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Introduction générale

A/ Les tumeurs fibroblastiques/myofibroblastiques

a) Classification des tumeurs fibroblastiques/myofibroblastiques
Les fibroblastes sont des cellules dérivant des cellules souches mésenchymateuses. Ils sont
présents dans les tissus conjonctifs ot ils participent a I’élaboration de la matrice extracellulaire
et au renouvellement du collageéne via la sécrétion de protéoglycanes et de glycoprotéines. Sur
le plan morphologique, ces cellules ont un aspect peu spécifique, comportant un cytoplasme
peu abondant fusiforme ou étoilé et un noyau ovalaire doté d’une chromatine claire. Il n’existe
pas de marqueur immunohistochimique spécifique de ces cellules.
Les myofibroblastes dérivent des fibroblastes. Ils interviennent dans la réparation tissulaire, via
la sécrétion a-actine musculaire lisse (a-AML) dont les propriétés contractiles aident a la
cicatrisation. Ces cellules sont fusiformes avec un cytoplasme abondant éosinophile et un noyau
allongé comportant deux petits nucléoles. En immunohistochimie, ces cellules expriment
I’actine musculaire lisse (AML) et la vimentine.
Les fibrocytes sont des fibroblastes matures, au repos. Contrairement aux fibroblastes, ils sont
plus allongés avec un noyau plus condensé et expriment le CD34 en immunohistochimie.
Ces cellules ayant des aspects morphologiques et un profil immunohistochimique peu
spécifiques, les tumeurs en dérivant présentent également des caractéristiques peu spécifiques.
La nouvelle édition de la classification OMS (Organisation Mondiale de la Santé) des tumeurs
fibroblastiques/myofibroblastiques des tissus mous (5¢ édition, 2020) définie 38 entités classées
en bénin, a malignité intermédiaire avec agressivité locale ou rares métastases et malin (Figl).
Nombreuses de ces entités possedent des criteres diagnostiques se recoupant rendant leur

distinction parfois difficile, de reproductibilité limitée.
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Benign 8851/1 Lipofibromatosis

8828/0  Nodular fasciitis : .
Intravascular fasciltis 8834/1  Giant cell fibroblastoma

Cranial fasciitis Intermediate (rarely metastasizing)
8828/0  Proliferative fasciitis 8832/1  Dermatofibrosarcoma protuberans NOS
8828/0  Proliferative myositis 8833/1 Pigmented dermatofibrosarcoma protuberans
Myositis ossificans and fibro-osseous pseudotumour of 8g832/3 Dermatofibrosarcoma protuberans,
Isdcllg::mic fasciitis fibrosarcomatous
8820/0 FElastofibroma Myxoid dermatofibrosarcoma protuberans
8992/0  Fibrous hamartoma of infancy Dermatofibrosarcoma protuberans with myoid
Fibromatosis colli differentiation
Juvenile hyaline fibromatosis Plaque-like dermatofibrosarcoma protuberans
A gg'“sm ?‘(’gg:)?"‘;’r‘:::t’:is 8815/1  Solitary fibrous tumour NOS
roma o ni : : g 2
8810/0  Desmoplastic fibroblastoma ga_t-form?g .(l;.? OT?IOU?)DSO“(E’EV fibrous tumour
8825/0  Myofibroblastoma ) iant cell-rich solitary fibrous tumour
8816/0  Calcifying aponeurotic fibroma 8825/ Inflammatory myofibroblastic tumour ‘
EWSR1-SMAD3-positive fibreblastic tumour (emerging) Epithelioid inflammatory myofibroblastic sarcoma
8826/0  Angiomyofibroblastoma 8825/3  Myofibroblastic sarcoma
9160/0  Cellular angiofibroma 8810/ Superficial CD34-positive fibroblastic tumour
9160/0  Angiofibroma NOS 8811/1  Myxoinflammatory fibroblastic sarcoma
8610/08= Nuchallfibroma 8814/3  Infantile fibrosarcoma
8811/0  Acral fibromyxoma )
8810/0  Gardner fibroma Malignant _
Intermediate (locally aggressive) 8815/3 Solltafy fibrous tumour, mallgnanl
8815/0  Solitary fibrous tumour, benign 8810/3  Fibrosarcoma NOS
8813/1  Palmar/plantar-type fibromatosis 8811/3 Myxofibrosarcoma
8821/1  Desmoid-type firomatosis Epithelioid myxofibrosarcoma
88211 Extra-abdominal desmoid 8840/3  Low-grade fibromyxoid sarcoma
il gegomm s TEomeions 8840/3  Sclerosing epithelioid fibrosarcoma

Figure 1. Classification OMS des tumeurs fibroblastiques et myofibroblastiques des tissus
mous, Se édition, 2020.

D’aprées CDM F, JA B, PCW H, F M. Soft Tissue and Bone Tumours. The WHO Classification of
Tumours Editorial Board. Vol. 5th edition. 2020.
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b) Tumeurs fibroblastiques/myofibroblastiques bénignes
Parmi les tumeurs fibroblastiques/myofibroblastiques bénignes, notre cohorte contient les

suivantes :

*Les hamartomes fibreux de I’enfant

Ces tumeurs apparaissent dans les premicres années de vie, préférentiellement au niveau sous-
cutané du haut des bras, du tronc, des régions axillaires, inguinales et génitales externes.
Histologiquement, elles comportent trois contingents (1,2) (Fig2) :

- un contingent fibroblastique composé de faisceaux disposés au sein d’un stroma
collageéne plus ou moins abondant

- un contingent mésenchymateux immature composé de cellules fusiformes ou étoilées
agencées en nids et souvent accompagnées d’une matrice myxoide

- un contingent d’adipocytes matures étroitement mélés aux deux autres contingents.
En immunohistochimie, les cellules fusiformes expriment parfois ’AML et le contingent

mésenchymateux primitif le CD34 (3).

Figure 2. Hamartome fibreux de I’enfant

D’aprées CDM F, JA B, PCW H, F M. Soft Tissue and Bone Tumours. The WHO Classification of
Tumours Editorial Board. Vol. 5th edition. 2020.

Présence de trois contingents entremélés : cellules fusiformes fibroblastiques, cellules
adipeuses matures et ilots de cellules mésenchymateuses immatures, observés au faible (a) et

moyen (b) grossissement.
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* Les fibromes aponévrotiques calcifiants

Ces lésions atteignent majoritairement le jeune enfant, préférentiellement au niveau des
extrémités, avec un fort potentiel de récidive. Histologiquement, il s’agit d’une prolifération
fibroblastique d’architecture fasciculée, associée a des ilots chondroides plus ou moins
calcifiés. A un stade précoce les ilots chondroides peuvent manquer et étre précédés par des
amas de fibroblastes épithélioides aiguillant alors le diagnostic (4,5) (Fig3). En
immunohistochimie, les cellules tumorales expriment I’AML. Les 1lots chondroides sont
positifs pour la protéine S100. Elles n’expriment pas le CD34 (3). Les études de biologie
moléculaire récentes ont montré qu’une fraction de ces lésions sont associées a des fusions
récurrentes FNI-EGF (6), également retrouvées dans certaines lipofibromatoses, suggérant
qu’ils représentent un stade évolutif fibreux tardif et que les lipofibromatoses seraient un stade

prolifératif cellulaire précoce appartenant au méme spectre de 1ésions (7).

[

% ' ~ox7t B
Figure 3. Fibrome aponévrotique calcifiant

D’aprées CDM F, JA B, PCW H, F M. Soft Tissue and Bone Tumours. The WHO Classification of
Tumours Editorial Board. Vol. 5th edition. 2020.

Lésion fasciculée infiltrant la graisse sous-cutanée avec un foyer de calcification (en haut a
gauche) (a). Au plus fort grossissement, on observe des faisceaux de cellules fusiformes dont le

caractere infiltrant peut évoquer une fibromatose (b).
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*]_es myofibromes

Ces tumeurs, plus fréquemment décrites chez le jeune enfant, sont préférentiellement localisées
au niveau de la téte et du cou. Elles peuvent étre uniques ou multiples, alors dénommées
myofibromatoses. Les formes solitaires atteignent uniquement les tissus mous tandis que les
myofibromatoses peuvent également toucher les muscles, les os et les organes internes.
Histologiquement, il s’agit d’une prolifération nodulaire de cellules a différenciation
myofibroblastique. Les cellules tumorales adoptent une architecture storiforme ou forment des
enroulements caractéristiques de cette entité. Un aspect biphasique lié a I’alternance de zones
cellulaires et de zones pauci-cellulaires est observé. Les zones cellulaires sont constituées de
cellules rondes ou polygonales, au noyau hyperchromatique et au cytoplasme éosinophile,
étroit, mal limité. Les zones pauci-cellulaires sont composées de cellules fusiformes dodues, au
noyau allongé clair et au cytoplasme €osinophile. Une vascularisation hémangiopéricytaire est
souvent présente (Fig4). En immunohistochimie, les cellules tumorales expriment I’AML mais
pas la desmine. Le CD34 et la protéine S100 sont dans la majorité des cas négatifs (8).

Récemment, des mutations de PDGFRB ont été rapportées dans des formes sporadiques

myofibromatoses (9,10).
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D’aprés CDM F, JA B, PCW H, F M. Soft Tissue and Bone Tumours. The WHO Classification of
Tumours Editorial Board. Vol. 5th edition. 2020.

Aspect biphasique avec alternance de zones hypercellulaires et de zones paucicellulaires plus
hyalines (a). Au grossissement intermédiaire on observe une prolifération fasciculée de cellules

fusiformes pouvant mimer un sarcome a cellules fusiformes (b).
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¢) Tumeurs fibroblastiques/myofibroblastiques a malignité intermédiaire

Les tumeurs fibroblastiques/myofibroblastiques d’agressivité intermédiaire incluses dans cette

étude comprennent :

*Les fibromatoses

Ces tumeurs majoritairement décrites chez 1’adulte sont de localisation ubiquitaire.
Histologiquement, elles sont caractérisées par une prolifération de fibroblastes agencés en longs
faisceaux au sein d’un stroma collagénique, avec une infiltration des structures adjacentes
(11)(Fig5). En immunohistochimie, les cellules tumorales expriment I’AML et sont négatives
pour le CD34 et la PS100. Certaines fibromatoses comportent des altérations moléculaires
spécifiques : des mutations du géne CTNNBI codant pour la B-caténine ou des mutations du
gene suppresseur de tumeur APC rentrant alors dans le cadre du syndrome de Gardner,

également appelé polypose adénomateuse familiale.

ARESSEST T B PR B R SN T )
Figure 5. Fibromatose

D’apres, CDM F,JA B, PCW H, F M. Soft Tissue and Bone Tumours. The WHO Classification
of Tumours Editorial Board. Vol. 5th edition. 2020.
Prolifération fait de longs faisceaux infiltrant le tissu adjacent (a). Infiltration du tissu

musculaire adjacent (b).
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*Les lipofibromatoses

Il s’agit d’une entité récente, distinguée des fibromatoses en 2000 (12). Ces tumeurs
pédiatriques sous-cutanées surviennent préférentiellement au niveau des mains, des bras, des
pieds, des jambes et du tronc. Histologiquement, elles sont constituées de tissu adipeux mature
mélé a des faisceaux de fibroblastes, enserrant les lobules adipeux sans les détruire,
contrairement aux fibromatoses. L’interface entre le tissu adipeux et fibreux contient
classiquement des cellules univacuolisées nommées pseudo-lipoblastes. I1 s’y associe un stroma
collagénique plus ou moins important (Fig6). Les cellules fusiformes expriment le CD34,
I’AML et de maniere inconstante la protéine S100. Ces caractéristiques morphologiques sont
peu spécifiques. Les anomalies moléculaires observées dans ces tumeurs sont disparates, avec
une fraction comportant des fusions FNI/-EGF, faisant discuter un continuum lésionnel avec
les fibromes aponévrotiques calcifiants (7), tandis qu’une autre minorité, exprimant en
immunohistochimie le CD34 et la protéine S100, présentent des fusions de NTRKI. Ces
tumeurs avaient initialement été dénommées tumeur nerveuse pseudo-lipofibromateuse du fait

de leur profil immunohistochimique (13).
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Figufe 6. Lipoﬁ romqatoseﬁ |
D’apres CDM F, JA B, PCW H, F M. Soft Tissue and Bone Tumours. The WHO Classification
of Tumours Editorial Board. Vol. 5th edition. 2020.

