologique de ces tumeurs, on peut donc recourir, à des 

techniques complémentaires pour l’obtention du diagnostic final. 

 

  Diagnostic moléculaire et cytogénétique 

 

Le lipome et la tumeur adipeuse atypique/liposarcome de bas grade (ATL/WD) ont des 

caractéristiques moléculaires et cytogénétiques spécifiques, ce qui permet leur 

distinction (10) (23). 

En cytogénétique, on retrouve dans 60% des lipomes des anomalies (11). Les 

aberrations chromosomiques les plus souvent retrouvées (2/3 des tumeurs) au sein 

des lipomes impliquent le segment 12q13-15 et concernent des insertions ou des 

translocations (27). On y rencontre des réarrangements des gènes de la famille 

HMGIC, ciblant par exemple le gène HMGA2 sur le chromosome 12 (high mobility 

group AT-look 2), et dont la translocation la plus fréquente est la t (3 ;12) (q27-28 ; 

q13-15). Le transcrit de fusion le plus souvent observé est celui entre les gènes 

HMGA2 et LPP (19). Des études ont démontré que la régulation de la prolifération 

cellulaire adipeuse résulte de la balance entre les protéines HMGA1a/b et HMGA2. En 

effet, un gain d’activité de la protéine HMGA2 conduit à une prolifération des 

adipocytes, responsable de l’apparition de la tumeur adipeuse. C’est donc la perte 

d’équilibre de cette balance entre ces deux protéines qui serait à l’origine des lipomes 

ou des liposarcomes (28) (29). 
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Certains lipomes conventionnels (15-20%) peuvent présenter d’autres anomalies 

cytogénétiques intéressant le segment 6p21 ainsi qu’une délétion du segment 13q 

n’intéressant pas le locus Rb1 et n’affectant pas l’expression de la protéine Rb1 

(observée dans les lipomes à cellules fusiformes). Dans ce cas-là, l’expression 

immunohistochimique de l’anticorps anti HMGA2 peut ne pas être observée (11) (28) 

 

 

Schématisation de la translocation HMGA2/LPP dans le lipome                                                      

(illustration prise sur le site Pathology Outlines) 

 

En revanche les liposarcomes bien différenciés, comportent dans plus de 93% des cas 

des chromosomes géants et en anneaux, concernant la région 12q13-15. Cette région 

est complexe comporte de nombreux gènes qui sont amplifiés, tels que MDM2, CDK4, 

HMGI-C, SAS, GLI, CHOP…jouant tous un rôle important dans la tumorogénèse des 

liposarcomes. D’autres gènes peuvent être donc amplifiés dans cette région : YEATS4 

dans 85% des cas, DDIT3 (30%), PTPRQ (45%), FRS2(95%) (11) (30) (31) (32). 
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Illustration d’un chromosome en anneau et géant (photos a et b) (Pathology Outlines) 

 

Concernant la pathogénèse : le gène MDM2 inhibe la transcription de la Tp53, tandis 

que le gène CDK4 intervient dans la voie de régulation de la protéine Rb1 et de la 

prolifération cellulaire (21) (25) (31).  

Le gène HMGI-C est également impliqué dans la tumorogénèse des liposarcomes 

(86%) par mécanisme d’amplification (28) (30). 

Ces anomalies génétiques peuvent être également associées à des amplifications 

d’autres régions chromosomiques, telles que la région 12q21-22 ou 1q21-25.  

Ainsi, l’amplification des gènes MDM2 (95-100%) et CDK4 (60-95%) est donc très 

évocatrice de liposarcome bien différencié car absente dans les lipomes (24) (30). 

L’amplification du gène MDM2 seule sans amplification du gène CDK4 est rarement 

décrite dans les tumeurs bien différenciées des membres, et serait plus observée au 

niveau des tumeurs développées dans le rétropéritoine ou dans les liposarcomes 

dédifférenciés (33). Les autres types de liposarcomes tels que les liposarcomes 

pléiomorphes et myxoïdes, ne comportent pas cette amplification (30). 

La recherche d’amplification du gène MDM2 peut s’effectuer actuellement grâce à 

différentes techniques : 

- Après la cytogénétique conventionnelle (caryotype), la Comparative Genomic 

Hybridization (CGH array) est l’une des techniques à mettre en évidence cette 

amplification (30). Elle permet de visualiser sur l’ensemble des chromosomes des 

gains ou des pertes de segments chromosomiques. De meilleure résolution qu’un 

simple caryotype, elle permet également de mieux préciser la localisation génomique 
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de ces altérations. Cependant, elle ne permet pas la détection des anomalies 

chromosomiques équilibrés (translocation, inversion) et reste malgré tout de faible 

résolution par rapport à d’autres techniques (résolution de 100 kb). D’autant plus que 

cette méthode est longue et non accessible dans tous les centres hospitaliers. De nos 

jours, elle est moins utilisée pour la recherche de l’amplification du gène MDM2 en 

comparaison avec les autres techniques. 

- la FISH est la méthode de cytogénétique moléculaire la plus souvent utilisée pour 

rechercher l’amplification de MDM2 dans les tumeurs adipeuses bien différenciées 

(21) (25) (34). 

C’est une technique utilisant l’ADN (noyau interphasique) sur tissus frais, congelé ou 

fixé dans le formol, permettant ainsi, en général, la détection de nombreuses 

anomalies chromosomiques (amplification ou duplication / délétion / translocation), et 

est basée sur 3 principes (détaillée au Chapitre Matériel et Méthodes et fiche Annexe) : 

 Dénaturation de l’ADN 

 Hybridation avec des sondes spécifiques cibles 

 Analyse de la fluorescence 

 

Dans la littérature, dans le cadre des tumeurs adipeuses bien différenciées, le ratio 

pour lequel on considère qu’il y a amplification du gène MDM2 doit être ≥ 2 

(MDM2/CEP12 ≥ 2), mais le seuil de positivité (nombre de noyaux tumoraux amplifiés) 

n’est pas clairement défini (21) (25) (33). 

Cette technique est considérée comme la méthode de référence pour aider à discerner 

un lipome d’un liposarcome bien différencié, sur matériel biopsique (20) (35). 

- la PCR quantitative peut également être utilisée pour rechercher une amplification 

des gènes CDK4 et MDM2 (19) (36). 

- enfin, récemment, une nouvelle technique de Biologie Moléculaire : PCR dite de                

‘3ème génération’ la droplet digital PCR (ddPCR) pourrait également être utilisée mais 

il n’existe pas de données publiées dans la littérature. 
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 Diagnostic immunohistochimique 

 

Le gène HMGA2 est exprimé à des taux élevés durant le développement embryonnaire, 

et intervient dans le développement et la différenciation des tissus mous. Cependant, il 

n’est pas exprimé à un taux significatif dans les tissus adultes normaux, notamment 

dans le tissu adipeux non tumoral. Il est en revanche exprimé en immunohistochimie 

dans les lipomes conventionnels dans 75 à 86% des cas ainsi que dans les lipomes à 

cellules fusiformes ou pléomorphes (18%) (28). Il s’agit d’un marquage nucléaire. 

L’expression d’HMGA2 en immunohistochimie est alors corrélée au réarrangement 

chromosomique intéressant la région 12q13-15 avec fréquente translocation du gène 

HMGA2 (29) (28). 

On décrit une expression d’HMGA2 en immunohistochimie dans d’autres tumeurs 

bénignes des tissus mous telles que l’histiocytofibrome (88%), la fascite nodulaire 

(90%), les léiomyomes (30%) ou le schwannome (28). 

Concernant les tumeurs malignes, HMGA2 est positif en immunohistochimie dans les 

tumeurs adipeuses atypiques/liposarcome de bas grade ainsi que dans les territoires de 

dédifférenciation mais également plus rarement dans des léiomyosarcomes, 

myxofibrosarcomes, sarcomes indifférenciés… Le liposarcome myxoïde est en 

revanche négatif (28). 

En pratique quotidienne, l’immunodétection anti-HMGA2 permet de distinguer le tissu 

adipeux normal d’un tissu adipeux tumoral bien différencié, notamment sur matériel 

biopsique, attestant d’un échantillonnage satisfaisant (28). 

En revanche, l’immunodétection anti-HMGA2 ne permet pas de distinguer les tumeurs 

adipeuses bénignes des malignes (28.) 

- L’amplification du gène MDM2 conduit à une surexpression protéique de MDM2 qui 

peut être mise en évidence en immunohistochimie avec un anticorps anti-MDM2 (21) 

(31) (37) (38). 

Son utilisation est controversée pour le diagnostic des liposarcomes bien différenciés en 

raison essentiellement d’un manque de sensibilité comparativement à la technique de 

FISH(36). Des faux positifs ont plus rarement été rapportés (35) (37). 

Enfin l’immunodétection anti-CDK4(cyclin-dependent kinase 4) apparaît moins sensible 

(68,4%) (19), en raison de l’absence dans certains cas de co-amplification du gène 
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CDK4 dans les liposarcomes bien différenciés (environ 10% des liposarcomes) (35) (39) 

(38) et n’est pas utilisée en pratique dans le réseau des pathologistes de RREPS.   

 Objectifs principaux et secondaires de notre étude  

 

L’objectif principal de notre étude a été d’évaluer la fiabilité diagnostique des micro-

biopsies des tumeurs adipeuses bien différenciées profondes des membres de l’adulte 

(ALT), au sein d’un centre expert français appartenant au réseau RREPS lorsque 

l’histologie est associée aux données moléculaires (recherche d’amplification du gène 

MDM2).  

Le diagnostic préopératoire obtenu grâce à l’histologie et à la recherche d’amplification 

de MDM2 en FISH a été comparé au diagnostic final retenu sur la pièce opératoire. 

Une analyse des discordances a été réalisée. 