Prolifération constituée de faisceaux de fibroblastes enserrant des lobules de tissus adipeux

matures avec une infiltration du tissu musculaire adjacent (a, b).
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*]es fibroblastomes a cellules géantes

Ces tumeurs sont majoritairement retrouvées chez le jeune enfant avec une prédominance chez
les garcons. Elles sont sous-cutanées, préférentiellement localisées au niveau du tronc, de 1’aine
et de la région axillaire. Histologiquement, elles ont des aspects trés proches des
dermatofibrosarcomes portuberans (DFSP). Il s’agit d’une prolifération tumorale d’architecture
fasciculée. Les cellules tumorales sont monotones, fusiformes ou étoilées, accompagnées de
cellules géantes multinucléées, dont les noyaux adoptent une disposition en couronne. La
prolifération s’accompagne d’un stroma abondant collagénique ou myxoide. Ces tumeurs
infiltrent le tissu adipeux selon un pattern dit « en rayon de miel » et épargnent les annexes
cutanées (Fig7). Les mitoses sont rares et la nécrose tumorale absente. En immunohistochimie,
les cellules tumorales expriment le CD34. Au niveau moléculaire, les fibroblastomes a cellules
géantes sont caractérisés par la présence d’un transcrit de fusion COLAI-PDGFB, également

retrouvé dans les DFSP (3).

[y . B \
Figure 7. Fibroblastome a cellules géantes
D’apres CDM F, JA B, PCW H, F M. Soft Tissue and Bone Tumours. The WHO Classification

of Tumours Editorial Board. Vol. 5th edition. 2020.

Prolifération sous-cutanée accompagnée d’un stroma riche en collagéne (a), infiltrant
I’hypoderme en « rayon de miel » (b) avec au plus fort grossissement la présence de cellules

fusiformes associées a des cellules multinucléées (c).

Notre étude a également inclus plusieurs tumeurs fibroblastiques/myofibroblastiques

d’agressivité intermédiaire, trés rarement métastatiques :

*]_es dermatofibrosarcomes protuberans (DFSP)

Ces tumeurs atteignent la plus souvent I’adulte bien que quelques cas congénitales et

pédiatriques soient décrits. Il s’agit de tumeurs cutanées a croissance lente, préférentiellement
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localisées au niveau du tronc et des membres supérieurs (14). Histologiquement, ces tumeurs
sont caractérisées par une prolifération d’architecture storiforme atteignant le derme ou
I’hypoderme. Les cellules tumorales sont fusiformes avec un cytoplasme abondant éosinophile
et des noyaux allongés d’aspect monotone. Des mitoses peuvent étre présentes. En périphérie,
la prolifération infiltre le tissu adipeux selon un pattern dit « en rayon de miel ». Classiquement,
les structures annexielles sont épargnées. Le stroma peut étre collagénique, myxoide ou
microkystique (Fig8). Plusieurs variants sont décrits, les plus fréquents étant : la tumeur de
Brednar, correspondant a la présence de mélanocytes pigmentés accompagnant la 1ésion, le
variant avec cellules géantes et le variant avec stroma myxoide. En immunohistochimie, les
cellules tumorales expriment de maniére forte et diffuse le CD34. La protéine S100 est négative.
Ces tumeurs peuvent se transformer en fibrosarcome, tumeur maligne de plus mauvais
pronostic. Histologiquement, cette transformation se caractérise par une hypercellularité, une
architecture fasciculée, une vascularisation hémangiopéricytaire, des atypies cytonucléaires
marquées avec des noyaux pléomorphes et hyperchromatiques, ainsi qu’un nombre de mitoses
augmenté et une expression du CD34 diminuée voir absente (Fig8). Au niveau moléculaire, les
DFSP sont caractérisés par la présence de réarrangements des génes PDGFB ou PDGFD avec
comme chef de file le transcrit de fusion COLIAI-PDGFB, et plus rarement décrites les fusions

COLIA2-PDGFB, COL6A3-PDGFD et EMILIN2-PDGFD (3).
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Figure 8. Dermatofibrosarcome protuberans et transformation fibrosarcomateuse
D’aprés CDM F, JA B, PCW H, F M. Soft Tissue and Bone Tumours. The WHO Classification
of Tumours Editorial Board. Vol. 5th edition. 2020.

Prolifération storiforme avec infiltration en « rayon de miel » du tissu adipeux adjacent,

correspondant a un DFSP (a). Transformation fibrosarcomateuse caractérisée par une

prolifération fasciculée hypercellulaire avec atypies cytonucléaires et nombreuses mitoses (b).
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*Les tumeurs myofibroblastiques inflammatoires (TMI)

Ces tumeurs atteignent préférentiellement I’enfant ou le jeune adulte, principalement au niveau
de I’abdomen suivi des poumons, du médiastin, de la téte, du cou, du tractus intestinal et du
tractus uro-génital. Histologiquement, il s’agit d’une prolifération fait de courts faisceaux de
cellules myofibroblastiques fusocellulaires ou stellaires, étroitement mélées a un infiltrat
inflammatoire. Cet infiltrat se compose majoritairement de lymphocytes et plasmocytes et plus
rarement de polynucléaires €osinophiles ou de cellules géantes. Des mitoses ainsi que des
atypies peuvent €tre présentes. Un stroma myxoide ou hyalin accompagne fréquemment la
prolifération tumorale (Fig9). Le variant épithélioide de la TMI, caractérisé par une composante
majoritaire de cellules épithélioides, est de plus mauvais pronostic. Il s’accompagne
souvent d’'un abondant contingent neutrophilique et d’un abondant stroma myxoide. En
immunohistochimie les cellules tumorales expriment de maniere variable I’AML. Au niveau
moléculaire, les TMI sont caractérisées par la présence d’un réarrangement du géne ALK ou

plus rarement des génes ROSI ou RET (3).
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F iguré 9. Tumeﬁr mybfibroblastiqﬁe inflammatoire
D’aprés CDM F, JA B, PCW H, F M. Soft Tissue and Bone Tumours. The WHO Classification
of Tumours Editorial Board. Vol. 5th edition. 2020.

Prolifération de myofibroblastes agencés en courts faisceaux disposés sur un fond myxoide et

inflammatoire (a, b).
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*Les fibrosarcomes infantiles (FSI)

Ces tumeurs atteignent les enfants, le plus souvent avant 2 ans. Elles sont localisées
préférentiellement au niveau des extrémités. Il s’agit de masses dont la croissance rapide se fait
au dépend des structures adjacentes. Le traitement est chirurgical, parfois trés délabrant, et peut
s’accompagner d’une chimiothérapie. Histologiquement, il s’agit d’une prolifération lobulée,
mal limitée, infiltrant les structures adjacentes. Cette prolifération est tres cellulaire, constituée
de cellules fusiformes agencées en longs faisceaux ou en « banc de poisson ». Les cellules
tumorales sont monomorphes, d’aspect immature, avec des noyaux discretement irréguliers et
des cytoplasmes éosinophiles mal définis. Les mitoses sont fréquentes. La présence de plages
de suffusions hémorragiques est caractéristique. De la nécrose tumorale peut étre observée. La
prolifération tumorale est accompagnée d’un infiltrat inflammatoire éparse, composé de
lymphocytes, plasmocytes et de plus rares mastocytes ou polynucléaires éosinophiles (15)
(Figl10). L’étude immunohistochimique est peu spécifique avec une expression variable de
I’AML, du CD34 et de la protéine S100 (3). Les FSI sont définis par la présence d’un transcrit
de fusion ETV6-NTRK3 ou plus rarement de réarrangements des genes NTRK1, NTRK2, BRAF

ou MET. Ces anomalies génétiques représentent une importante clé du diagnostic (3).

A
Figure 10. Fibrosarcome infantile

D’aprés CDM F, JA B, PCW H, F M. Soft Tissue and Bone Tumours. The WHO Classification
of Tumours Editorial Board. Vol. 5th edition. 2020.

Prolifération densément cellulaire accompagnée de nombreux vaisseaux ectasiques et de zones
de suffusions hémorragiques (a). Au plus fort grossissement on observe des cellules fusiformes

d’aspect monotone disposées en « banc de poissons » (b).
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d) Tumeurs fibroblastiques/myofibroblastiques malignes

*]_es fibrosarcomes de 1’adulte

Cette entité débattue du fait de ses aspects peu spécifiques est un diagnostic d’élimination. Ces
tumeurs surviennent majoritairement chez I’homme d’age moyen ou agé, préférentiellement au
niveau des extrémités, du tronc, de la téte et du cou. Histologiquement, leur aspect est semblable
a celui des fibrosarcomes infantiles avec une prolifération fasciculée, fait de longs ou de courts
faisceaux en banc de poissons, tres cellulaire. Les cellules sont fusiformes et monotones. Les
noyaux peuvent €tre discrétement irréguliers, hyperchromatiques ou avec des nucléoles
proéminents. De nombreuses mitoses et de la nécrose tumorale sont souvent retrouvées. Un
stroma collagénique d’abondance variable accompagne fréquemment la 1ésion. La présence
d’une vascularisation hémangiopéricytaire est classique (Figll). En immunohistochimie, il
existe une expression focale de I’AML, tandis qu’une expression du CD34 par les cellules

tumorales doit orienter vers les diagnostics de DFSP transformé en fibrosarcome ou de tumeur

fibreuse solitaire maligne (3).

D’aprés CDM F, JA B, PCW H, F M. Soft Tissue and Bone Tumours. The WHO Classification
of Tumours Editorial Board. Vol. 5th edition. 2020.

Prolifération fasciculée, densément cellulaire, avec nécrose tumorale (a). Au plus fort
grossissement on observe des cellules fusiformes, d’aspect monotones, avec atypies

cytonucléaires modeérées (b).
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B/ Apport de la biologie moléculaire dans le diagnostic des tumeurs

fibroblastiques/myofibroblastiques

a) Les techniques de séquencage de ’ARN
Au cours des dernieres années la prise en charge diagnostique des tumeurs
fibroblastiques/myofibroblastiques a beaucoup évoluée du fait de I’avenement des techniques
de biologie moléculaire et notamment du séquencage de I’ARN. Le séquencage de I’ARN
(RNA-seq) permet I'étude du transcriptome, correspondant a I'ensemble des ARN présents dans
une cellule 2 un moment donné. Ce transcriptome est le reflet de I'expression des geénes. Il existe
deux types de RNA-seq : le RNA-seq ciblé, permettant d’identifier des génes appartenant a un
panel connu et prédéfini, et le RNA-seq non ciblé (whole RNA-seq), identifiant I’ensemble des
transcrits d’ARN messager (ARNm) -mais selon les protocoles d’extraction des fractions
spécifiques d’ARNs peuvent étre étudiées comme les microARNs (miARNs)- extraits du
prélevement, permettant ainsi de mettre en évidence des transcrits de fusion dont les partenaires
de fusion et la localisation des points de cassure sont inconnus. Les deux techniques different
au niveau des premieres étapes : le RNA-seq ciblé comporte une étape de capture/sélection
d'une fraction des ARN extraits qui seront ensuite transformés en ADN alors que pour le whole
RNA-seq I’ensemble des ARN extraits seront transformés en ADN puis fragmentés en
segments de taille uniforme. Les brins d'ADN ainsi obtenus vont étre amplifiés par PCR
(réaction de polymérase en chaine) afin de former des clusters de brins d”’ADN dont les signaux
seront détectables. Ces brins seront alors séquencés, afin de déterminer pour chacun sa séquence
nucléotidique. Notre étude utilise la technique de séquencage développée par Illumina. Cette
technique se base sur des PCR utilisant 4 terminateurs réversibles marqués avec différents
fluorophores. A I'aide d'un laser, la fluorescence émise par chaque cluster est mesurée a chaque
cycle permettant d'identifier au fil du séquencgage la base incorporée. Entre deux cycles les
réactifs sont lavés et de nouveaux terminateurs réversibles marqués sont ajoutés. L'opération
est ainsi répétée jusqu’au séquencage complet des brins d’ADNc. Les séquences nucléotidiques
ainsi obtenues sont dénommeées « read ». Ce séquencage dit « haut débit » génere des millions
de « read ». Lors du séquencage utilisé pour cette étude 72,86 millions de reads ont été obtenus
en moyenne par échantillon avec des extrémes variant de 2,27 millions de reads a 273,12
millions de reads. Afin de rendre ces données exploitables des analyses bioinformatiques sont

nécessaires.
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b) Les réarrangements chromosomiques
Un réarrangement chromosomique est une altération génétique provenant d’une cassure d’un
ou plusieurs chromosomes suivis d’une réparation entrainant une modification de la structure
du chromosome. Les réarrangements intéressant des segments de différents chromosomes sont
appelés translocations. Ces cassures peuvent étre a I’origine de nouveaux geénes appelés genes
de fusion, qui pourront étre transcrits en ARN, formant alors des transcrits de fusion. Ces
derniers pourront étre traduits en protéines chimériques, potentiellement a ’origine d’un
processus oncogene. Certains réarrangements chromosomiques surviennent a faible fréquence
dans de nombreuses tumeurs communes, ils sont dits réarrangements « passenger ». Ils ne sont
pas initiateurs de I’oncogeneése mais apparaissent secondairement lors de la progression
tumorale. Par opposition, les réarrangements récurrents dits « driver » jouent un role dans
I’initiation de I’oncogenese et sont retrouvés a haute fréquence dans des tumeurs rares. Au cours
de ces dernieres années de nombreux réarrangements récurrents spécifiques de certaines

tumeurs conjonctives ont été découverts et ont apporté une importante aide diagnostique.

C/ Les réarrangements des genes NTRK (Neurotrophic tyrosine Kinase

receptor)

a) La famille des récepteurs TRK
La famille des récepteurs TRK (Tropomysin receptor kinase) est composée des protéines TRK-
A, TRK-B et TRK-C respectivement codées par les génes NTRKI (chromosome 1q21-q22),
NTRK?2 (chromosome 9q22.1) et NTRK3 (chromosome 15g25). Ces récepteurs sont
principalement présents dans les tissus neuronaux mais également retrouvés au niveau des
vaisseaux, des ovaires et du systeme immunitaire. Il s’agit de protéines transmembranaires a
activité tyrosine kinase, activées par les neurotrophines, famille de molécules comportant NGF
(nerve growth factor), BDNF (brain-derived neurotrophic factor), NT-4 (neurotophin 4) et NT-
3 (neurotrophin 3). Ces ligands possedent des affinités différentes en fonction du récepteur
TRK. La liaison des neurotrophines aux récepteurs TRK entraine leur dimérisation, responsable
d’une autophosphorylation des résidus tyrosine de leur domaine intracellulaire, a 1’origine de
I’activation de différentes voies de signalisation :

- TRK-A va entrainer une activation de la voie RAS/ERK

- TRK-B active les voies de signalisation RAS/ERK, PI3K et PLCy
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- TRK-C active la voie de signalisation PI3K/AKT
L’activation de ces voies de signalisation va provoquer une augmentation de la prolifération et
de la croissance cellulaire, une prévention de 1’apoptose et/ou une différentiation neuronale,
jouant un role essentiel lors du développement embryologique, de la différenciation et de la
survie des neurones. Ils sont également impliqués dans la formation synaptique, la plasticité, la
formation axonal et dendritique, éléments essentiels notamment pour la formation et la rétention
de la mémoire. De plus, ils interviennent dans la survie et la différenciation des ganglions
sensitifs avec des roles différents selon le type de récepteur :

- les récepteurs TRK-A sont exprimés au niveau des neurones de la racine dorsale et du
ganglion trigéminal et orientent vers une différenciation nociceptive, expliquant leur
association avec des maladies héréditaires sensorielles comme 1’insensibilité congénitale avec
anhidrose.

- les récepteurs TRK-C sont également exprimés au niveau des neurones de la racine
dorsale mais orientent vers une différenciation proprioceptive.

- les récepteurs TRK-B sont retrouvés au niveau des neurones du ganglion inférieur du
nerf vague, impliqués dans I’innervation sensorielle des visceres (cceur, tractus respiratoire et
gastro-intestinal) et véhiculant les informations sensorielles concernant la pression sanguine et
le pH. Ainsi, des anomalies au niveau de ces récepteurs peuvent entrainer la perte du contrdle

de I’appétit. (16,17) (Figl2)
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Figure 12. Schéma de I’activation des récepteurs TRK

(Réalisé avec BioRender.com)

Récepteurs TRK non activés (a). Les neurotrophines se lient aux récepteurs TRK selon leur

affinité, entrainant leur dimérisation, responsable de I’activation de diverses voies cellulaires

(b).
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b) Les réarrangements des genes NTRK dans les tissus conjonctifs

En 1996, des fusions récurrentes ETV6-NTRK3 ont été décrites pour la premiere fois dans les
fibrosarcomes infantiles (18). En 2016, des réarrangements du géne NTRKI ont été mis en
évidence dans des lipofibromatoses au profil immunohistochimique particulier, exprimant la
protéine S100 et le CD34. Cette nouvelle entité fut initialement dénommée tumeur neurale
pseudo-lipofibromateuse, en rapport avec son immunophénotype neural (13). Par la suite, il a
été révélé que d’autres tumeurs fibroblastiques/myofibroblastiques associées a d’autres patterns
morphologiques comportaient des réarrangements des genes NTRK, complexifiant la vision
initiale de ces tumeurs. Devant le caractere peu spécifique de ces Iésions, tant au niveau clinique
que morphologique, elles ont été renommées tumeurs fusocellulaires avec réarrangement de
NTRK. Ces tumeurs sont considérées comme a malignité intermédiaire, d’agressivité locale
(19-23) mais de rares évolutions métastatiques sont décrites, seulement dans certains sous types
morphologiques comme les fibrosarcomes de 1’adulte (20,21,23-26).

Les tumeurs a malignité intermédiaire surviennent majoritairement chez 1’enfant. Leur
localisation est ubiquitaire avec une prédominance au niveau du tronc et des membres. Leur
aspect histologique, caractérisé par une prolifération de cellules fusiformes, monomorphes, est
peu spécifique. Ces proliférations s’accompagnent d’un stroma collagénique ou focalement
myxoide d’abondance variable, avec fréquemment un renforcement hyalin péri-vasculaire. Une
vascularisation hémangiopéricytaire est souvent décrite ainsi qu’un infiltrat inflammatoire
chronique. Les mitoses sont peu nombreuses et la nécrose tumorale absente. En
immunohistochimie, la plupart de ces lésions expriment le CD34 et la protéine S100. Les
diagnostics initiaux sont treés variables, comportant des myopéricytomes/myofibromes, des
hémangiomes infantiles, des schwannomes, des tumeurs histiocytaires ou néoplasmes a cellules
dendritiques inclassés, des tumeurs neuroectodermiques primitives (PNET) et des pseudo-
sarcomes hémangiopéricytaires, myofibroblastiques ou myopéricytaires. Les réarrangements
retrouvés intéressent le plus souvent le gene NTRK 1 mais des réarrangements des genes NTRK2
et NTRK3 sont également décrits. Les partenaires de fusion les plus fréquemment retrouvés sont
LMNA, TPM3 et TPR (19-23).

Les tumeurs malignes intéressent quant a elles majoritairement la femme adulte, bien que des
cas pédiatriques aient également été décrits. Leur localisation est ubiquitaire, touchant les tissus
mous et les organes internes tels que les poumons, l'utérus ou le tractus digestif.
Histologiquement, ces tumeurs sont densément cellulaires ou hétérogenes alternant des zones
tres cellulaires et peu cellulaires. Elles ont une architecture storiforme ou fasciculée. Les

cellules tumorales sont fusiformes avec des atypies modérées a séveres. Le stroma est plus ou
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moins collagénique, parfois accompagné de foyers myxoides. Une vascularisation
hémangiopéricytaire est parfois décrite. Les mitoses sont le plus souvent nombreuses et de la
nécrose tumorale est fréquemment observée. En immunohistochimie, 1’expression de la
protéine S100 et du CD34 sont tres variables. Les diagnostics différentiels pour ces tumeurs
comportent les tumeurs malignes des gaines périphériques (MPNST), la tumeur fibreuse
solitaire maligne, le fibrosarcome de 1’adulte, le synovialosarcome. Les réarrangements
intéressent le plus souvent le géne NTRK3 avec comme partenaires de fusion les génes ETV6,
STRN, STRN3 ou TGF'. Plus rarement, des réarrangements du géne NTRK sont rapportés avec
comme partenaires de fusion les genes TPM3 ou LMNA ainsi qu’un transcrit NTRK2-MTMR?2.
(20,21,24-26). Parmi ces tumeurs malignes, les sarcomes utérins avec réarrangement de NTRK
ont été individualisés. Ces tumeurs atteignent préférentiellement la femme jeune. L’histologie
est superposable a celle des autres tumeurs malignes avec réarrangements de NTRK. Au niveau
de I’'immunohistochimie la majorité des cas rapportés expriment la protéine S100 et le CD34.
Les diagnostics différentiels comportent les sarcomes du stroma endométrial de haut grade, les
MPNST et les adénosarcomes. Les réarrangements concernent majoritairement le gene NTRK/
avec comme partenaires TPM3, LMNA ou TPR et plus rarement le géne NTRK3 avec comme
partenaire RBPMS, EML4 ou SPECCIL (27-30).

Enfin, des réarrangements de NTRK ont été décrits dans des tumeurs présentant classiquement
d’autres fusions récurrentes, comme les TMI avec plusieurs cas comportant des transcrits de
fusion ETV6-NTRK3 (20,25,31,32), les DFSP ou des fusions EML4-NTRK3 ont été décrites
(33) et LMNA-NTRK1 (34), ainsi que des tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) (35,36).

¢) Les réarrangements des genes NTRK hors des tumeurs du tissu conjonctif

Les réarrangements des geénes NTRK hors tissus conjonctifs sont principalement des
réarrangements « passenger » retrouvées a faible fréquence dans de nombreuses tumeurs
communes telles que les carcinomes colorectaux, les carcinomes papillaires de la thyroide, les
carcinomes pulmonaires non a petites cellules, les mélanomes, les tumeurs du systéme nerveux
central ainsi que dans certains cancers hématologiques tels que la leucémie lymphoblastique
aigue et la leucémie myéloide aigue (16).

Des réarrangements récurrents « driver » du géne NTRK, jouant un réle dans I’initiation de
I’oncogenese ont également été rapportés hors des tissus mous. Le transcrit de fusion ETV6-
NTRK3 a été mis en évidence dans les néphromes congénitales mésoblastiques, tumeurs rénales
dont les caractéristiques cliniques et histologiques sont proches de ceux des fibrosarcomes

infantiles (37), ainsi que dans les carcinomes sécrétant mammaires, sous-type rare de carcinome
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mammaire infiltrant (38) et son homologue salivaire la carcinome sécrétant salivaire de type
mammaire (39). Des réarrangements récurrents de NTRK1, 2 et 3 ont également été rapportés
dans des gliomes pédiatriques (40). Enfin, les tumeurs mélanocytaires de Spitz possedent des
voies d’oncogenese différentes des tumeurs mélanocytaires classiques caractérisées par des
réarrangements de genes codant pour les protéines kinases ROSI, NTRK1/2/3, ALK, BRAF ou
RET. Ces tumeurs surviennent préférentiellement chez 1’enfant, avec un spectre 1ésionnel

s’étendant du nevus au mélanome spitzoide (41,42).