L’objectif secondaire a été de comparer les données moléculaires obtenues par deux 

techniques différentes l’examen de référence : la FISH et la Droplet Digital PCR 

(ddPCR) en développement dans le service.  
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II/ MATERIEL ET METHODES 

1) Matériel 

Critères d’inclusion : 

Notre étude est une analyse rétrospective, menée sur 107 microbiopsies réalisées 

pour suspicion de tumeurs adipeuses bien différenciées : lipomes ou tumeurs 

adipeuses atypiques des membres de l’adulte, de 2010 à 2018. 

Matériel : 

Les prélèvements micro-biopsiques ont été réalisés par le Professeur C. Chagnaud, 

le plus souvent à partir d’aiguilles de calibre 16G. Il s’agissait, en moyenne, de 3 tirs 

biopsiques fixés dans le formol accompagnés d’un prélèvement frais pour mise en 

tumorothèque. A partir des blocs d’inclusion, étaient réalisées des coupes de 5 microns 

mètres d’épaisseur qui étaient ensuite colorées à l’HES.  

La lecture a été réalisée par les Docteurs C. Bouvier et N. Macagno, tous deux 

pathologistes référents au sein du réseau RREPS, dans le service d’Anatomie 

Pathologique et de Neuropathologie du Pr D. Figarella-Branger, au CHU de la Timone. 

Les données cliniques et paracliniques (examen d’IRM) de l’ensemble des patients ont 

été répertoriées dans notre étude. 

Ces tumeurs adipeuses bien différenciées pouvaient présenter des remaniements 

myxoïdes à l’imagerie et/ou à l’examen microscopique, cela ne constituait pas un 

facteur d’exclusion. 

Les pièces opératoires qui ont suivi les prélèvements biopsiques ont été également 

inclues et analysées dans notre étude.  

Critères d’exclusion :  

Les tumeurs adipeuses présentant des critères morphologiques de dédifférenciation 

et les liposarcomes pléomorphes ont été exclues de l’étude, ainsi que les tumeurs 

adipeuses rétropéritonéales.  

De plus, nous avons exclu les cas où le matériel biopsique n’était pas suffisant pour 

réaliser une technique de FISH initialement. 

Enfin, les patients pour lesquels la pièce opératoire n’a pas pu être analysée par la 

suite (perdus de vue ou non opérés au sein de l’APHM), n’ont pas été inclus dans notre 

étude. 
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2) Méthodes 

a) IHC  

Pour certains cas (les plus anciens) une immunodétection anti-MDM2 a été réalisée.  

Devant la faible sensibilité de l’examen elle a été rapidement abandonnée. Dans de 

rares cas, nous avons utilisé également l’anticorps anti-CD34, en cas de suspicion de 

lipome à cellules fusiformes. Pour les autres cas, nous avons préféré économiser le 

matériel pour réaliser la technique de FISH et de Biologie Moléculaire par la suite. 

Dans quelques cas HMGA2 a également été réalisée rétrospectivement. 

MDM2 et HMGA2 sont des marqueurs nucléaires et CD34 est un marqueur 

cytoplasmique. 

b) FISH  

Pour toutes les microbiopsies la recherche d’amplification du gène MDM2 a été 

réalisée initialement par FISH. 

La FISH a été également réalisée sur les pièces opératoires de liposarcomes 

diagnostiquées en préopératoire ainsi que sur 4 cas de tumeurs adipeuses pour 

laquelle la FISH préopératoire ne montrait pas d’amplification du gène MDM2 mais qui 

comportaient des atypies cytonucléaires ou une taille très importante sur la pièce 

opératoire. 

La FISH a également été réalisée sur 22 pièces opératoires de lipomes. 

4 lames blanches étaient coupées. La technique était réalisée sur l’une d’entre elles 

selon le protocole joint en annexe. 

La lecture des lames se faisait à l’aide d’un microscope à fluorescence équipé d’un 

logiciel d’analyse d’images de type Axiphot de Zeiss Imager Z2 Metasystem®.  

Conditions d’interprétation de la FISH dans notre service  

L’analyse était portée en général sur 200 noyaux tumoraux, sur pièce opératoire. En 

revanche, sur biopsie, la quasi-totalité des noyaux était analysée.  

Les superpositions nucléaires, ainsi que les signaux extra nucléaires et les signaux 

mal visibles n’étaient pas retenus. Le comptage des noyaux s’effectuait au fort 

grossissement (X100). Le résultat (pour les pièces opératoires) était ainsi rendu sous 

forme de pourcentage de noyaux analysés en essayant au mieux de préciser le 

nombre spots fluorescents verts et spots fluorescents rouges. 
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On concluait à une amplification du gène MDM2, lorsque qu’il y avait d’innombrables 

spots rouges pour deux spots verts.  

Les cas dont les noyaux présentaient plusieurs spots fluorescents verts et plusieurs 

spots fluorescents rouges, correspondant à une polysomie du chromosome 12, 

n’étaient pas exclus de l’étude mais on ne pouvait être certain dans ce cas de la 

présence ou non d’une amplification.  

Chaque cas faisait l’objet d’une lecture et d’une interprétation en aveugle par deux 

observateurs (par le Docteur Maues de Paula ainsi que par la technicienne de FISH).  

En cas de discordance des résultats entre ces deux observateurs, il y avait deux 

possibilités : 

 Soit une deuxième lecture était effectuée avec une confrontation anatomoclinique  

 Soit une deuxième technique de FISH était faite, si possible sur un bloc tumoral 

différent, et faisait également l’objet d’une double lecture. 

Le seuil de positivité de notre centre expert du CHU de la Timone à Marseille, était fixé 

à un ratio ≥ 2 (copies MDM2 / chromosome 12 ≥ 2). Les témoins négatifs de la FISH 

MDM2 étaient les cas de tumeur adipeuse bénigne de type lipome, dont les noyaux 

analysés présentaient autant de spots verts que de spots rouges, dépourvus 

d’amplification du gène MDM2. 

                                                  

c)  Droplet Digital PCR  

Il s’agit d’une PCR de troisième génération permettant de quantifier de manière 

absolue des échantillons, sans courbe standard. En effet, la particularité principale de 

cette technique est de répartir le volume de réactif total d’une PCR dans un grand 

nombre de compartiments, de très faible volume (nanolitre voire moins). Ces 

compartiments se présentent comme des logettes d’émulsion huile/eau sous la forme 

de nano-gouttelettes. Les matrices dans chacune des gouttelettes sont ensuite 

amplifiées par réaction de PCR, dont la fluorescence est mesurée et le nombre de 

copie /microlitres est calculé selon la loi statistique de Poisson. Il s’agit d’une technique 

extrêmement sensible permettant de détecter des séquences rares. Les altérations en 

nombre du génome (CNV) étaient ainsi mesurées à partir de l’ADN extrait suivant la 

technique de Droplet PCR en sonde TaqMan. 
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Dans notre service, les conditions d’interprétation définies au préalable à partir d’une 

cohorte indépendante sont les suivantes : 

On considère une amplification du gène MDM2 lorsque le CNV est ≥ à 9.  

Il n’y a pas d’amplification si le CNV est ≤ 4.  

Lorsque le 4 < CNV < 9, on ne peut conclure.  

(Partie détaillée dans la Discussion et en Annexe).  

 

Cette technique a été réalisée secondairement sur l’ensemble des biopsies et des 

pièces opératoires comportant une amplification de MDM2 en FISH (donc tous les cas 

de liposarcomes), ainsi que dans 22 lipomes.  
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III/ RESULTATS 

1) Données cliniques et paracliniques de la cohorte  

 

Données cliniques 

Il s’agit d’une étude rétrospective, menée sur des biopsies de tumeurs adipeuses bien 

différenciées de l’adulte, de 2010 à 2018, au sein du centre expert des sarcomes du 

CHU de la Timone, dans le service de Neuropathologie et d’Anatomie Pathologique 

du Pr D. Figarella-Branger, à Marseille. 

111 patients ont été inclus initialement dans notre étude. Nous avons exclu tous les 

cas dont on n’avait pas pu examiner les pièces opératoires correspondantes, ainsi que 

3 cas dont les tumeurs étaient localisées au niveau du rétropéritoine. Nous avons 

également dû exclure un cas pour lequel nous n’avions pas réalisé de FISH (matériel 

biopsique insuffisant). 

Ainsi notre étude se composait, finalement, de 107 prélèvements biopsiques, et de 

107 pièces opératoires correspondantes.  

Les microbiopsies étaient toutes issues du service de Radiologie du Pr Chagnaud, à 

l’Hôpital de la Conception. Les pièces opératoires suivantes provenaient du service du 

Pr Curvale.   

Les patients étaient âgés de 25 ans à 77 ans (âge médian de 60,5 ans).  

53 hommes (49,5 %) et 54 femmes (50,5%) composaient notre cohorte d’étude.  

Le sex-ratio H/ F était de 0,98. 

Nous avons donc réalisé dans un premier temps pour l’ensemble des prélèvements 

biopsiques une recherche d’amplification du gène MDM2 par FISH, pour confirmer le 

diagnostic. 

Sur les 107 biopsies analysées, 83 cas ne présentaient pas d’amplification du gène 

MDM2 en FISH. Ainsi, ils étaient diagnostiqués initialement comme des lipomes. 

L’âge médian des cas de lipomes était de 61 ans, le sexe ratio H/F était de 0,93 (48,2% 

d’hommes et 51,8% de femmes). Les localisations tumorales les plus fréquentes 

étaient cuisse ou la fesse. Un seul cas de localisation superficielle sous cutanée était 

observé. La taille médiane tumorale était de 10 cm, variant de 3,5 à 35 cm.  
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24 cas présentaient une amplification significative du gène MDM2 en FISH, et étaient 

donc considérés comme des tumeurs adipeuses atypiques /liposarcomes bien 

différenciés. 

L’âge médian des cas de liposarcomes bien différenciés était de 60 ans, le sexe ratio 

H/F était 1,2 (54,2% d’hommes 45,8% de femmes) ; la taille médiane tumorale de 

18,25 cm (taille variant de 8 à 30 cm). La localisation tumorale la plus souvent 

rapportée était la cuisse en position sous aponévrotique. On rappelle qu’il n’y avait pas 

de localisation profonde du rétropéritoine dans notre cohorte (cas d’exclusion). 