D/ Enjeu thérapeutique du dépistage des réarrangements NTRK

a) La thérapie ciblée

Le dépistage des tumeurs avec réarrangements de NTRK est devenu particulierement important
depuis D’existence de thérapies ciblées visant ces altérations génétiques. Le larotrectinib
(également nommé BAY?2757556, LOX0O-101 et ARRY-470) est la premiere molécule a avoir
obtenu I’autorisation de mise sur le marché pour le traitement des patients adultes et
pédiatriques atteints de tumeurs porteuses de réarrangements des genes NTRK
en novembre 2018 par la U.S. Food and Drug Administration (FDA) puis en 2019 par I’Agence
Européenne du Médicament (EMA) (43-45). 1l s’agit d’un inhibiteur de tyrosine kinase (TKI)
hautement spécifique des récepteurs TRK-A, B et C. Cette petite molécule agit en bloquant le
site de liaison de I’ATP du domaine kinase. De nombreuses études de phase 1 et 2 menées sur
des cohortes adultes et pédiatriques, ont montré une régression durable des tumeurs solides dans
la majorité des cas traités, indépendamment de leur localisation et du type de tumeur. Les effets
secondaires rapportés étaient tolérables avec majoritairement des effets de grade I ou II
correspondant a de la fatigue, des céphalées, des nausées, des vomissements, de I’anémie, de la
leucopénie et de la neutropénie (43-45).

L’entrectinib est la seconde molécule a avoir obtenu en 2019 I’approbation de la FDA et en
2020 de ’EMA pour le traitement des tumeurs solides métastatiques ou localement avancées
avec réarrangements de NTRK (46 ,47). Cette molécule est un inhibiteur multikinase ciblant les
récepteurs ALK, ROS et TRK. Les essais cliniques ont montré des effets anti-tumoraux
durables du traitement. Les effets secondaires sont fréquents comportant des infections
pulmonaires, de la prise de poids, de la fatigue, de la dyspnée, des troubles cognitifs, de
I’hypotension et de la diarrhée, ... Des effets secondaires séveres ont également été rapportés :

insuffisance cardiaque, effet sur le syst¢tme nerveux central, fracture osseuse, hépatotoxicité,
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hyperuricémie, prolongation du QT et troubles de la vision. Ces effets secondaires étaient
réversibles suite a 1’arrét ou a la diminution du traitement (46,48 ,49).

Des résistances a ces traitements se sont développées, liées soit a des mutations survenant au
niveau du site ciblé par les traitements, soit au développement de voies d’oncogenese non
dépendantes des récepteurs TRK. Afin de pallier aux résistances di aux mutations du site de
liaison des TKI, des inhibiteurs de tyrosine kinase de seconde génération, ciblant d’autres sites
du domaine kinase, ont été développés : le selitrectinib (BAY 2731954, LOXO-195), inhibiteur
de tyrosine kinase sélectif ciblant TRK-A/B/C, et le repotrectinib (TPX-0005), inhibiteur de
tyrosine kinase non spécifique ciblant TRK-A/B/C, ROS1 et ALK (50,51).

b) Dépistage des réarrangements de NTRK

Etant donné I’existence d’une thérapie ciblée, 'ESMO (European Society for Medical
Oncology) recommande un dépistage systématique des réarrangements NTRK pour les
sarcomes ol des réarrangements de NTRK sont retrouvés a forte fréquence (FSI, TMI sans
fusion de ALK ni de ROS) ou a faible fréquence (sarcome a génomique complexe, GIST sans
autre fusion retrouvée) en cas de stade localement avancé, non résécable ou métastatique
(52)(Fig13). Les sarcomes comportant des fusions canoniques sont éliminés de ce screening.
Les techniques de séquencage massif, tel que le whole RNA-seq, sont les techniques de
référence a utiliser selon ’ESMO pour confirmer la présence de réarrangements NTRK avant
d’initier la thérapie ciblée. Ces techniques possedent une trés haute sensibilité et spécificité
pour la détection de réarrangements chromosomiques, méme lorsque les partenaires de fusion
sont inconnus. Néanmoins, elles requierent une expertise pour la réalisation de la technique et
I’interprétation des résultats, elles sont couteuses et comportent de longs délais de réponse, les
rendant non utilisables en pratique quotidienne.

Les recommandations de ’ESMO font une exception pour les tumeurs avec réarrangements de
NTRK retrouvés a haute fréquence (FSI, TMI sans autre fusion), ou une FISH positive suffit
pour initier la thérapie ciblée. La FISH (fluorescence par hybridation in situ) est une technique
utilisant des sondes marquées par des fluorophores ciblant les génes d’intérét. La FISH « break
appart » utilise deux sondes se fixant de part et d’autre du gene principal de la fusion, en cas de
réarrangement les signaux des deux sondes seront séparés. La FISH « fusion » quant a elle
utilise deux sondes ciblant chaque partenaire de la fusion. En cas de fusion les signaux des
sondes seront alors superposés. Cette technique est peu couteuse et ne nécessite pas de longs

délais de réalisation, néanmoins son interprétation requicre également une expertise dans le
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domaine et nécessite de connaitre les deux partenaires de fusion pour les sondes de « fusion »
et au moins un des partenaires pour les sondes « break appart ».

Enfin, les techniques d’immunohistochimie sont recommandées par I’ESMO pour le dépistage
de premicre intention. Ces techniques peu cofiteuses, rapides et faciles d’interprétation, sont
fréquemment utilisées en pratique quotidienne. Dans le cadre du dépistage préconisé par
I’ESMO, une expression des marqueurs immunohistochimiques de TRK dans un sarcome avec
forte fréquence de réarrangements de NTRK nécessitera une confirmation par une technique de
séquencage massif avec toutefois la possibilité d’initier la thérapie ciblée en parallele. En cas
de négativité du marquage une confirmation par séquencgage sera nécessaire pour les sarcomes
avec haute fréquence de réarrangements de NTRK alors qu’aucune analyse supplémentaire ne

sera recommandée pour les sarcomes avec faible fréquence de réarrangement NTRK (52).
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Figure 13. Recommandation de ’ESMO pour le dépistage des réarrangements NTRK
D’apres, Diagnosis and management of tropomyosin receptor kinase (TRK) fusion sarcomas.

expert recommendations from the World Sarcoma Network, Demetri 2020

¢) La technique d’immunohistochimie
La technique d’immunohistochimie repose sur I'utilisation d’anticorps ciblant des déterminants
antigéniques, encore appelés épitopes, propres a une protéine d’intérét. Ces anticorps sont
combinés a un procédé enzymatique permettant de révéler leur présence par une coloration
visible au microscope.
Un anticorps est une immunoglobuline produite par I’organisme suite a la reconnaissance d’une
molécule étrangere. Les immunoglobulines possédent un domaine constant et un domaine

variable, qui sera a I’origine de la spécificité de I’anticorps pour un épitope. Les anticorps
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utilisés en immunohistochimie proviennent de différentes especes animales, les anticorps de
souris et de lapin étant les plus fréquents. Les anticorps peuvent étre monoclonaux ou
polyclonaux. Un anticorps monoclonal ne reconnait qu’un seul des épitopes d’un antigene, il
est donc tres spécifique mais peu sensible. Au contraire, un anticorps polyclonal reconnait
plusieurs épitopes d’un méme antigeéne, ce qui lui confeére une plus grande sensibilité, mais une
spécificité moindre.

Lors de la réalisation de cette technique, I’échantillon a analyser va tout d’abord subir plusieurs
étapes permettant de rendre les épitopes accessibles. Ces étapes comportent le déparaffinage du
prélevement, suivie de I’imprégnation d’une solution tampon ou « reaction buffer », saturant
les sites antigéniques non spécifiques, puis d’une réhydratation de la lame. Selon les
prélevements et les anticorps utilisés une étape de démasquage antigénique a 1’aide de protéases
peut étre ajoutée afin d’augmenter 1’antigénicité du prélévement au risque d’également
augmenter la présence d’un marquage non spécifique appelé bruit de fond.

A la suite de ces étapes, I’anticorps primaire, ciblant la protéine d’intérét, va étre déposé sur la
lame. La dilution de I’anticorps ainsi que le temps et la température d’incubation sont des
parametres variables permettant d’obtenir un signal plus ou moins fort. Un signal fort est idéal
mais s’accompagne souvent d’un bruit de fond également plus fort. Ces parametres doivent
donc étre ajustés afin d’obtenir le meilleur rapport signal/bruit de fond.

Enfin, la derniere étape est celle de la détection de 1’anticorps. Le plus souvent cette étape se
base sur une révélation indirecte : 1’anticorps ciblant la protéine d’intérét, appelé anticorps
primaire, est reconnu par un anticorps dit secondaire qui est couplé a une enzyme. Grace a
’utilisation d’un réactif chromogene réagissant avec cette enzyme, la présence de la protéine
d’intérét est alors révélée. Le systetme enzymatique le plus fréquemment utilisé est le systeéme
peroxydase-diaminobenzydine (DAB). Le prélevement va subir une inhibition des protéases
endogeénes par du peroxyde d’hydrogéne H,O, afin d’éviter toute réaction non spécifique.
Ensuite, I’anticorps secondaire couplé a une enzyme de type peroxydase sera déposé sur la
lame. Enfin, la DAB sera rajoutée sur la lame ou sa précipitation avec la peroxydase sera a
’origine d’une coloration marron.

Des biais pré-analytiques responsables d’altérations des épitopes de la protéine d’intérét
peuvent entrainer de fausses négativités. Ces biais comportent notamment 1’utilisation de

certains fixateurs (ex : Bouin) ou un trop long délai de conservation.
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d) Les anticorps ciblant les récepteurs TRK
A D’état physiologique, les neurones, les plexus myentériques, les cellules endothéliales et les
podocytes sont les seules cellules a exprimer les protéines TRK. En cas de réarrangement de
NTRK les cellules vont avoir une surexpression des protéines TRK, qui pourra alors étre révélée
en immunohistochimie.
Il existe plusieurs anticorps ciblant les récepteurs TRK, certains ciblent des domaines
spécifiques des protéines TRK-A, B ou C, d’autres anticorps appelés pan-TRK ciblent des
antigenes communs aux trois récepteurs, par exemple le domaine C-terminal. Tous ces
anticorps n’ont pas la méme sensibilité, ni la méme spécificité. L’ anticorps le plus fréquemment
rapporté dans la littérature est ’anticorps pan-TRK clone EPR17341 (Abcam) avec une
sensibilité de 75-88% et une spécificité de 81-96%. Ces pourcentages varient en fonction du
gene NTRK réarrangé avec une sensibilité plus faible pour les tumeurs avec réarrangement de
NTRK3 (55-79%) (53,54). Le marquage peut étre cytoplasmique, membranaire ou nucléaire et
oriente vers le gene réarrangé avec un marquage majoritairement cytoplasmique pour les
fusions NTRK1/2 et majoritairement nucléaire pour les fusions impliquant NTRK3 (55-57).
Parmi les autres anticorps nettement moins décrits dans la littérature on trouve d’autres pan-
TRK (clones ABCAM, C17F1 et EPR18413), des anticorps ciblant spécifiquement TRK-C
(clone C44HS5) et des anticorps ciblant spécifiquement TRK-A (clone Ab76291).
Dans notre étude nous avons testé les anticorps suivants (Tableaul) :

- pan-TRK clone A7H6R (Cell Signaling Technology)

- pan-TRK clone EPR17341 (Abacam)

- pan-TRK clone RBT-TRK (Bio SB)

- TRK-C clone C44HS5 (Cell Signaling Technology)
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Anticorps . Antigéne Type o Temps Systéme de
et clone Fabricant ciblé d'anticorps Dilution d'incubation  révélation
Pan-TRK Cell Signaling TRK-A, Ac monoclonal 1/50 52 min 851?\/\;;:211
ATH6R Technology BetC de lapin
DAB
OptiView
Pan-TRK TRK-A, Ac monoclonal . .
EPR17341 Abcam Bet C de lapin 1/300 60 min Universal
DAB
Pan-TRK Bio SB TRK-A, Ac monoclonal Preé- 24 min 851?\/\;;:211
RBT-TRK ° BetC de lapin dilué
DAB
. . OptiView
TRK-C Cell Signaling TRK-C Ac polyc!onal 1/50 60 min Universal
C44H5 Technology de lapin DAB

Tableau 1. Caractéristiques des différents anticorps ciblant les récepteurs TRK utilisés dans

notre étude

Ac : anticorps, DAB : diaminobenzydine
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Objectif de I’étude

L’existence d’une thérapie ciblée a rendu le dépistage des tumeurs avec réarrangements NTRK
particulierement important. Néanmoins, leurs aspects morphologiques et leurs profils
immunohistochimiques peu spécifiques rendent difficile leur dépistage. De méme, un seul
anticorps ciblant TRK, la pan-TRK clone EPR17341 (Abcam), a largement été étudié et montre

une sensibilité imparfaite ; limitant leur diagnostic.