 

AGE 25 à 77 ans Médian : 60,5 ans 

SEXE 53 hommes (49,5%) 54 femmes (50,5%) 

LOCALISATION  Cuisse 53 (49,5%) Autres : 54 (50,5%) 

TAILLE TUMORALE 3,5 à 35 cm Médian : 11cm 

Tableau 1 Données cliniques de notre cohorte (N=107)  
 

 LIPOME LIPOSARCOME 

N TOTAL 83 24 

AGE MEDIAN 61 ans 60 ans 

SEXE  H :48,2% F : 51,8% H :54,2% F :45,8% 

TAILLE MEDIANE  10 cm 18,25 cm 

LOCALISATION  Cuisse / intramusculaire Cuisse 

Tableau 2 Comparaison des données cliniques entre lipome et liposarcome 

(N=107) 

 

Données paracliniques 

En imagerie, la plupart des tumeurs ne présentaient pas de signes évocateurs de 

malignité. (Critères détaillés en Introduction). En effet, il s’agissait, le plus souvent, de 

tumeurs adipeuses bien limitées, avec des aspects bien différenciés en IRM, ne 

permettant pas en revanche de diagnostic formel de malignité.  

La malignité était ainsi surtout suspectée devant la notion de récidive ou une taille 

tumorale (> 10 cm). 

Pour un des cas (FISH négative sur la biopsie), l’IRM mettait en évidence au sein de 

la masse tumorale, un signal hétérogène, hyperT2, associé à une composante 

graisseuse, périphérique, ainsi qu’une composante kystique sur un des bords de la 

masse tumorale.  
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2) Données microscopiques et moléculaires de la cohorte / cas 

discordants 
 

Données microscopiques 

En morphologie, sur biopsie, les tumeurs se présentaient comme des tumeurs bien 

différenciées, pouvant correspondre à un lipome ou un liposarcome « lipoma-like ». 

En effet, on observait, le plus souvent, la présence d’un tissu adipeux mature lobulé 

par des cloisons conjonctivo-vasculaires grêles sans atypies cytonucléaires. Dans                     

7 cas, quelques atypies cytonucléaires étaient mentionnées dans le compte-rendu 

anatomopathologique sans pour autant permettre d’affirmer la malignité. 

Immunohistochimie  

L’Immunodétection anti-MDM2 réalisée dans 16 cas de liposarcomes bien différenciés 

s’est avérée positive dans 9 cas et le plus souvent de façon focale (sensibilité de 56%).  

A l’inverse, sur 25 tumeurs testés (lipome/ liposarcome intriqués), HMGA2 était positif 

dans 23 cas (sensibilité de 92%).  

L’utilisation de l’anticorps anti-CDK4 a été trop irrégulière : 4 liposarcomes testés 

seulement, pour pouvoir interpréter les résultats avec une absence de marquage dans 

les 4 tumeurs testées.  

Dans 5 cas de suspicion de lipomes à cellules fusiformes en morphologie 

l’immunodétection anti-CD34 a été réalisée. Le marquage était positif dans 2 

liposarcomes bien différencié (FISH MDMD2 amplifiée), dans un 1 lipome commun 

(absence de délétion Rb1 en FISH), et dans 2 lipomes à cellules fusiformes comportant 

une délétion du gène Rb1 en FISH caractéristique de cette entité. Ainsi, la sensibilité 

de ce marqueur dans notre étude était de 100%, mais avec une spécificité faible de 

25%.  

Données moléculaires  

24/107 cas avaient présenté une amplification significative du gène MDM2 en FISH 

(on rappelle que notre ratio était MDM2/CH12 ≥ à 2 concernant un minimum de noyaux 

analysables) sur la microbiopsie et étaient donc classés initialement comme des 

tumeurs adipeuses atypiques/ liposarcomes bien différenciés de bas grade.  

83/107 tumeurs étaient alors considérées comme des lipomes en l’absence de cette 

amplification sur la biopsie (ratio MDM2/CH12 < 2).  
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Figure 1 : Imagerie non suspecte évocatrice d’un lipome 

IRM (signal homogène à la graisse en T1 et absence de rehaussement après Gadolinium) 
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Figure 2 

A/ Microscopie d’une biopsie évocatrice d’un lipome : adipocytes réguliers de taille et de forme 

variable sans atypies cytologiques  

B/ Expression nucléaire de l’anticorps anti HMGA2 sur biopsie confirmant la nature tumorale 

adipeuse du prélèvement  

C/ FISH MDM2 négative non amplifiée (ratio signal rouge/signal vert = 1) compatible avec le 

diagnostic de lipome. 
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      IRM T1 CORONAL (signal hétérogène)                          T2 CORONAL (hyper T2) 

             

           IRM T1 GADO                              T2 FAT SAT GADO (prise de contraste) 

Figure 3 : Imagerie suspecte évocatrice d’une tumeur adipeuse atypique 
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Figure 4 

A/ Microscopie d’une biopsie de tumeur adipeuse bien différenciée : morphologie similaire à 

celle d’un lipome. Adipocytes réguliers de taille variable sans atypie cytologiques.  

B/ Absence d’immunomarquage avec l’anticorps anti-MDM2 sur biopsie.  

C/ Expression nucléaire diffus de l’anticorps anti-HMGA2, confirmant la nature tumorale 

adipeuse de la biopsie.  

D/ FISH MDM2 positive amplifiée (ratio signal rouge/signal vert >2) compatible avec le diagnostic 

d’ALT / liposarcome bien différencié « lipoma-like » 
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Dans de rares cas (N = 7 cas), nous avons pu observer sur biopsie de focales atypies 

(flèches noires) orientant vers un diagnostic de malignité. 

 

Figure 5 : atypies focales 

 

Figure 6 : Dans de rares cas, expression focale de l’anticorps anti-MDM2                            

sur biopsie d’une ALT 
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Cas discordants 

Cependant, 5 cas initialement diagnostiqués comme lipomes (absence d’amplification 

de MDM2 en FISH) sur la biopsie se sont avérés être des liposarcomes sur la pièce 

opératoire.  

Trois ont présenté des atypies cytologiques minimes sur la pièce opératoire justifiant 

la répétition de la recherche d’amplification de MDM2. Pour un cas la technique a été 

répétée en raison des dimensions de la tumeur : 30 cm et un poids de 2,7 kg. 

Enfin, pour un de ces cinq cas, ce ne sont pas les critères de taille ni de poids tumoral 

qui étaient suspects. En effet, il s’agissait d’une tumeur, localisée au mollet gauche, 

de 7,5 cm de grand axe, pesant 150 g, donc pouvant correspondre cliniquement à un 

simple lipome. Cependant, l’IRM mettait en évidence une masse hétérogène en hyper 

T2 associant une composante graisseuse et « kystique », évocateur d’un contingent 

myxoïde. L’examen microscopique de la pièce opératoire faisait apparaître des 

territoires bien différenciés associés à des secteurs myxoïdes. Dans ces territoires il 

existait une vascularisation faite de capillaires fins et branchés. Les cellules tumorales 

comportaient un noyau ovalaire et un cytoplasme fusiforme peu visible. Ces aspects 

étaient fortement évocateurs de liposarcome myxoïde. Ils n’étaient pas présents sur la 

microbiopsie qui n’avait intéressé que les territoires adipeux matures. 

Pour les 4 cas suspects d’être des tumeurs adipeuses atypiques, la FISH à la 

recherche d’amplification de MDM2 a été réalisée. Ainsi, 3 de ces 4 cas (2 cas ayant 

présenté une morphologie suspecte sur la pièce opératoire et 1 cas cliniquement 

suspect du fait de sa taille tumorale) ont montré une amplification significative du gène 

MDM2 en FISH réalisée sur la pièce opératoire. Ce qui a donc permis de rétablir le 

diagnostic de tumeur adipeuse atypique/ liposarcome bien différencié de type 

« lipoma-like ».  

Pour un cas, il a été mis en évidence une polysomie du chromosome 12 en FISH, 

rendant non interprétable la présence ou non d’une éventuelle amplification du gène 

MDM2 en FISH sur la biopsie ou sur la pièce opératoire. On observait ainsi, la 

présence dans tous les noyaux analysés, de 2 à plusieurs spots verts ainsi que 2 à 

plusieurs spots rouges, traduisant une polysomie.  
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Figure 7 : FISH polysomie CH 12 (nombreux spots rouges et verts) 

Pour ce cas de polysomie du chromosome 12, il a été nécessaire de réaliser d’autres 

techniques complémentaires à la recherche de l’amplification MDM2, pour pouvoir 

poser un diagnostic de malignité. 

Une étude par CGH array a donc été réalisée à Nice (Service du Professeur Pedeutour), 

révélant ainsi une amplification de la région 12q12-21, incluant les gènes MDM2 et 

CDK4 permettant de faire le diagnostic de tumeur adipeuse atypique. 

Enfin, pour le cas suspect d’être un liposarcome myxoïde une nouvelle technique de 

FISH, a été réalisée à la recherche d’un réarrangement des gènes FUS et CHOP 

(DDIT3) avec sondes spécifiques de type « Break-apart » sur un prélèvement de la 

pièce opératoire. Cette recherche s’est avérée positive tandis que la recherche 

d’amplification de MDM2 était négative. 

Nous avons également mis en évidence le transcrit de fusion FUS/CHOP sur le 

prélèvement microbiopsique congelé (envoi du cas à l’Institut Curie) ainsi que le 

réarrangement des gènes FUS et CHOP par méthode de FISH réalisée a posteriori 

sur matériel biopsique fixé. 
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                      T1 FAT SAT SAGITTAL          T2 FAT SAT SAGITTAL 

 

               

                    T1 FAT SAT AXIAL                                                                  T1 FAT SAT GADO 

 

Figure 8 : Imagerie évocatrice d’un liposarcome myxoïde 
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Figure 9 

A/ Microscopie de la biopsie : territoire adipeux bien différencié « lipoma-like ».  