L’objectif de cette étude est de décrire les aspects morphologique, immunohistochimique et
moléculaire de 36 tumeurs mésenchymateuses avec réarrangement de NTRK et de tester les
performances diagnostiques de 4 anticorps ciblant TRK afin d’améliorer le dépistage de ces

tumeurs.
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Introduction

TRK receptors are membrane proteins with kinase activity including TRKA, B and C
respectively encoded by NTRKI, NTRK2 and NTRK3. NTRK-rearrangements are found at low
frequency in many carcinomas as rearrangements “passenger” and in some rare tumors as
recurrent rearrangements “driver” of the oncogenesis (16). The recurrent fusion ETV6-NTRK3
was first found in infantile fibrosarcomas (IFS) in 1996 (37), then in secretory breast
carcinomas (38) and then in mammary analogue secretory carcinomas of salivary gland (39).
Because of the progress made in molecular biology techniques, many other fusions “driver”
involving NTRK1, 2 or 3 were discovered in soft tissues’ tumors. First, recurrent fusions of
NTRK]I were reported in lipofibromatosis with an abnormal expression in immunochemistry of
the S100 protein and CD34 (13). Afterwards rearrangements of NTRK1, 2 or 3 were described
in many other fibroblastic/myofibroblastic tumors without specific morphology but often with
an expression of CD34 and S100 (19-24). Given the unspecific characteristics of these tumors,
they were named spindle cells neoplasms with NTRK fusion (SCN-NTRK). Some of these
tumors were benign, others malignant, as the uterine fibrosarcomas with NTRK fusions
(25,27,29,30). NTRK fusions were also found in some tumors classically known for having
recurrent fusions of other genes than NTRK, as the dermatofibrosarcomas protuberans (DFSP)
(33,34), the inflammatory myofibroblastic tumors (IMT) (20,25,31,32) and the gastrointestinal
stromal tumors (GIST) (35,36). Outside the soft tissues, recurrent NTRK fusions were also
reported in pediatric gliomas (40) and spitzoide melanocytic tumors (41,42).

The larotrectinib (43—45) and the entrectinib (46,47) are two tyrosine kinase inhibitors that got
the Food and Drug Administration (FDA) approbation, respectively in 2018 and 2019, for the
treatment of adult and pediatric patients with metastatic or locally advanced solid tumors with
NTRK-rearrangement. According to the ESMO (European Society for Medical Oncology),
techniques of massive panel sequencing are the gold standard to confirm or infirm the existence
of NTRK-rearrangements before the introduction of a targeted therapy. An exception is made
for the sarcomas with high frequency of NTRK fusions (IFS and IMT) for which a positive
FISH is sufficient to initiate the targeted therapy (52). Nevertheless, these techniques, especially
the massive panel sequencing, are expensive, time consuming and require an expertise,
preventing their implementation in routine. This is the reason why several antibodies were
developed to detect these fusions. The antibody pan-TRK clone EPR17341, Abcam (targeting
TRKA, B and C) is the most reported in the literature with several assessments on large cohorts.

His sensibility reaches 75-88% and his specificity 81-96%, with a poorer sensibility for the
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tumors with NTRK3-rearrangement (55-79%) (53,54). The other antibodies, such as pan-TRK
clones C17F1 or EPR18413, TRK-C clone C44H5 or TRK-A clone Ab76291 (13,57), have
only been described in small cohorts. Although these tumors are now well known, their
morphology is unspecific with new histotype frequently reported. Moreover, only one antibody
has been largely assessed, with a limited sensibility, especially for the NTRK3 fusions. Yet, it
is particularly important to avoid misdiagnosed cases since a specific treatment exists.

We report herein the clinicopathological features and molecular alterations of 36 mesenchymal
tumors with NTRK fusions to further delineate the morphological landscape associated with

these fusions. Furthermore, we assessed the performances of 4 different antibodies anti-TRK.

Material and method

Sample selection

We retrieved 122 spindle cells mesenchymal neoplasms of the pathology departments of
Bordeaux University Hospital (Hopital Pellegrin) and of the comprehensive cancer center of
Bordeaux (Institut Bergonié) diagnosed between 1998 and 2021. We selected histotypes where
NTRK-rearrangements have been already described and their differential diagnosis: IFS (n=10),
myofibroma/myofibromatosis  (n=23), DFSP (n=11), lipofibromatosis  (n=10),
fibroma/fibromatosis (n=8), IMT (n=6), histiocytofibroma (n=2) and fibrous hamartoma of
infancy (n=4). We also retrieved cases diagnosed as unclassified fibroblastic tumor/sarcoma
(n=27). Besides we used as control cohort for the clustering analysis, calcifying aponeurotic
fibroma (n=4), fasciitis (n=7), giant cell fibroblastoma (n=3), lipoblastoma (n=6) and ossifying
myositis (n=1). Samples were used for the immunohistochemical and/or molecular analysis
depending on material availability. All samples were fixed in 10% buffered formalin and then
embedded in paraffin. All cases were centrally reviewed by pathologists (FLL, MLQ). All
mesenchymal tumors are recorded in the databases of the national sarcoma pathology networks
RREPS and RESOS, approved by the National Committee for Protection of Personal Data
(CNIL, n°910390), in compliance with ethics principles of the chart of Helsinki. The study was

approved by the scientific board of Netsarc+ and the ethical committee of Institut Bergonie.
Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed on freshly cut (<7 days) 3um-thick formalin—fixed

paraffin-embedded (FFPE) whole tissue sections. Heat-induced antigen retrieval was
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performed by Cell Ventana Conditioning buffer CC1 standard at 100°C for 64 min (pan-TRK
clone ABCAM and clone RBT-TRK) or 88 min (pan-TRK clone EPR17341 and TRK-C).
Staining was performed on a Benchmark ultra-automated stainer (Roche-Ventana, Tucson, AZ)
with detection Kit Optiview DAB IHC (reference: 760-500). Four different antibodies targeting
TRK proteins were used: three pan-TRK rabbit monoclonal antibodies targeting TRK A, B and
C: clone A7H6R (Cell Signaling technology, reference: 92991, dilution: 1/50, incubation: 52
min), clone EPR17341 (Abcam, dilution: 1/300, incubation: 60 min), clone RBT-TRK (Bio SB,
reference: BSB-2376-3, prediluted, incubation: 24 min) and one rabbit polyclonal targeting
TRK-C (clone C44HS5, Abcam, dilution: 1/50, incubation: 88 min). A spindle cell neoplasm
with a known NTRKI-rearrangement and an IFS with a NTRK3 fusion were used as positive
external controls. The staining was reported as negative when less than 5% of cells were stained,

focal between 5% and 35%, heterogeneous between 35% and 75% and diffuse beyond 75%.

Whole RNA-sequencing

Whole RNA-sequencing was performed on 106 tumors using formalin-fixed paraffin-
embedded (FFPE) material and all samples met the quality criteria. Total RNA was extracted
from formalin-fixed paraffin-embedded tissue section using the Maxwell® RSC RNA FFPE
Kit (Promega) following manufacturers’ recommendations. Quantity and quality of total RNA
were evaluated using Qubit (Invitrogen) and Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent) using a cut
off of DV200 (defined as the percentage of RNA fragments above 200 nucleotides) above 20%.
All samples passed quality criteria. Libraries were prepared with 20-100 ng of total RNA using
TruSeq RNA Access Library Prep Kit (Illumina, San Diego, USA). Libraries were pooled by
group of 12 samples. Paired-end sequencing was performed using the NextSeq 500/550 High
Output V2 kit (150 cycles) on Illumina NextSeq 500 platform (Illumina, San Diego, CA). To
perform the clustering analysis, gene expression values were extracted using Kallisto v0.42.5
tool8 with GENECODE release 23 genome annotation based on GRCh38 genome reference.
Kallisto TPM expression values were transformed in log2(TPM+2) and all samples were
normalized together using the quantile method from the R limma package within R (version
3.1.1) environment. Clustering was performed with the R package Cluster v2.0.3
ConsensusClusterPlus v 1.46 using 1000 permutations of 80% of both samples and genes9.
Agnes was used as the clustering algorithm with Pearson correlation distance and Ward’s

clustering method.
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Anchored multiplex PCR (Archer FusionPlex)

Anchored multiplex PCR was performed as the first exploratory method in a subset of cases as
previously described (58). RNA was extracted from macrodissected FFPE tumor blocks
according to the protocol Maxwell® RSC RNA formalin fixed paraffin embedded Kit
(Promega®). Total RNA (200 to 250 ng) was reverse transcribed to cDNA. Libraries were
prepared using the CTL FusionPlex Assay for Illumina Platform (ArcherDx®) following the
manufacturer’s Protocol and sequenced using a MiSeq platform (Illumina, San Diego, CA).
Data were analysed using the CTL Target Region File with the software (Archer Analysis,
version 5.0). To validate a fusion, we used a cutoff value of 5 reads with 3 unique sequencing
start sites crossing the breakpoints. The quality of sequences was assessed with the following
criteria: QC score of <30, a minimal total read number of 1.5 million with >7% unique

fragments and >40% RNA reads.

Results

Morphological analyzes

On morphological review the 36 tumors with NTRK fusion displayed 6 main morphological
patterns (Tablel, Figl). First tumors associated with a fibrosarcoma pattern (n=14), including
the IFS (n=9), were made of long intersecting fascicles. These tumors were highly cellular with
a variable amount of stroma. Areas of hemorrhage were often seen. Tumor cells had medium-
sized ovoid monotonous nuclei. Mild to severe atypia characterized by important anisocaryosis
and hyperchromatism were seen in 2 cases. Mitotic activity varied from 2,6 to 10 mitosis/mm?
(mean of 6,6 mitosis/mm?). One case presented tumoral necrosis. Excluding the IFS, all cases
expressed the S100 protein and CD34 in immunochemistry.

Some tumors were reminiscent of spindle cell neoplasms associated with NTRK-fusion (n=12)
as they were made of a spindle cell proliferation associated with a fibrous stroma. Tumor cells
had small elongated monotonous nuclei and rare cases had giant cells (n=2) or focal rhabdoid
areas (n=1). Mild atypia were found in only one case. Mitotic activity varied from O to 12,2
mitosis/mm? (mean of 1,7 mitosis/mm?). No tumoral necrosis was seen. These tumors often
infiltrated the adjacent tissue, sometimes with an aspect reminding of a lipofibromatosis (n=3).
This poorly specific pattern was ascertained by the positivity of S100 protein (n=8/12) or CD34
(n=11/12).

41



Two tumors had DFSP pattern as they were made of a storiform proliferation of cells infiltrating
fat with a honeycomb pattern. Both tumors expressed CD34 in immunochemistry and one also
expressed the S100 protein.

One tumor had a myofibroma pattern characterized by a highly cellular, fascicular, immature
proliferation with zonal appearance. The cells had abundant eosinophilic cytoplasm and ovaloid
nuclei with clear chromatin. Whorling, endovascular protrusion and hemangiopericytar
vascularization were often found. Mitotic activity was brisk (17,9 mitosis/mm?). This tumor
expressed CD34 and the S100 protein.

A pattern reminiscent of IMT was present in one tumor. This tumor was made of spindle cells
forming fascicles of variable size admixed in an inflammatory stroma. It didn’t express CD34
neither the S100 protein in immunochemistry.