B/ Microscopie de la pièce opératoire montrant des aspects de liposarcome myxoïde habituel 

(flèches noires) avec territoires adipeux lipoma-like extensifs (flèches orange) 

 

 

Un anticorps anti NY ESO1 a été récemment décrit comme sensible et spécifique des 

liposarcomes myxoïdes. (Partie IHC détaillée dans le chapitre Discussion). 

 

 

     

Figure 10 

Expression nucléaire diffuse dans les deux contingents (myxoïde et « lipoma-like ») de NY-ESO1 

 

A B 
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Figure 11 : Absence d’expression de l’anticorps anti-HMGA2                                      
dans les deux contingents (myxoïde et lipoma like) 

 

 

Figure 12 : FISH sonde break apart FUS (liposarcome myxoïde) :                           
séparation des spots verts et rouges 

Les discordances observées avec les résultats obtenus en FISH du statut MDM2 pour 

les tumeurs adipeuses bien différenciées nous ont incités à développer une autre 

technique de mise en évidence : la droplet digital PCR (ddPCR). Nous avons réalisé 

cette technique sur tous les cas de microbiopsies pour lesquelles il restait du matériel 

tissulaire (N = 23 cas) et sur un prélèvement représentatif de la pièce opératoire des 

cas de liposarcomes ainsi que sur 22 lipomes (microbiopsies et pièces opératoires). 
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3) Comparaison des résultats obtenus en FISH et en Droplet Digital PCR 
 

 

Tableau 3 : Comparaison FISH / ddPCR des cas de liposarcomes hors cas 

discordants (N=24) (les valeurs numériques indiquées sont les valeurs de CNV, 

conditions d’interprétation en ddPCR dans notre laboratoire :  

 amplifié si CNV ≥ 9,  

 non concluant si 4 < CNV < 9  

 et non amplifié si CNV ≤ 4)    

NI : non interprétable Inexploitable : matériel d’ADN insuffisant pour réaliser la 

technique de ddPCR 

LIPOSARCOMES FISH 
MDM2 

BIOPSIE 

DDPCR MDM2 
BIOPSIE 

FISH 
MDM2 

PO 

DDPCR 
MDM2 

PO 

1 + 10,8 + 19,1 

2 + 24 + 18,6 

3 + 11,9 + 36,4 

4 + 22,6 + 17,7 

5 + 64 + 47 

6 + 24,8 + 29,6 

7 + 41,2 + 28,1 

8 + 5,23 + 17,6 

9 + 3,33 + 9,3 

10 + 6,1 + 13,7 

11 + 9,6 + 5,4 

12 + Inexploitable + 11,2 

13 + 15,5 + 29 

14 + Inexploitable + 5,81 

15 + 4,4 + 15 

16 + 3 + 11 

17 + 10,7 + 73 

18 + 2,79 + 5,89 

19 + 8,2 + 16 

20 + 12,1 + 44,7 

21 + Inexploitable + 470 

22 + 10,1 + 23,7 

23 NI 3,22 + 13,2 

24 + Inexploitable + 9 
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LIPOSARCOMES FISH MDM2 BIOP ddPCR BIOP ddPCR PO 

1 + 3,3 9,3 

2 + 3 11 

3 + 2,79 5,89 

4 + 3,22 13,2 

Tableau 4 : cas discordants FISH / ddPCR sur biopsie (N=4) 

 

Résultats de la recherche de l’amplification de MDM2 en FISH 

Ainsi, devant l’ensemble de ces résultats de FISH, nous avons pu calculer la sensibilité 

ainsi que la spécificité de cette technique dans le cadre diagnostique des tumeurs 

adipeuses bien différenciées de l’adulte, ce qui correspondait à notre objectif principal.   

Pour les 28 cas de tumeurs adipeuses atypiques/ liposarcomes de bas grade, la 

sensibilité de la FISH sur microbiopsies à la recherche de l’amplification du gène 

MDM2 était évaluée à 86% avec une spécificité de l’ordre de 100%.  

Cependant, il faut noter que la FISH réalisée sur les pièces opératoires (N=29), a dû 

être répétée dans 10 cas de liposarcomes pour obtenir un signal interprétable.  

 

Résultats de la recherche de l’amplification de MDM2 en ddPCR 

En ce qui concerne la ddPCR, rétrospectivement, nous avons réalisé cette technique 

sur l’ensemble des microbiopsies dont le matériel tissulaire restant était suffisant 

(23 cas) et la totalité des pièces opératoires des cas de liposarcomes. Afin de mieux 

préciser et étalonner notre seuil d’interprétation de cette méthode, nous avons 

également réalisé la ddPCR sur 22 biopsies et pièces opératoires de cas de lipomes 

constituant notre cohorte. Le CNV moyen de ces cas de lipomes sur biopsie était de 

2,83 compatible avec notre seuil fixé (non amplifié si CNV<4).  

Sur matériel biopsique (Tableau 4), nous avons mis en évidence 4 cas discordants 

entre les résultats de ddPCR et FISH. Ces 4 cas biopsiques étaient amplifiés                      

en FISH mais étaient non amplifiées ddPCR avec des CNV respectifs inférieurs à 4.                      

(CNV=3,3 _ 3 _ 2,79 _ 3,22). Parallèlement, sur pièce opératoire, nous avons pu mettre 

en évidence une amplification pour trois de ces cas avec des CNV respectivement de 

9,3 _ 11 _ 13,2 compatibles avec le diagnostic de ALT. Cependant, pour le troisième 

cas, sur pièce opératoire, la ddPCR était non concluante avec un CNV=5,89.  
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Le diagnostic de liposarcome bien différencié n’a cependant pas été remis en doute 

en raison d’une FISH amplifiée sur biopsie et sur pièce opératoire. 

En ce qui concerne les cas de discordances observés entre les données obtenues en 

FISH sur microbiopsie puis sur pièce opératoire (Tableau 5), 1 cas sur 5, présentait 

une amplification de MDM2 en ddPCR, sur biopsie, avec une valeur de CNV=23.                      

Les 2 autres cas présentaient des valeurs de CNV de 4,45 et 5,9 ne permettant pas 

d’affirmer l’amplification du gène MDM2. Le dernier cas restant n’a pas pu être exploité 

en ddPCR par manque de quantité d’ADN suffisante pour réaliser la technique.  

Le cas de liposarcome myxoïde ne présentait pas d’amplification en ddPCR de MDM2 

(CNV=3,94) en accord avec le diagnostic posé.  

Par conséquent, dans le cadre de ces 4 cas discordants, la ddPCR a permis d’établir 

le diagnostic de ALT dans 1 cas seulement. 

 

Tableau 5 : comparaison FISH/ddPCR des cas discordants de ALT/liposarcomes 

bien différenciés/ (N=4) 

 
En parallèle, sur les pièces opératoires de ces 4 cas discordants, la ddPCR a présenté 

une sensibilité de 100% en comparaison à celle de la FISH (96%) en mettant en 

évidence pour chacun des cas une amplification (CNV respectifs > 9 : 2300 _ 14,6 _ 

13,5 _ 50,2). Seul le cas de polysomie du Chromosome 12 est resté non interprétable 

en FISH sur pièce opératoire.  

Sur les 23 biopsies de liposarcomes (hors cas discordants) testés en droplet, 4 cas 

(Tableau 6) ont été rendus non concluants avec un 4 < CNV < 9 (respectivement    

CNV= 4,82 _ 6,1 _ 4,4 _ 8,2). Sur leurs pièces opératoires respectives, cette situation a 

été rétablie avec un CNV pour chacun des cas > 9, concluant à une amplification du 

CAS 

DISCORDANTS 

FISH MDM2 

BIOPSIE 

DDPCR MDM2 

BIOPSIE 

FISH 

MDM2 PO 

DDPCR MDM2 

PO 

1 Polysomie 

CH12 

CNV = 23 Polysomie 

CH12 

CNV = 2300 

2 - Inexploitable + CNV = 14,6 

3 - CNV = 4,45 + CNV = 13,5 

4 - CNV = 5,9 + CNV =50,2 
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gène MDM2 compatible avec le diagnostic de liposarcome (CNV respectivement : 17,6 
_ 13,7 _ 15 _ 16). 

Tableau 6 : cas ‘incertains’ en ddPCR sur biopsie (N=4)  

NI : non interprétable, A : amplifié 

L’analyse des 24 pièces opératoires de liposarcomes (hors cas discordants) en droplet 

PCR a montré dans 3 cas (Tableau 7) des résultats non concluants avec 4 < CNV < 9 

(respectivement CNV= 5,4 _ 5,81 _ 5,89). Parallèlement, la biopsie avait permis pour 

un des cas de montrer une amplification (CNV = 9,6) mais pour les deux autres cas, 

le matériel était soit inexploitable pour réaliser la technique soit dans le dernier cas 

était rendue non amplifiée (CNV = 2,79). Le diagnostic de malignité n’a cependant pas 

été remis en question devant l’amplification de MDM2 observée en FISH pour chacun 

de ces cas. 

CAS ddPCR BIOPSIE ddPCR PO 1 ddPCR PO 2 

1 9,6 5,4 INEXPLOITABLE 

2 INEXPLOITABLE 5,81 5,7

3 2,79 5,89 2,8

Tableau 7 : cas ‘incertains’ en ddPCR sur pièce opératoire (N=3) 

Ainsi, il est important de préciser que pour ces 3 cas décrits ci-dessus, pour lesquels 

le CNV était dans l’intervalle d’incertitude (4 < CNV < 9), nous avons voulu réitérer la 

technique de droplet PCR sur deux blocs tumoraux différents afin de pouvoir conclure 

(Tableau 7). Cependant, pour deux de ces trois cas, nous n’avons pu conclure en 

raison d’un CNV compris dans les seuils d’incertitude pour un cas, et un matériel 

inexploitable pour le second cas. Enfin, pour le dernier cas, le CNV était interprétable 

mais avec une valeur de 2,8 concluant à l’absence d’amplification mise en évidence 

par cette technique.  