Finally, some tumors had hybrid pattern (n=6) mingling characteristics of DFSP, IMT,
myofibroma and/or fibrosarcoma patterns. All these tumors expressed CD34 and the S100

protein.
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Age(y) Location/tumor
Case ID Tumor histotype Fusion transcript*
/Gender size(mm)
Ankle
NTRK-FS-like-1 Fibrosarcoma IRF2BP2(ex2)-NTRK1(ex10) 66/F
(cutaneous)/25
NTRK-FS-like-2 Fibrosarcoma ETV6(ex4)-NTRK3(exl13) 50/F Stomach/300
NTRK-FS-like-3 Fibrosarcoma ETV6(ex4)-NTRK3(exl13) 48/F Pancreas/30
NTRK-FS-like-4 Fibrosarcoma TMP3(ex6)-NTRK1(ex10) 31/F Cervix/30
NTRK-FS-like-5 Fibrosarcoma TMP3(ex6)-NTRK1(ex10) 32/F Cervix/26
NTRK-MF-like Myofibroma-like TPM3(ex8)-NTRK I (int11) /™M Gingiva/NS
Foot sole
NTRK-SCN-1 NTRK-SCN TPR(ex21)-NTRK1(ex10) 36/F
(cutaneous)/25
NTRK-SCN-2 NTRK-SCN LMNA(ex2)-NTRK(ex11) 9/F Orbit/45
Thorax (soft
NTRK-SCN-3 NTRK-SCN LMNA(ex2)-NTRK(exl11) 21/F
tissue)/NS
NTRK-SCN-4 NTRK-SCN IRF2BP2(ex1)-NTRK1(ex10) 32/F Hand/NS
NTRK-SCN-7 NTRK-SCN TPM3(ex2)-NTRK1(ex10) 29/F Uterus/NS
NTRK-SCN-8 NTRK-SCN TPM3(ex7)-NTRK(ex12) 14/M Brain/NS
Fibroblastic connective Paravertebral
NTRK-SCN-10 LMNA-NTRK1 6(mo)/M
tissue nevus (cutaneous)/75
Breast
NTRK-SCN-11 Dermic fibroma RBPMS(ex5)-NTRK3(ex14) 38/F
(cutaneous)/NS
Abdominal wall
NTRK-SCN-12 NTRK-SCN LMNA(ex2)-NTRK1(ex13) IM
(soft tissue)/95
Hand (soft
NTRK-SCN-13 NTRK-SCN LMNA(ex2)-NTRK(exl11) 48/F
tissue)/15
NTRK-SCN-14 IMT-like TMP3(ex6)-NTRK1(ex10) 23/F Cervix/NS
NTRK-SCN-15 IMT-like TMP3(ex6)-NTRK1(ex10) 38/F Cervix/40
IMT-6 IMT-like TPM3(ex8)-NTRK1(ex12) 14(d)yM Tibia/NS
Hybrid IMT/ Finger
NTRK-Hybrid-1 TPM3(ex7)-NTRK1(ex10) 56/M
myofibroma (cutaneous)/70
Hybrid DFSP/
NTRK-Hybrid-3 TMP3(ex6)-NTRK1(ex10) 44/F Cervix/35
myofibroma
NTRK-Hybrid-4 Hybrid IMT/ DFSP EMIA4(ex2)-NTRK3(ex14) 26/F Cervix/35
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Age(y) Location/tumor

Case ID Tumor histotype Fusion transcript*
/Gender size(mm)
Hybrid IMT/
NTRK-Hybrid-5 EMLA4(ex2)-NTRK3(ex14) 52/F Uterus/12
fibrosarcoma
Hybrid DFSP/ TMP3(ex4 partial)- )
NTRK-Hybrid-6 43/F Cervix/48
fibrosarcoma NTRK(ex10 partial)
NTRK-Hybrid-7 Hybrid IMT/LPF KHDRBS(ex8)-NTRK3(ex14) 17/F Thigh/ND
DFSP-4 DFSP TPM3(ex7)-NTRK1(ex10) 27/M Neck (fascia)/10
Abdominal wall
DFSP-8 DFSP KHDRBS(ex8)-NTRK3(ex11)  4(mo)/F
(cutaneous)/ NS
Acxillar (soft
IFS-2 IFS ETV6(ex5)-NTRK3(ex14) 1/F
tissue)/NS
IFS-3 IFS ETV6-NTRK3 2(mo)/M Parotid/100
IFS-4 IFS ETV6(ex5)-NTRK3(exl15) 7(mo)/M Thigh/70
IFS-5 IFS ETV6(ex5)-NTRK3(exl15) 3(dyM Bowel/16
Presacral (soft
IFS-6 IFS ETV6(ex5)-NTRK3(ex14) 2(mo)/M
tissue)/NS
Chest wall (soft
IFS-7 IFS ETV6(ex5)-NTRK3(exl15) 5(mo)/F
tissue)/NS
Paravertebral (soft
IFS-8 IFS ETV6(ex5)-NTRK3(ex15) 1/F
tissue)/40
Pelvis (soft
IFS-9 IFS ETV6(ex5)-NTRK3(ex15) 1(mo)/F
tissue)/NS
IFS-10 IFS ETV6(ex5)-NTRK3(ex15) 13(d) M Lung/100

Table 1. Cohort of NTRK-fused tumors
NTRK-SCN: spindle cell neoplasm with NTRK-fusion ; IMT: inflammatory myofibroblastic
tumor ; DFSP: dermatofibrosarcoma protuberans ; IFS: infantile fibrosarcoma ; y: years ; mo:

months ; d: days
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Spindle cell neoplasm pattern made of fascicles infiltrating the adipose tissue associated with
a fibrous stroma and hemangiopericytar vascularization (a, b). Cells were monomorphic
without nuclear atypia (c).

Fibrosarcoma-like tumor made of a dense proliferation with a herringbone patten of growth,
ectatic vessels and hemorrhagic areas (d, e). Tumors cells were fusocellular with an elongated
monotonous nuclei and granular chromatin (f).

DFSP made of storiforme fascicles infiltrating the subcutaneous tissue with a ‘honeycomb’
pattern (g, h). Tumoral cells were bland spindle cells with elongated hyperchromatic nuclei (i).
IMT characterized by a proliferation of short fascicles associated with a fibrous stroma and
an abundant inflammatory infiltrate (j, k) composed of lymphocytes, plasma cells and
histiocytes including giant cells (1)

Mpyofibroma made of a highly cellular immature proliferation with zonal appearance (m) and

whorling (n). Cells were bland without nuclear atypia (o).
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RNA-sequencing results and morphological correlation

Twenty tumors had NTRK fusions with the following partners: TPM3 (n=12), LMNA (n=5),
IRF2BP2 (n=2) and TPR (n=1). Sixteen displayed NTRK3 fusions with partners ETV6 (n=11),
EMIL4 (n=2), RBPMS (n=1) and KHDRBSI (n=1) (Tablel). All the breakpoints preserved the
kinase domain of NTRK1 (Fig2), but some fusions lead to a partial loss of the tyrosine kinase
domain of NTRK3 (Fig3). Among the 18 cases of NTRK-fused tumors other than the IFS
including prospectively in our cohort, the diagnosis was made on morphology in 61% of cases,
was mentioned in 17% and not mentioned in 22%. Conversely, 5 tumors suspected to represent
a NTRK-fused neoplasm harbored no fusion or other fusions that included BRAF, MET, RAF']
and NCOAI. The NTRKI-fused cases displayed several morphological patterns including
spindle cells neoplasms (n=11), fibrosarcoma-like tumors (n=3), hybrid tumors (n=3),
myofibroma (n=1), IMT (n=1) or DFSP (n=1). NTRK3 fusions displayed also several
morphological patterns including IFS (n=9), hybrid tumors (n=3), fibrosarcomas-like tumors
(n=2), spindle cells neoplasm (n=1) or DFSP (n=1).

The tumors with fusions of other genes than NTRK were spindle cells neoplasms (n=3), hybrid

DFSP/lipofibromatosis (n=1) and hybrid IFS/myofibroma (n=1).

TKD
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Int 11 r \
5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 B 13 14 15 16 17 3
IRFBP2 [ EX1 ] : 1l !
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Figure 2. NTRK-fusion breakpoints

Ex: exon ; Int : intron ; TKD : tyrosine kinase domain
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Figure 3. NTRK3-fusion breakpoints

Ex: exon ; TKD: tyrosine kinase domain

Clinical review

These tumors occurred in infants, children or adults without correlation between the age and a
specific pattern or a specific fusion. Tumors with fibrosarcomas pattern were frequently
developed in internal organs. Hybrid tumors were mostly located in the uterus. Other pattern
occurred mostly in superficial tissues. Except for the uterine tumors which had mostly NTRK -
fusions (78%), tumors in internal organs had mostly NTRK3-fusions (71%). Superficial tumors
were ubiquitous and had as well NTRK1 and NTRK3 fusions (Table 1). Among the 8 cases with
a known follow up of at least 1 year, 2 relapsed. Patients were 1 and 36 years old at the
diagnosis. Tumors were located at the gingival and the foot sole (cutaneous). Tumors histotypes
were myofibroma and NTRK-SCN, both with a NTRKI-fusion. Two patients died of the
disease, they were 52 and 66 years old at the diagnosis. Tumors were located at the ankle
(cutaneous) and at the uterus. These tumors had fibrosarcoma-like and hybrid

(IMT/fibrosarcoma) patterns with respectively NTRKI and NTRK3-fusion (Table2).
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Case ID Last kn.0 wn Cllnlca! Mets Treatment and response
evolution presentation

- Surgical resection of the foot lesion
(05/2018) and lung lobectomy (07/2020) :
mets progression (lymph node and lung)
- Doxorubicine (03/2019) : mets
progression
- Larotrectinib (04/2019) : mets
progression and apparition of new mets
- Selitrectinib (03/2020) : multifocal mets

NTRK- DOD Cutaneous Yes
FS-like-1 (12/2020) lesion (02/2018)  (multifocal)

progression
NTRK- Local relapse . . . )
ME-like (07/2021) Gingival mass No Surgical resection (10/2018) : relapse
Abdominal mass
NTRK- ANED syndrome and . .
LPE-NT-1 (04/2019) general status No Surgical resection (04/2017)
deterioration

NTRK- Local relapse - Surgical resection (12/2013) : relapse

SCN-1 (2017) Foot lesion No - Second surgical resection (2017) :
relapse
- Corticotherapy (10/2017 - 02/2018) :
NTRK- o stability of the lesion
scN-2  ANED(021) - Orbit lesion No - Larotrectinib (02/2018 - 04/2019 ) : total

regression at 6 month

NTRK- DOD (3 years

Hybrid-5 aftgr Uterus mass UK Surgical resection (UK)
resection)
ANED - Neoadjuvant treatment: vincristine-
IFS-3 (08/2019) Parotid mass No actinomycine (29/04/2016 to 05/09/2016)
- Parotidectomy (05/12/2016)
IFS-11 ANED Unique No Surgical resection (06/2004)

(09/2020) pulmonary mass

Table 2. Clinical features of NTRK-rearranged mesenchymal tumors

DOD : died of the disease ; ANED : alive with no evidence of the disease ; UK : unknown

Assessment of the performances of TRK antibodies by immunohistochemistry

Altogether NTRK-fused tumors were positive for pan-TRK (Cell Signaling) in 80,6% and pan-
TRK (Abcam) in 82,9% (Table 3). Focusing on tumors with NTRK fusions, the rate of staining
with at least one of the antibodies was 95%. In tumors with NTRK3 fusions, staining was
positive in 68,8%. Staining in the NTRKI-fused tumors were mostly cytoplasmic,
heterogeneous or diffuse, moderate to strong, sometimes with perinuclear dot enhancement
and/or peripheral enhancement. For the NTRK3-fused tumors the staining was cytoplasmic or
nuclear, mostly focal, weak to moderate with a peripheral enhancement. (Fig. 4)

Concerning the TRK-C antibody, none of the NTRK3-fused tumors expressed it.
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Pan-TRK  antibodies (Cell  Signaling/Abcam) had been performed on 41
fibroblastic/myofibroblastic tumors without NTRK-rearrangement, included myofibromas
(n=18), lipofibromatosis (n=7/n=8), fibromatosis (n=7), tumors suspected to have NTRK-fusion
on morphology (n=4/n=2), CAF (n=2), unclassified fibroblastic tumor (n=1), DFSP (n=0/n=1),
fibromatous hamartoma of the infancy (n=0/n=1), fasciitis (n=1) and lipoblastoma (n=1).
Pan-TRK (Cell Signaling) was expressed in 32% of the cases, mainly myofibromas. Staining
was cytoplasmic, focal or heterogeneous, mostly weak to moderate, with perinuclear dot
enhancement in one case. Pan-TRK (Abcam) was expressed in 10% of the cases. Staining was
cytoplasmic, focal or heterogeneous. (Table 4)

This represented a sensitivity of 80,6% for pan-TRK (Cell Signaling) against 82,9% for pan-
TRK (Abcam) and a specificity of 68,3% % for pan-TRK (Cell Signaling) against 90,2% for
pan-TRK (Abcam). Concerning the NTRK3-fused tumors sensitivity reached 68,8% for pan-
TRK (Cell Signaling) and 66,7% for pan-TRK (Abcam).