CAS ddPCR BIOPSIE ddPCR PO  

1    NI (CNV= 4,82) A (CNV=17,6) 

2  NI (CNV=6,1) A (CNV=13,7) 

3 NI (CNV=4,4) A (CNV=15) 

4  NI (CNV=8,2) A (CNV=16) 
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Cependant, pour aucun de ces cas, nous n’avons remis en question le diagnostic de 

liposarcome bien différencié, en raison d’une amplification observée en FISH. 

Enfin, pour un des cas de liposarcomes amplifié sur biopsie (CNV = 10,8), nous avons 

également dû refaire une deuxième technique de droplet en raison d’un résultat non 

amplifié sur pièce opératoire initialement (CNV = 3,72). Cette deuxième technique a 

pu permettre de rendre un résultat amplifié compatible avec le diagnostic de 

liposarcome (CNV = 19,1). Ce qui est intéressant de souligner c’est qu’en parallèle, 

pour ce même cas, il a fallu deux techniques de FISH sur deux blocs tumoraux 

différents de la pièce opératoire pour mettre en évidence une amplification du gène 

MDM2. 

Pour chacun des cas de liposarcomes où la droplet PCR avait été refaite plusieurs 

fois, nous avons toujours considéré la valeur la plus élevée de CNV afin de la comparer 

aux résultats de FISH. 

Ainsi, sur biopsie (N = 23), la ddPCR a présenté une sensibilité de 56% et une 

spécificité de 100%. Sur pièce opératoire (N = 28), la ddPCR a présenté une sensibilité 

de 86%, et une spécificité de 100%. La réalisation de la ddPCR sur un autre bloc 

tumoral, dans les cas non concluants initialement, a permis d’augmenter la sensibilité 

à 89%.     

 

Données pronostiques et de suivi  

Sur les 28 cas de liposarcomes, 16 cas ont évolué sans récidive tumorale observée 

en clinique ou à l’IRM. 5 cas ont connu une récidive dans les 6 mois à 1 an qui ont 

suivi le traitement chirurgical, et ont bénéficié d’un traitement par radiothérapie. 

Concernant ces cas de récidives, cela concernait des cas de liposarcomes dont le 

diagnostic avait été posé initialement, sur le prélèvement biopsique avec une 

amplification de MDM2 observée en FISH. Pour les 7 derniers cas, il n’avait pas de 

précision dans le dossier Axigate du patient concernant son évolution.  

En ce qui concerne les 4 cas discordants dont le diagnostic de tumeur adipeuse 

atypique n’avait pas été fait en préopératoire, 2 cas ne présentaient pas de récidive à 

la date des dernières nouvelles (en 2019) et pour les deux autres cas le suivi clinique 

n’était pas disponible.  
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Le traitement adjuvant par radiothérapie a été décidé pour 15 cas de liposarcomes, 

dont 5 cas en récidive tumorale. Les indications de la radiothérapie n’ont pas été 

précisées pour ces cas non récidivants. En effet, la taille tumorale ne semblait pas être 

un facteur indicatif puisque les tailles de ces cas variaient de 8 à 22 cm (moyenne                      

de 16). 

Cependant, nous ne pouvions pas réaliser d’analyse statistique concernant les 

données pronostiques ou de survie de notre cohorte devant le faible nombre de 

patients suivis (21 cas), ainsi que le faible recul de temps de suivi (6 mois à 1 ans). 
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IV/ DISCUSSION 

 
Comme nous l’avons précisé en amont, bien que l’évolution du lipome et de la tumeur 

adipeuse atypique/ liposarcome bien différencié soit favorable il est important de 

pouvoir faire un diagnostic de certitude afin d’orienter au mieux la prise en charge et 

le suivi des patients. 

Ce diagnostic nécessite une étude moléculaire couplée à l’examen morphologique sur 

matériel biopsique. 

1) Performance diagnostique de la FISH sur microbiopsie pour le 
diagnostic des tumeurs adipeuses atypiques 

Comparaison avec les données de la littérature  

Dans la plupart des études publiées, la FISH apparaît comme le gold standard pour la 

recherche de l’amplification de MDM2 réalisée en général sur des prélèvements 

chirurgicaux (16) (18). Cependant, il est à noter qu’aucun consensus n’a été clairement 

défini concernant les conditions d’interprétation de la FISH, ce qui rend difficile la 

comparaison entre les études.  

En effet, dans la plupart des travaux un ratio MDM2/CH 12 ≥ 2 est synonyme 

d’amplification. Dans d’autres études une évaluation semi-quantitative du niveau 

d’amplification est fournie avec par exemple une précision concernant le nombre de 

copies de MDM2 (le nombre de signal par noyaux exigé). Le nombre de noyaux 

analysé est variable (50-200) de même que le nombre de cellules porteuses de 

l’anomalie (seuil). Enfin le nombre de lecteurs est également variable (2 en moyenne 

cependant) (16) (17) (18) (20). 

Peu de travaux ont porté spécifiquement sur des prélèvements microbiopsiques de 

tumeurs adipeuses bien différenciées des membres. Weaver et al (20) ont analysé 

17 cas de liposarcomes et 37 cas de tumeurs bénignes adipeuses en comparant les 

données de FISH et de l’immunodétection anti-MDM2 biopsies et pièces opératoires. 

Les ratios moyens d’amplification du gène MDM2 dans le groupe des liposarcomes 

bien différenciés étaient de 4,7 (sur biopsie) et 4,6 (sur pièce opératoire), ce qui montre 

comme dans notre travail un faible niveau d’amplification dans les ALT. Ce faible 
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niveau d’amplification du gène MDM2 dans les tumeurs adipeuses atypiques a déjà 

été rapporté dans la littérature (Ware et al. Kawashima et al.) (19) (40) représente une 

source réelle de difficulté pour établir le diagnostic. 

L’autre difficulté est liée à une hétérogénéité intra-tumorale du niveau d’amplification 

de MDM2 pouvant expliquer une partie des discordances des résultats de FISH 

obtenus en pré et postopératoire et ce d’autant que l’échantillonnage microbiopsique 

est quantitativement limité (20) (40). Cependant, il est important de préciser que les                  

4 cas discordants observés dans notre étude exprimaient de manière diffuse 

l’anticorps anti-HMGA2 sur biopsie, confirmant le caractère tumoral du prélèvement. 

De telles discordances ont déjà été rapportées par Thway et al.(17) qui ont notaient 

une absence d’amplification sur 2 microbiopsies / 6 alors qu’elle était présente sur un 

prélèvement réalisé au niveau de la pièce opératoire de leurs cas de ALT. 

De même, nous avons constaté cette hétérogénéité tumorale avec la réalisation de la 

FISH sur 10 cas pour lesquels la FISH a été répétée sur des prélèvements différents 

au niveau de la pièce opératoire. 

Dans ce contexte est-ce que l’immunohistochimie avec l’anticorps anti-MDM2 peut- 

être utilisée à visée diagnostique ? Weaver et al.(20) ont montré que l’expression de 

MDM2 était présente dans la majorité des cas de liposarcomes de façon focale 

concernant moins de 25% de cellules tumorales, ce qui est semblable à nos résultats. 

Ceci montre la faible sensibilité de ce marqueur notamment sur biopsie, où cette 

positivité focale peut être absente. A l’inverse, 11% de tumeurs bénignes adipeuses 

ont présenté une expression de MDM2 en IHC dans leur étude, en comparaison avec 

une absence d’amplification de MDM2 en FISH, ce qui confirme également sa faible 

spécificité. Les auteurs ont donc conclu à la supériorité de la FISH versus 

l’immunohistochimie, spécialement sur prélèvement biopsique (100% de sensibilité et 

de spécificité pour la FISH versus 65% de sensibilité et 89% de spécificité pour l’IHC 

sur biopsie). Un facteur limitant de la FISH a été cependant soulevé : 20% des FISH 

réalisées sur biopsies étaient ininterprétables sans raison clairement objectivée mais 

l’auto-fluorescence pourrait en être une.  
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Comparaison entre les résultats obtenus en FISH et ddPCR 

Dans la littérature, il n’existe pas d’étude semblable à la nôtre avec évaluation de 

l’amplification de MDM2 en ddPCR. Seuls des travaux réalisés en PCR quantitative 

ont été rapportés. Sasaki et al.(19) ont étudié l’expression de MDM2 en RT-PCR de 

124 lipomes et 44 ALT, sur biopsies (38) et pièces opératoires (14). Les taux 

d’expression d’ARN de MDM2 et de CDK4 sur pièce opératoire étaient 

significativement plus élevés dans les tumeurs adipeuses atypiques/liposarcomes bien 

différenciés qu’au sein des lipomes (p < 0,05) alors que cela n’était pas le cas sur 

microbiopsies. En préopératoire sur microbiospies, il existait des chevauchements 

pour les valeurs obtenues pour les lipomes et celles des tumeurs adipeuses atypiques.  

En effet, comme nous l’avons observé dans la partie Résultats, sur les 28 cas de ALT 

la ddPCR n’a pas pu mettre en évidence d’amplification du gène MDM2 sur biopsie 

dans 4 cas et a donc été rendue non amplifiée (CNV 3,3 – 3 – 2,79 – 3,2). Dans                

6 autres cas, la valeur du CNV était compris dans la zone d’incertitude, entre 4 et 9, 

(CNV 5,23 – 6,1 – 4,45 – 5,9 – 4,4 – 8,2) où l’on ne pouvait pas statuer. Dans 5 cas 

de biopsies, le matériel était inexploitable en raison du manque d’ADN suffisant pour 

réaliser cette technique. A noter cependant qu’une partie du matériel avait déjà été 

utilisé pour réaliser la technique de FISH et parfois l’immunohistochimie. 