Pan-TRK (Bio SB) had been performed on 16 NTRK-fused tumors, comprising mainly cases
that presented a negative or focal staining with the other pan-TRK. Pan-TRK (Bio SB) was
positive in 93,8% of these cases with cytoplasmic staining, mostly weak to moderate and

heterogeneous.
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Fusion pan-TRK (Cell pan-TRK .
ID -TRK (BioSB)* TRK-C*
Case transcript Signaling)* (Abcam)* pan (BioSB)
NTRK- IRF2BP2(ex2)- . Heterogeneous . .
Diff Negat
FS-like-l  NTRKI(ex10) Negative with PE Huse ceative
NTRK- ETV6(ex4)- . . .
Negat Focal Negat
FS-like2  NTRK3(exl3) Negative egative oca egative
- 4)- Focal peripheral Focal peripheral
NTRK ETV(exd) ocd p.er.lp era Negative oca p.er.lp erd Negative
FS-like-3 ~ NTRK3(ex13) staining staining
NIRK-  TMPS(ext)- Diffuse Diffuse ND Negative
FS-like-4  NTRKI(ex10)
NTRK- TMP3(ex6)- _ . .
Diff Diff ND Negat
FS-like-5  NTRKI(ex0) Huse Huse ceative
NTRK- TPM3(ex8)- . .
Diff Diff ND ND
MF-like  NTRKI(intl1) Hse Huse
NTRK- TPR(ex21)- . . .
SCN-1 NTR IS)(Cex ]) 0) Negative Negative Heterogeneous Negative
NTRK- LMNA(ex2)- Heterogeneous with Heteogeneous Heterogeneous Negative
SCN-2  NTRKI(exIl) dot and PE g g g
NTRK- LMNA(ex2)- _ , Focal
Diffi Diff PE ND
SCN-3  NTRKI(exIl) e iffuse (PE) with PE
NTRK-  IRF2BP2(exl)- _ . .
Diff Diff ND Negat
SCN-4 NTRK1(ex9) iffuse iffuse egative
NIRK-  TPMS(ex2)- Diffuse Diffuse Diffuse ND
SCN-7  NTRKI(ex10)
NTRK- TPM3(ex7)- .
Diff Het ND ND
SCN-8 NTRK(ex12) iffuse eterogeneous
NTRK- . .
SCN-10 LMNA-NTRK1 Diffuse Diffuse ND ND
NTRK- RBPMS(ex5)- .
SCN-11 NTRK3 ((ee;c ]; ) Diffuse Heterogeneous Heterogeneous Negative
NTRK- LMNA(ex2)- . . .
Diff Diff ND Negat
SCN-12  NTRKI(exI3) Huse Huse ceative
NTRK- LMNA(ex2)- . . .
Diff Diff ND Negat
SCN-13  NTRKI(exI) Huse Huse egative
NTRK- TMP3(ex6)- ) Heterogeneous .
Diff ND Negat
SCN-15  NTRKI(exI0) Huse with dot ceative
TPM. -
IMT-6 3(exs) Diffuse Diffuse ND Negative
NTRKI(ex12)
NTRK- TPM3(ex7)- _ . .
Diff Diff ND Negat
Hybrid-1  NTRKI(ex10) Huse Huse ceative
NTRK- TMP3(ex6)- _ . .
Diff Diff ND Negat
Hybrid-3  NTRKI(exI0) Huse Huse ceative
NTRK-  EMIA (ex2)- _ . .
Diff Negat ND Negat
Hybrid-4  NTRK3(exl4) Huse cgative ceative
NTRK- EMIA (ex2)- . .
Hybrid-5  NTRK 3?2); ]il ) Heterogeneous Diffuse ND Negative
NTRK- TMP3(ex4)- . .
Diff Focal ND Negat
Hybrid-6  NTRKI(ex10) Huse oca ceative
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Fusion pan-TRK (Cell pan-TRK .
ID -TRK (BioSB)* TRK-C*
Case transcript Signaling)* (Abcam)* pan (BioSB)
NTRK- KHDRBSI(ex8)- . . .
Diff Diffi ND Negat
Hybrid-7  NTRK3(exI4) Huse Huse ceatice
TPM. -
DFSP-4 3(ex7) Diffuse with PE Diffuse ND Negative
NTRKI(ex10)
KHDRBS1(ex8)- . .
DFSP-8 NTRK3 (e;ef] )) Negative Diffuse Heterogeneous Negative
E 5)- Het .
IFS-2 TV6(ex5) Negative Negative © erog.eneous Negative
NTRK3(ex14) cytoplasmic and PN
Heterogeneous
IFS-3 ETV6-NTRK3 Heterogeneous ND cytoplasmic and ND
nuclear
ETV6 (ex5)- Heterogeneous with Heterogeneous .
IFS-4 Focal PN Negat
S NTRK3(ex15) PE oct cytoplasmic and PN ceative
Focal peripheral
ETV6 (ex5)- ocal petiphera Heterogeneous .
IFS-5 nuclear and Focal PN i Negative
NTRK3(exl15) . . cytoplasmic and PN
cytoplasmic staining
ETV6 (ex5)- . Focal ) .
IFS- Diffi Negat
S-6 NTRK3(ex14) Negative (nuclear) iffuse egative
ETV6 (ex5)- Heterogeneous .
IFS- Focal PN Focal PN Negat
57 NTRK3(ex15) ocd oct cytoplasmic and PN ceative
ETV6 (ex5)- Heterogeneous .
IFS- Focal PN Focal PN Negat
5-8 NTRK3(ex15) ocd oct cytoplasmic and PN ceative
ETV6 (ex5)- . . .
IFS-9 NTRK 3( (ee); ])5 ) Negative Negative Negative Negative
ETVG6 (ex5)- .
IFS-10 NTRK 3( (ee); ])5 ) Focal PN Focal PN ND Negative

Table 3. Immunochemistry TRK in NTRK-fused tumors

*cytoplasmic staining if not specified, PE : peripheral enhancement ; PN : peripheral nuclear

staining ; ND: not done

Negative <5%, focal 5%-35%, heterogeneous 35%-75% and diffuse>75%
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Histotype Pan-TRK Cell Signaling* panTRK Abcam*
Myofibroma 4 heterogei/;(?us, 5 focal) (Heter%)/glgneous)
LPE (HeterogenechlZs and focal) (F:)/cgal)
Fibromatosis 077 (He terc:;neous)
NTRK-SCN/hybrid (Dii’li?lse) 0/1

IES (Heterogenlgus with dot) o
UFibT 0/1 0/1
CAF 02 02
DFSP ND 0/1
Fasciite 0/1 071
iFHa ND 0/1
Lipoblastoma 0/1 071

Table 4. Immunochemistry TRK in the control cohort

*cytoplasmic staining if not specified, ND: not done, LPF : lipofibromatosis, UfibT :

unclassified fibroblastic tumor; CAF: calcifying aponeurotic fibroma,

dermatofibrosarcoma protuberans, iFHa : fibrous hamartoma of the infancy

Negative <5%, focal 5%-35%, heterogeneous 35%-75% and diffuse>75%

DFSP
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Figure 4 Immﬁnochemiétry anﬁ-TliIi éssés:s
Pan-TRK (Cell Signaling): diffuse cytoplasmic expression in DFSP (a) and myofibroma (b).
Pan-TRK (Abcam): heterogeneous staining with peripheral enhancement in a NTRK-SCN (c)
and diffuse cytoplasmic staining with perinuclear dot enhancement in a NTRK-SCN (d).
Pan-TRK (Bio SB): diffuse staining in a IF'S (e) and cytoplasmic staining in a NTRK-SCN (f).
Focal peripheral nuclear staining in a IFS with pan-TRK (Abcam) (g, h).
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Whole RNA-sequencing-based clustering analysis

Our clustering analysis bring 10 molecular clusters (Fig 5). NTRK-fused tumors were mainly
found in 2 clusters, independently of their morphology. One of these clusters intermingled
pattern reminiscent of NTRK-SCN (n=6), NTRK-FS-like (n=2), hybrid tumor (n=2),
myofibroma (n=1) and DFSP (n=1). These tumors had fusions of NTRKI, NTRK3, RAFI or
MET. They occurred in infants, children and adults. The other cluster contained IFS (n=8),
NTRK-SCN (n=2) and NTRK-FS-like (n=1) with fusions of NTRK or NTRK3. These tumors
also occurred in infants, children and adults. Two tumors with NTRK fusions were apart. One
was an IFS which clustered with myofibromas/myofibromatosis (n=6) and fasciitis (n=1). The
IFS had the classical ETV6-NTRK3 fusion, the fasciitis presented a fusion of USP6 and one of
the myofibromatosis had a fusion TIMM23B-PARGP1 . These tumors reached both children and
adults. The last tumor with NTRK fusion had a pattern reminiscent of DFSP and clustered with
a Brednar tumor, a fasciitis and an unclassified fibroblastic tumor. These tumors respectively
had the fusions KHDRBS1-NTRK3, EMIA4-ALK, COLIAI-USP6 and MINKI-PPPIR9B. The
NTRK-rearranged tumor was congenital, the other tumors interested children or adults.
Concerning the other myofibromas/myofibromatosis, one myofibroma and one hybrid tumor
with myofibromatosis and IFS characteristics, clustered with fasciitis (n=4), including one
initially diagnosed as myofibroma, one ossifying myositis and one IMT with an atypical
myogenic immunophenotype. The myofibroma had a fusion ARIDIB-ILI7RD, the
myofibromatosis a fusion EML4-BRAF, all fasciitis had USP6 rearrangement, the ossifying
myositis had no fusion and the IMT had a fusion DCTNI-ALK. These tumors were observed
for both adults and children. The last myofibroma didn’t cluster with any tumor. It had a fusion
SRF-CITEDI and occurred in a child.

Except the IMT previously described, all the others clustered together with one CAF. IMT had
fusion of ALK or ROSI and the CAF presented a fusion FN/-FGFR2. Most of the IMT were
typical, only one case was epithelioid. The cluster interested mainly adults except the IMT
epithelioid that occurred in a child.

The DFPS with traditional fusion of PDGFB or PDGFD, comprising those with a
fibrosarcomateous transformation, clustered together except for one case. All the DFSP arose
in adults. The case apart clustered with lipoblastoma (n=6), lipofibromatosis (n=3), calcifying
aponeurotic fibroma (n=3) and undetermined fibroblastic tumor (n=1). All lipoblastoma except
one had fusion of PLAGI. CAF had fusions FNI-FGFR2 and FNI-EGF. Only one LPF had a
fusion that was LRRC37B-FOSL2. The UFibT had no fusion. These tumors concerned adults,

children and infant.
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One cluster molecularly close to the main cluster of DFSP gathered iFHa (n=3), GCFb (n=3)
and LPF (n=2). GCFb all had fusion COLIAI-PDGFB. No fusion was found for the iFHa. One
LPF had a fusion ERBB3-EGFR. These tumors arose in adults, children and infants.