En parallèle, sur les pièces opératoires de ces 4 cas pour lesquels la biopsie n’était 

pas amplifiée en ddPCR, un cas n’a pas pu être concluant en ddPCR avec un CNV de 

5,89 (et un CNV de 2,8 effectués sur un autre bloc tumoral). Cependant, le diagnostic 

de liposarcome bien différencié n’a pas été remis en doute devant l’amplification de 

MDM2 mise en évidence par FISH sur biopsie et pièce opératoire. 

Concernant le deuxième cas de biopsie non amplifiée en ddPCR, sur pièce opératoire 

ce dernier a été amplifié avec un CNV = 11.  

Enfin, concernant les 6 cas pour lesquels la biopsie n’était pas concluante, il existait 

une amplification en ddPCR au niveau de la pièce opératoire (CNV = 17,6 – 13,7 – 

13,5 – 50,2 – 15 et 16 respectivement). 

Ces différentes valeurs de CNV au sein d’une même tumeur montrent une réelle 

hétérogénéité tumorale. La sensibilité de la ddPCR (56%) a été inférieure à celle de la 

FISH (86%) sur biopsie avec les conditions d’interprétation actuelles. Ces dernières 
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vont probablement évoluer avec un travail en cours sur une plus grande cohorte de 

cas de lipomes et liposarcomes de bas grade/ALT qui permettra probablement de 

diminuer l’intervalle de la zone d’incertitude. 

Enfin, la ddPCR se montre intéressante en présence d’une polysomie et aurait permis 

le diagnostic préopératoire dans l’un de nos cas discordants.  

 

Avantages et inconvénients des techniques de FISH et de ddPCR 

Le principal avantage de la FISH repose sur la possibilité d’identifier 

morphologiquement le tissu non tumoral et précisément les cellules inflammatoires, 

qui peuvent être source de faux positifs par les autres techniques (33) (36). Elle est 

relativement rapide (2 jours de technique). 

Cependant, c’est une technique couteuse (prix des sondes cibles environ une centaine 

d’euros), nécessitant un personnel attitré à ce poste ainsi qu’un microscope à 

fluorescence avec logiciel d’analyse d’image (non présent dans tous les services de 

Pathologie)(42). 

Il existe dans la littérature un taux d’échec moyen de 15-20% pour la technique de 

FISH réalisée sur matériel fixé et inclus en paraffine (20) (36). Dans notre étude pour 

10 cas (pièces opératoires) de liposarcome, nous avons dû faire à deux reprises la 

technique de FISH sur le même bloc, afin de mettre en évidence un signal 

interprétable. Cette situation peut être expliquée par la spécificité du tissu adipeux 

avec notamment un paramètre préanalytique tel que le temps de fixation à améliorer 

(36). 

La lecture de la FISH est également un facteur limitant car observateur dépendant 

avec des conditions d’interprétation variables et un temps d’analyse plus ou moins 

long (42) (33). 

De plus, certaines études démontrent que la fiabilité diagnostique de la FISH peut être 

abaissée dans certains cas en raison de la présence de clusters au sein de la tumeur 

ou de signaux se chevauchant, conduisant à majorer le taux d’amplification (40).  
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La Droplet Digital PCR, est une récente technique de Biologie Moléculaire en essor, 

nécessitant une extraction de l’ADN tumoral sur une plateforme spécialisée, qui n’est 

pas toujours accessible dans tous les centres hospitaliers (43) (44). 

C’est une technique qui apparaît comme étant extrêmement sensible en comparaison 

avec la PCR classique, et ceci en raison de la compartimentalisation des échantillons 

et de leur analyse individuelle. Cela permet de détecter le signal de fluorescence du 

compartiment contenant l’ADN muté ou amplifié, sans que son signal soit masqué par 

les autres séquences d’ADN abondantes. De plus, il s’agit d’une quantification absolue 

en point final (à la fin de la réaction de PCR) et non en point réel (comme pour les PCR 

classiques). C’est un système binaire ou numérique en dénombrant les compartiments 

positifs et ceux négatifs. Elle permet également de multiplexer les amplifications grâce 

à cette compartimentalisation des copies d’ADN sans créer de compétitions entre 

elles. Une autre spécificité de cette technique réside dans l’absence de nécessité 

d’utilisation de courbe de calibration ou de référence externe contrairement à d’autres 

techniques de PCR. 

Ainsi dans notre problématique, afin de pouvoir mettre en évidence une amplification 

du gène MDM2, nous devons déterminer sa concentration ainsi que celle d’un autre 

gène dit de référence, qui n’est jamais amplifié dans les tumeurs adipeuses bien 

différenciées. Il s’agit ici du gène GAPDH situé sur le même chromosome que MDM2 

mais sur l’autre bras (12p13.31). La ddPCR permet la co-amplification des deux gènes 

dans le même puit contenant les nano-gouttelettes. Dans une cellule normale, les 

chromosomes sont présents en deux exemplaires : un paternel et un maternel.                      

Les résultats d’amplification génique sont exprimés en Copies Number Variation :                      

CNV = [MDM2] / [GAPDH] X 2. Ainsi pour un échantillon normal CNV= 

(QMDM2/QGAPDH) x 2 = 2. Un échantillon est ainsi théoriquement considéré amplifié 

lorsque CNV > 2. (43)  (44) 

Cependant, en pratique, afin de déterminer une valeur seuil de CNV pour évaluer le 

statut mutationnel du gène MDM2 et donc permettre de poser un diagnostic, le service 

a analysé une centaine de cas de tumeurs adipeuses bénignes et malignes. Ainsi, 

après analyse statistique nous avons décidé de conclure à une amplification du gène 

MDM2 certaine si le CNV >9. (Technique détaillée dans la partie Annexes).                                     
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Un point fort de cette technique observée dans notre étude est la possibilité de mettre 

en évidence l’amplification du gène MDM2 même en cas de polysomie du 

Chromosome 12, celle-ci n’altérant pas l’interprétation des résultats contrairement à la 

FISH, en raison de la spécificité de la ddPCR qui compare le gène MDM2 avec un 

gène (GAPDH) se trouvant sur le même chromosome, ce qui n’a pas d’impact sur le 

ratio calculé. (44) 

Ses limites sont liées essentiellement à la présence du bruit de fond généré par le 

système, qui influence directement sa sensibilité, ainsi qu’à la concentration d’ADN qui 

doit être suffisante pour réaliser la technique. Ce facteur a été limitant dans notre 

étude, avec 5 prélèvements biopsiques qui n’ont pas pu être techniqués en ddPCR 

par manque de concentration d’ADN tumoral suffisant. (43)                     

Enfin, son principal inconvénient est la situation dans laquelle nous ne pouvons pas 

conclure au statut amplifié ou non du gène MDM2 (4<CNV<9). En pratique, dans notre 

service, dans un premier temps, nous réalisons la technique de droplet PCR sur le 

matériel biopsique pour rechercher l’amplification du gène MDM2. Si celle-ci n’est pas 

concluante (4<CNV<9) nous réitérons cette technique sur un second bloc tumoral (si 

disponible) où nous réalisons une technique de FISH en complément pour permettre 

de poser un diagnostic.   

 

2) Cas du liposarcome myxoïde avec territoires adipeux bien 
différenciés extensifs 

 

Au cours de cette étude, une deuxième problématique s’est posée devant un cas de 

liposarcome myxoïde présentant des territoires adipeux bien différenciés « extensifs ». 

Ce sont ces territoires qui avaient été échantillonnés sur microbiopsie. Cependant 

l’IRM avait mis en évidence un hyper signal T2 suggérant un contingent myxoïde. La 

présence de remaniements myxoïdes est possible dans les tumeurs adipeuses bien 

différenciées et n’exclut pas ce diagnostic. Dans la littérature, il est admis qu’un tiers 

des liposarcomes bien différenciés présenteraient des remaniements myxoïdes. En 

revanche la fréquence des liposarcomes myxoïdes avec territoires bien différienciés 

« extensifs » c’est-à-dire majoritaires n’est pas précisé et serait rarissime.(45)  
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Les différentes techniques moléculaires réalisées dans ce cas confirment un profil 

d’altération génétique de type liposarcome myxoïde (gène de fusion FUS-CHOP et 

absence d’amplification du gène MDM2) à la fois dans les secteurs adipeux bien 

différenciés et myxoïdes comme cela est décrit dans la littérature pour ce type de 

tumeurs (45) (46). 

Iwasaki et Ishiguro, (45) ont étudié des cas de tumeurs adipeuses comportant des 

territoires myxoïdes. Elles comprenaient 8 cas liposarcomes myxoïdes avec 

remaniements adipeux bien différenciés extensifs, 11 liposarcomes myxoïdes 

ordinaires, 4 liposarcomes bien différenciés et 6 liposarcomes dédifférenciés. Les 

liposarcomes myxoïdes avec territoire adipeux bien différenciés compris entre 30 et 

90% du volume tumoral (49% en moyenne) étaient qualifiés « d’extensifs ». Dans 

notre cas 50% du volume tumoral était représenté par des territoires adipeux bien 

différenciés. Cette catégorie de liposarcome myxoïde avait dans leur série un meilleur 

pronostic mais le nombre de cas est trop faible pour l’affirmer. En effet, leur taux de 

récidive était de 20% comparé à 44% des formes habituelles de liposarcomes 

myxoïdes et Il n’y avait pas de métastase.  

Apport éventuel de l’immunohistochimie pour aider à discerner ces entités  

Récemment il a été rapporté l’expression de l’antigène NY-ESO1 dans les 

liposarcomes myxoïdes. Il s’agit d’un antigène codé par le gène CTAG1B localisé sur 

le chromosome X en position q28, exprimé à l’état normal dans les cellules germinales 

testiculaires (expression cytoplasmique), et dont l’expression est forte dans certains 

cancers (sarcomes, mélanomes et carcinomes). (47) (48) (49) (50) 

L’article d’Hemminger et al. (47) a comparé l’expression de NY-ESO1 (clone E978) au 

sein de 138 tumeurs mésenchymateuses, comprenant des liposarcomes myxoïdes, 

des myxomes extra cardiaques, des lipomes avec remaniements myxoïdes, des 

chondrosarcomes myxoïdes extra squelettique, des myxofibrosarcomes et des 

liposarcomes bien différenciés. Les résultats de cette étude ont montré que ce 

marqueur était exprimé dans 95% des liposarcomes myxoïdes, avec une positivité 

intense dans 94% des cas et homogène sur plus de 50% de la tumeur. Aucune des 

autres tumeurs mésenchymateuses testées dans cette étude n’a exprimé ce 

marqueur.  
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Nous avons réalisé rétrospectivement cette immunodétection sur la microbiopsie et 

sur un prélèvement de la pièce de résection du cas de liposarcome myxoïde avec 

territoires adipeux extensifs et observé une positivité nucléaire tandis qu’il n’existait 

pas d’immunomarquage avec l’anticorps anti-HMGA2.  

Ce marqueur NY-ESO1 pourrait être réalisé systématiquement en présence d’une 

tumeur présentant des caractéristiques « myxoïdes » en imagerie.   

 

3) Place de l’immunohistochimie sur microbiopsie 
 

Dans notre étude, nous n’avons pas réalisé de manière homogène et uniforme les 

immunodétections avec les anticorps anti-MDM2 et anti-HMGA2 sur l’ensemble des 

biopsies.  

Ce qui en ressort, malgré tout, et similairement aux autres études analysant 

l’expression de ces marqueurs par les tumeurs adipeuses bien différenciées des 

membres de l’adulte, c’est qu’il n’y a pas de marqueurs spécifiques de malignité, et 

que l’immunohistochimie ne présente pas autant de valeur diagnostique que les 

examens de cytogénétique ou Biologie Moléculaire pour discerner le lipome de la 

tumeur adipeuse atypique (36). La faible sensibilité de l’immunomarquage anti-MDM2 

fait qu’il n’est plus utilisé en routine pour le diagnostic sur microbiopsie devant une 

tumeur adipeuse bien différenciée selon les recommandations du réseau RREPS 

(pathologistes experts de NETSARC+). 

L’anticorps anti-HMGA2 peut être utilisé si on doute du caractère tumoral de 

l’échantillon. Enfin NY-ESO1 doit être réalisé si on évoque la possibilité d’un 

liposarcome myxoïde. 
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V/ CONCLUSION 

 

La microbiopsie pour le diagnostic préopératoire des tumeurs adipeuses atypiques 

(ALT) lorsque l’analyse moléculaire est couplée à l’histologie présente une bonne 

valeur diagnostique. La FISH apparaît plus sensible que la ddPCR pour la détection 

de l’amplification du gène MDM2 sur microbiopsie. Cependant la ddPCR est capable 

de mettre en évidence l’amplification même en présence d’une polysomie. La 

redondance des techniques moléculaires permettrait donc dans certains cas 

d’améliorer la sensibilité du diagnostic préopératoire. Il est important de remettre en 

question le diagnostic réalisé sur microbiopsie en présence d’arguments cliniques ou 

histologiques faisant suspecter la malignité sur la pièce d’exérèse. Dans ces cas il ne 

faut pas hésiter à renouveler les techniques moléculaires. Enfin, il ne faut pas 

méconnaitre ce type histologique de liposarcome myxoïde dit « avec territoires 

adipeux bien différenciés extensifs » qui peut être trompeur sur matériel biopsique et 

souligne l’importance de la confrontation anatomoclinique.  
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 ANNEXES  

1) Technique de FISH 

 
A partir d’un bloc tumoral sélectionné, quatre coupes de 5 microns d’épaisseur 

chacune ont été réalisées à l’aide d’un microtome, et recueillies sur des lames 

blanches Superfrost. Les lames ont été ensuite séchées 30 minutes dans une étuve à 

55°C. Une lame blanche a donc été colorée en HES pour le contrôle morphologique, 

et les trois autres lames blanches ont été stockées à température ambiante en attente 

de la technique de FISH.  

Avant de commencer la procédure de FISH, les lames de tissu devaient être 

déparaffinées puis réhydrater, du fait que tout résidu de paraffine pouvait induire une 

hybridation non spécifique. Pour permettre une meilleure accessibilité de la sonde 

d’ADN, il faut éliminer le cytoplasme et les protéines et les lames devaient donc subir 

une digestion enzymatique.  

Une fois les lames blanches coupées, l’étape de déparaffinage pouvait débuter : 

chaque lame blanche était incubée dans 3 bains successifs de Xylène pour une durée 

de 10 minutes chacun, puis placées dans des bains d’Ethanol (titré à 100% pendant                      

3 minutes et 70% pendant 3 minutes). Les lames ont été ensuite mise dans de l’eau 

distillée deux fois 3 minutes à température ambiante (diluée au 1/20ème) avec une 

solution tampon Wash Buffer (kit fourni par Dako). Il était important d’égoutter les 

lames après chaque bain, afin d’éliminer tout excès de liquide. 

- En ce qui concerne l’étape de prétraitement, les lames étaient trempées dans une 

solution de prétraitement diluée au 1/20ème pendant 10 minutes avec de l’eau distillée 

et préchauffées à 97°C, puis à laisser refroidir 15 minutes. Les lames étaient ensuite 

mises dans la solution tampon diluée (Wash Buffer) deux fois 3 minutes, à température 

ambiante. L’excès de tampon pouvait être éliminé en tapotant la lame et en essuyant 

les contours. Par la suite, le traitement à la pepsine froide était pratiqué, à l’aide de                  

3 à 4 gouttes déposées sur les lames, qui étaient ensuite recouvertes d’une lamelle 

24/60. On laissait incuber les lames à 37°C pendant 3 minutes, et on les réimmergeait 

dans la solution tampon diluée (Wash Buffer) deux fois 3 minutes à température 

ambiante. 
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- Ensuite, il s’agissait de l’étape de déshydratation : on trempait les lames dans des 

bains d’éthanol de concentration progressives, 70% pendant 2 min, 85% 2 min et 

100% pendant 2 min.  

Enfin il s’agissait de sécher les lames, et on procédait à la technique d’hybridation. A 

cette étape, les lames pouvaient être stockées à -20°C en attente de l’hybridation. 

- Etape de dénaturation de l’ADN et d’hybridation :  

Par la suite, on plaçait les lames sur la plaque chauffante et on y déposait 10 microns 

litres de sonde Kreatech MDM2 sur la zone délimitée (ce qui permettait une économie 

sur la quantité de sonde à utiliser). Le programme de dénaturation était lancé à la suite, 

à une température de 80°C pendant 5 mn. L’hybridation était assurée ensuite en 

plaçant les lames dans une étuve à 37°C pendant 24 heures.  

Concernant l’étape finale de cette phase, il s’agissait du lavage des lames post 

hybridation et l’étape de contre coloration. La contre coloration était assurée par le 

dépôt de 15 ou 20 µl de DAPI II (molécule capable de se lier aux bases azotées de 

l’ADN) sur les lames, et y était ensuite appliquée par-dessus une lamelle de protection. 

 
Figure 13 : Schématisation du principe de FISH 
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2) Technique de droplet digitale PCR 

1ère étape : extraction de l’ADN 

Après avoir gratté les lames blanches (souvent au nombre de 6 sur matériel 

biopsique), on place la coupe dans un tampon d’huile minérale, puis les échantillons 

sont placés 60°C pendant 10 min dans un bain sec. Le but étant de dégrader la 

paraffine pour n’avoir que les cellules et leur ADN dans la solution.  

Ensuite, on ajoute un tampon de lyse dans la solution puis on place les échantillons 

dans un thermobloc pour les chauffer pendant 1h à 56°C. Cette étape sert à dégrader 

les cellules pour avoir uniquement les brins d’ADN en solution. On met un témoin 

négatif (où il n’y a pas de cellules) dans la solution. On rajoute 25 microns de 

protéinase K à la solution pour compléter la digestion et on laisse agir 1H minimum 

(voir toute la nuit pour une meilleure digestion) à 56°C. Une étape de Decrosslink en 

ajoutant un tampon de dénaturation dans les échantillons est réalisée et va permettre 

de rompre les liaisons de l’ADN covalentes avec les protéines restante. 

Par la suite, on centrifuge les échantillons, et une fois le cycle fini, on obtient deux 

phases à la solution (le surnageant bleu contenant la paraffine et la phase transparente 

qui contient l’ADN), et l’on place l’ADN dans une cartouche pour l’automate IDEAL-32. 

Cet automate va homogénéiser la solution transparente et la mélanger à des billes 

magnétiques. Les aiguilles de l’automate sont aimantées, ce qui permet de fixer les 

billes aux aiguilles puis de les placées dans des solutions de lavage afin de purifier 

l’ADN pour l’analyse sans résidu de protéines. A la fin des rinçages, les billes 

magnétiques sont placées dans une solution pour que les brins d’ADN se détachent 

et soient en solution dans le tampon. 

Enfin, sur le rac où l’on place les échantillons, le dernier sert de témoin négatif et on 

met alors de l’eau à la place de l’ADN. 

Après extraction de l’ADN, ce dernier doit être calibrer pour déterminer si la 

concentration sera suffisante pour pouvoir réaliser la ddPCR (on pourra ensuite le 

diluer ou le concentrer).  

En effet avec la ddPCR, nous réalisons le dénombrement des chambres positives et 

négatives, et pour cela la quantité d’ADN ne doit pas saturer l’ensemble des chambres, 

il faut donc obtenir une quantité d’environ 6ng d’ADN dans la prise d’essai. Cette 

quantification est réalisée par PCR quantitative. 
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2ème étape : génération des gouttelettes grâce à un appareil : QX200TM droplet generator  

La plaque est constituée de trois colonnes de huit puits. Dans la première colonne, 

nous devons déposer 70 µL d’huile spéciale pour créer l’émulsion avec le mix aqueux. 

Puis dans la deuxième colonne, nous déposons 20 µL de mix et d’ADN. Un puit 

correspond à un patient. Nous introduisons la plaque dans l’appareil, qui va former les 

gouttelettes par émulsion. Elles vont, grâce à un micro-canal, se retrouver dans la 

troisième colonne de la plaque. Pour un volume total de 20 µL, il y a la formation 

d’environ 15 000 - 20 000 gouttelettes de 0,85 nL. A la fin de la formation, nous 

récoltons environ 40 µL, et nous les introduisons dans une nouvelle plaque PCR. Cette 

étape peut également être réalisée automatiquement grâce à un automate le « QX 200 

AutoDG droplet digital PCR system » (BioRad). 

                                            * 

Schéma de formation des gouttelettes à l’aide du QX200TM droplet generator 

 

Les contrôles inclus sont : SW48, H1650 et IB111. La lignée cellulaires SW48 provient 

d’une lignée de cancer du côlon. H1650 provient elle d’une lignée du cancer du 

poumon. Ces deux lignées permettent d’avoir deux témoins négatifs de la manipulation 

elles sont non-amplifiée MDM2 (CNV = 2). Et enfin, la lignée IB111 est une lignée de 

liposarcome, qui sert de témoin positif CNV > 40. Des contrôles négatifs (sans ADN) 

sont aussi rajoutés systématiquement afin de déterminer la présence éventuelle de 

contaminant extérieur. 
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3ème étape : réaction de QPCR en temps final 

Lorsque la plaque est soudée, on la place sur la microplaque du thermocycleur et on 

lance le programme de PCR. 

L’objectif étant d’amplifier spécifiquement une cible d’ADN. On va donc dans un 

premier temps, séparer les deux brins (dénaturation de l 'ADN), pour que les amorces 

puissent se fixer. La Taq polymerase va elle se fixer sur l’amorce et synthétiser l’ADN 

jusqu’à un codon stop ou l’inactivation de l’enzyme.  

La technologie Taqman est basée sur l’activité́ 3’-5’-exonucléasique de la Taq 

polymérase pour hydrolyser une sonde hybridée à sa séquence cible sur l’amplicon 

durant l’étape d’hybridation/extension de la PCR. Un fluorochrome émetteur (reporter) 

(ex. FAM : 6-carboxy- fluorocein) est fixé à l’extrémité́ 5’ de la sonde d’hybridation et 

son émission est inhibée par un second fluorochrome suppresseur (quencher) présent 

à l’extrémité́ 3’ (ex. TAMRA : 6-carboxy-tetramethyl-rhodamine). Lorsque stimulé, le 

fluorochrome émetteur transfert son énergie au fluorochrome suppresseur voisin par 

le principe FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer). Les valeurs de 

fluorescence sont enregistrées au cours de chaque cycle. 

Ainsi, plus il y a de matrices à amplifier au départ de la réaction PCR, moins élevé́ sera 

le nombre de cycle requis pour atteindre un point où le signal d’émission de 

fluorescence sera statistiquement et significativement plus élevé́ que le bruit de fond.  

 

Principe de la QPCR 
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4eme étape : absorbance des gouttelettes 

Pour finir, nous introduisons la plaque dans un automate de lecture nommé « QX200 

Droplet Digital PCR System » (Bio-Rad). Dans cette étape, l’analyse de chaque 

échantillon se fait individuellement. L’automate va récupérer le contenu d’un puit, puis 

il va individualiser les gouttes afin de pouvoir les compter suivant leur fluorescence. La 

fluorescence est, mesurée selon deux canaux, FAM (MDM2) et HEX (GAPDH). Les 

gouttelettes positives, c’est-à-dire qui possèdent au moins une molécule d’ADN cible, 

présentent une forte fluorescente comparé aux gouttelettes négatives. 

Le dénombrement des compartiments positifs et négatifs définit ainsi un signal 

numérique (ou digital) de type « tout ou rien » (0 ou 1) de type binaire, et l’estimation 

par la loi de Poisson permet de déterminer et de transformer les chambres positives 

en nombre de copies d’ADN présent dans chaque gouttelette. 

 

 

.  

5ème étape : interprétation des résultats 

Il faut d’abord vérifier qu’il n’y a pas eu de contamination lors de la manipulation, et 

pour cela on vérifie qu’il n’y a aucune émission de fluorescence dans la cupule du 

témoin négatif qui ne contient aucune molécule d’ADN. 

Pour analyser les résultats, on utilise un logiciel qui se nomme QuantaSoft (Bio-Rad), 

qui va permettre de faire une analyse détaillée des résultats obtenus. Dans un premier 

temps nous devons vérifier que le nombre de gouttelettes générés est suffisant, à 

savoir qu’il dépasse les 9 000 gouttelettes. Si ce nombre n’est pas atteint, cela diminue 

la sensibilité de la technique. Nous devons aussi vérifier que la concentration du gène 

de référence (GAPDH) est supérieur à 10 copies/µLdPCR. 

Par la suite, on sélectionne le nuage de gouttelettes positives (pour la cible et la 

référence), et le logiciel calcule la concentration de chacune des cibles. 

Dernière étape, le logiciel calcule le ratio du nombre de copie des deux gènes 

(MDM2/GAPDH) pour chaque échantillon passé et exprime le résultat en CNV.  

F FINA 

λ  
λ = nombre moyen de copie / compartiment 

p  = compartiment positif / compartiment total  
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La valeur de CNV est calculée à partir du ration x le nombre d’allèles (2). 

Les lignées contrôles SW48 et H1650 doivent avoir un CNV < 4 et la lignée IB111 > 40. 

Les contrôles négatifs doivent être négatifs. 

Parfois l’interprétation de ces résultats est difficile car elles sont proches de la valeur 

seuil déterminant si les séquences sont amplifiées ou non. Cependant, grâce à la loi 

de Poisson il est possible d’exprimer un résultat à 95% de confiance. Pour cela le 

logiciel donne la valeur de CNV et les valeurs de CNVmax et CNVmin qui encadrent le 

CNV à 95% de confiance. Cette information est importante pour l’analyse lorsque les 

valeurs sont proches de la valeur seuil (CNV>9), nous confirmons alors le résultat à 

l’aide de la valeur de CNVmin qui doit être supérieur à 6.0. Cela signifie que le CNV est 

en moyenne >9 avec une valeur minimale à 95% de confiance d’au moins 6. 

Il existe encore des difficultés d’interprétation si les valeurs du CNV et CNV min ne 

vont pas dans le même sens et que l’écart est trop important. 

C’est dans cette situation que nous ne pouvons pas conclure au statut mutationnel du 

gène MDM2 et qu’ainsi nous devons recourir à une autre méthode, telle que la FISH, 

pour mettre en évidence la présence ou non de l’amplification.          
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Exemple de graphique représentant l’amplification de MDM2 

Exemple de graphique représentant la concentration de l’amplification de MDM2 

 

 

 

 

 

 

 

 

Exemple de graphique représentant le CNV de l’amplification de MDM2 
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RESUME 
 

INTRODUCTION : Les tumeurs adipeuses sont les plus fréquentes des tumeurs des tissus mous 

chez l’adulte. Elles comportent des tumeurs bénignes : les lipomes et des tumeurs malignes : les 

liposarcomes. Le terme de tumeur adipeuse atypique (ALT) est utilisé pour les liposarcomes bien 

différenciés (de bas grade) des membres. Le diagnostic préopératoire repose sur une 

microbiopsie percutanée radioguidée qui constitue le gold standard à ce jour avec étude 

histologique et recherche d’amplification du gène MDM2 qui caractérise les tumeurs adipeuses 

atypiques, représentant l’objectif de notre étude. 
 

MATERIEL ET METHODES : Nous avons réalisé une étude rétrospective dans le service 

d’Anatomie pathologique du CHU de la Timone portant sur 107 prélèvements micro-biopsiques 

scanno-guidées de tumeurs adipeuses bien différenciées de l’adulte localisées aux membres 

réalisées entre 2010 et 2018. Dans tous les cas la recherche d’amplification du gène MDM2 par 

Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) a été réalisée. Le diagnostic final a été porté sur la pièce 

d’exérèse. Pour la totalité des cas de liposarcomes ainsi que pour 22 lipomes la recherche 

d’amplification du gène MDM2 a été réalisée sur la biopsie et sur la pièce d’exérèse par deux 

techniques différentes : FISH et digital droplet PCR (ddPCR).   
 

RESULTATS : 24 diagnostics de tumeurs adipeuses atypiques ont été faits en préopératoire. 1 

cas de liposarcome myxoïde avec territoires bien différenciés adipeux majoritaires et 4 autres 

ALT ont été diagnostiquées sur pièce opératoire uniquement en raison des aspects histologiques 

et grâce à la répétition des examens moléculaires. La sensibilité de la FISH sur microbiopsie est 

de 86%. Celle de la ddPCR de 56% sur microbiopsie et de 86% pour les pièces opératoires. 

L’hétérogénéité tumorale et le faible niveau d’amplification du gène MDM2 dans les ALT sont en 

grande partie responsables des discordances observées entre le diagnostic préopératoire et 

définitif. 
 

CONCLUSION : Nous avons conclu à une bonne performance de la microbiopsie scanno-guidée 

pour le diagnostic préopératoire des tumeurs adipeuses atypiques lorsque l’analyse moléculaire 

est couplée à l’histologie. La FISH apparaît plus sensible que la ddPCR pour la détection de 

l’amplification du gène MDM2 sur microbiopsie. Cependant la ddPCR est capable de mettre en 

évidence l’amplification même en présence d’une polysomie. Il est important de remettre en 

question le diagnostic réalisé sur microbiopsie si des arguments cliniques ou histologiques 

« atypiques » sont mis en évidence sur la pièce d’exérèse. Dans ces cas il ne faut pas hésiter à 

renouveler les techniques moléculaires. Enfin, il ne faut pas méconnaitre un éventuel 

liposarcome myxoïde « avec territoires adipeux bien différenciés extensifs » grâce à la 

confrontation anatomo-clinique. 
 

MOTS-CLES : microbiopsie - gène MDM2 - ALT - liposarcome bien différencié - FISH - ddPCR  


	Page vierge