The Gardner fibromas clustered together except for one. This cluster also contained fasciitis
(n=1) and UFibT (n=3), including one with a fibromatosis pattern. The UFibT with fibromatosis
pattern had a fusion ABLI-DAB2IP. The fasciitis had a fusion VMP1-USP6. These tumors arose
in adults and children. The last Gardner fibroma didn’t cluster with any other tumors. It arose
in a younger patient than the other Gardner fibroma of our cohort.

Finally, the last UFibT didn’t cluster with any other tumors. It had a pattern reminding a

histiocytofibroma. No fusion was found for this case.
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HISTOTYPES

FUSIONS

HISTOTYPES
DFSP
FSexDFSP
iFHa

l GCFb
LPF

H NTRK-hybrid
NTRK-SCN
NTRK-FS-like
NTRK-MF-like
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NTRK SCI
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Figure 5. Clustering by columns and rows

Genes with standard deviation > 2.3 and median > —10.0, Genes: 1022, samples: 90

CAF : calcifying aponeurotic fibroma, DFSP : dermatofibrosarcoma protuberans, Fasc :
fasciite, FS ex DFSP : dermatofibrosarcoma protuberans with fibrosarcomatous
transformation, Gardner F. : Gardner fibroma, GCFb : Giant cell fibroblastoma, iFHa :
Fibrous hamartoma of infancy, IFS : infantile fibrosarcoma, IMT : inflammatory
myofibroblastic tumor, LB : lipoblastoma, MF : myofibroma, NTRK-FS-like : NTRK-
rearranged fibrosarcoma-like neoplasmNTRK-hybrid : NTRK-rearranged neoplasm with
hybrid morphology, NTRK-MF-like : NTRK-rearranged myofibroma-like neoplasm, NTRK-
SCN : NTRK-rearranged spindle cell neoplasm, Ossif Myo : ossifying myositis, UFibT :

unclassified fibroblastic tumor
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Discussion

NTRK-fused tumors have drawn attention these last years because of the development of a
targeted therapy but these tumors have a wide morphological spectrum making their diagnosis
difficult. Our study described the morphological and molecular characteristics of 36 tumors
with NTRK fusions to further document this entity recently described.

We identified 6 main morphological patterns. Excluding the well-defined IFS, the most frequent
morphological pattern was the spindle cell pattern. This pattern corresponded to a spindle cell
proliferation associated with a fibrous stroma and a frequent infiltration of the adjacent tissue
which cells harbored monotonous nuclei. Atypia were rare, mitosis and tumor necrosis were
absent (low mitotic index inferior to 3/HPF). In immunochemistry, we found a frequent co-
expression of CD34 and the S100 protein. These tumors were in majority associated with
NTRK]1 fusions (91,7%). The second most frequent pattern was the hybrid pattern, which
showed an intermingling of at least two different patterns among DFSP, IMT, myofibroma
and/or fibrosarcoma. All these tumors had a co-expression of the S100 protein and CD34. Half
of these tumors had NTRK3 fusions, while the other half had NTRK1 fusions. The third group
displayed a fibrosarcomatous pattern. These tumors had the same morphology than the IFS with
a proliferation highly cellular made of long intersecting fascicles, a variable amount of stroma
and frequent areas of hemorrhage. Severe atypia and tumoral necrosis had been found. Mitotic
activity was often brisk. Once again, all these cases had a co-expression of the S100 protein and
CD34. These tumors had NTRK3 fusions (60%) or NTRK]1 fusions (40%). As it has already
been described, we found NTRK fusions in tumors with classical morphology of DFSP and
IMT. One DFSP had an expression of CD34 and S100 protein, the other just an expression of
CD34, one had NTRK3 fusion the other NTRK1 fusion. The IMT expressed neither CD34 nor
the S100 protein and had NTRK1 fusion. We also found NTRK] fusion in one tumor with a
typical morphology of myofibroma. This tumor expressed the S100 protein and CD34.

The clinical characteristics of the tumors with NTRK fusions were unspecific. They occurred
indiscriminately in infants, children or adults. Tumors were mostly developed in superficial
tissues, but some occurred in internal organs, mostly tumors with fibrosarcoma-like pattern and
NTRK3 fusions, except for the one localized at the uterus.

All the NTRK-fused tumors except one IFS and one DFSP clustered in two groups molecularly
close. One of these groups gathered the IFS with two NTRK-SCN and one NTRK-FS-like. Both
groups interested infants, children and adults with NTRKI and NTRK3 fusions in each group.
The IFS apart had a classical ETV6-NTRK3 fusion but clustered with myofibromas.
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Interestingly our cohort also contained a case difficult to classify into myofibromatosis or IFS
with a fusion EML4-BRAF. BRAF fusion had been already described in tumors with infantile
fibrosarcoma features (23,59,60) but this tumor clustered with a myofibroma in our study.
These observations rise the question of a continuum between these two entities.

Four tumors which clustered with the NTRK-fused tumors had no NTRK fusion. All these
tumors were suspected to have a NTRK fusion on morphology. One was a hybrid tumor with
characteristics reminding of DFSP and lipofibromatosis having a fusion RPL32-RAF1. RAFI
fusions had already been reported in spindle cell neoplasm with co-expression of CD34 and
S100 protein (23,61). Another tumor was a spindle cell neoplasm with a fusion FTG-MET.
Fusions of MET had already been described in IFS (62,63). The two last had no fusion, it was
a spindle cell neoplasm and an IFS with a heterogeneous staining of pan-TRK (Cell Signaling)
with perinuclear dot-like enhancement.

Finally, concerning the antibodies assessment, pan-TRK (Abcam) had a best sensitivity
(82,9%) and specificity (90,2%) than pan-TRK (Cell Signaling) which had a sensitivity of
80,6% and a specificity of 68,3%. The sensitivity for NTRK3-fused tumors was lower with
66,7% for pan-TRK (Abcam) and 68,8% for pan-TRK (Cell Signaling). Staining was mostly
cytoplasmic, heterogeneous or diffuse, except for the NTRK3-fused tumors which often had a
focal staining with peripheral nuclear enhancement. The TRK-C antibody was negative on all
the tumors with NTRK3 fusions. Concerning the false positives, it was mostly myofibromas
with a cytoplasmic staining, focal, weak to moderate. Only one case had a diffuse cytoplasmic
staining with pan-TRK (Cell Signaling), which misled to the diagnosis of spindle cell neoplasm
with NTRK fusion. This case presented a fusion PRRXI-NCOAI. NCOAI fusions have been
reported in biphenotypic sinonasal sarcoma with focal rhabdomyoblastic differentiation (64).
Interestingly, biphenotypic sinonasal sarcomas are also known to have an abnormal
surexpression of pan-TRK. Pan-TRK (RBT) was only assessed in tumors with NTRK fusions,
mostly in cases where the other antibodies were failing. It was positive in 94% of the cases and

caught up 6 cases that had a negative or weak focal staining with the other pan-TRK.

59



Conclusion

In line with the literature, we retrieved in this study a cohort of tumors with NTRK fusions
which morphological and molecular spectrum span tumors of infancy of intermediate
malignancy to highly malignant malignancies in older adults. Their diverse morphological
patterns may yield suspicion for differential diagnosis such as DFSP, IMT and myofibroma,
and raise some diagnostic controversy as to whether these tumors represent a single entity or if
the fusion can be seen as an alternative event in other mesenchymal tumors. Our study confirms
that the co-expression of CD34 and the protein S100, found in almost all cases, should hint to
their diagnosis.

Our results highlight an incomplete sensitivity of the pan-TRK staining to detect an underlying
fusion, especially for NTRK3 fusions with several false negatives and a staining mostly focal

and weak.
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Discussion générale

Dans cette étude nous avons rassemblé 36 tumeurs mésenchymateuses avec réarrangement de
NTRK. Ces tumeurs présentaient 6 principaux patterns morphologiques, en accord avec ceux
déja rapportés dans la littérature (Figl4). Le pattern « fibrosarcome », rassemblant des FSI et
de plus rares « fibrosarcomes de 1’adulte », était le plus fréquent. Ces tumeurs densément
cellulaires étaient constituées de longs faisceaux, agencés en « banc de poissons » et mélés a un
stroma collagénique variable. Des zones de suffusions hémorragiques et des vaisseaux
ectasiques étaient fréquemment retrouvés. Les mitoses étaient souvent nombreuses. Des atypies
séveres ainsi que de la nécrose tumorale étaient présentes dans quelques cas. Le deuxieme
pattern le plus fréquent rassemblait des tumeurs fusocellulaires constituées de faisceaux
d’architecture variable mélés a un stroma collagénique. Ces tumeurs infiltraient souvent les
tissus adjacents, sans signe d’agressivité (mitoses peu nombreuses, absence de nécrose tumorale
ou d’atypie cytonucléaire marquée). D’autres tumeurs présentaient un pattern hybride, mélant
des caractéristiques de DFSP, TMI, myofibrome ou fibrosarcome. La quasi-totalité des tumeurs
appartenant aux patterns sus-décrits exprimaient en immunohistochimie le CD34 et la protéine
S100. Les autres patterns observés correspondaient a des DFSP, des TMI et un myofibrome
d’aspect morphologique classique, exprimant plus ou moins le CD34 et la protéine S100.
Concernant I’étude immunohistochimique, I’anticorps pan-TRK (Abcam) avait une sensibilité
de 82,9% et une spécificité de 90,2% tandis que pan-TRK (Cell Signaling) avait une sensibilité
de 80,6% et une spécificité de 68,3%. Ces anticorps avaient une meilleure sensibilité pour les
fusions de NTRK que pour les fusions de NTRK3, avec un marquage le plus souvent focal pour
ces dernieres. L anticorps TRK-C n’était exprimé dans aucune tumeur avec fusion de NTRK3.
L’anticorps pan-TRK (Bio SB), testé principalement sur des tumeurs avec fusion de NTRK dont
I’immunomarquage avec les deux autres pan-TRK était négatif ou focal, a permis de rattraper
3 cas négatifs avec les deux autres anticorps et a montré un marquage plus franc pour 3 autres
cas.

Face a ces résultats nous proposons une prise en charge des tumeurs fusocellulaires inclassées
en fonction de I’agressivité de la tumeur, de la co-expression du CD34 et de la protéine S100

et de I’expression de pan-TRK en immunohistochimie (Figl5) .
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122 spindle cells mesenchymal neoplasms
IFS (n=10), myofibroma (n=23), DFSP (n=11), lipofibromatosis (n=10),
fibroma/fibromatosis (n=8), IMT (n=6), histiocytofibroma (n=2), fibrous
hamartoma of infancy (n=4), unclassified fibroblastic tumor/sarcoma (n=27),
calcifying aponeurotic fibroma (n=4), fasciitis (n=7), giant cell fibroblastoma
(n=3), lipoblastoma (n=6) and ossifying myositis (n=1)

NTRK-fused tumors (n=36) | ICIustering analysis control cohort (n=70) | ’IHC assessment control cohort (n=41) |

l

IHC pan-TRK (Cell Signaling): 13+/40
IHC pan-TRK (Abcam) : 4+/41

| NTRK-SCN (n=12) | [IEs(n=9) | [FS «adulttypen (n=5) | | Hybrid (n=6) | DFsP (n=2) |

NTR1/NTRK3-fusion : 11/1
PanTRK (CellSign) : 11+/12
PanTRK (Abcam) : 11+/12
PanTRK (BioSB) : 4+/4

NTRK3-fusion : 9
PanTRK (CellSign) : 6+/9
PanTRK (Abcam) : 6+/8
PanTRK (BioSB) : 7+/8

NTR1/NTRK3-fusion : 3/2
PanTRK (CellSign) : 3+/5
PanTRK (Abcam) : 2+/5

PanTRK (BioSB) : 3+/3

NTR1/NTRK3-fusion : 3/3
PanTRK (CellSign) : 6+/6
PanTRK (Abcam) : 5+/6
PanTRK (BioSB) : ND

NTR1/NTRK3-fusion : 1/1
PanTRK (CellSign) : 1+/2
PanTRK (Abcam) : 2+/2
PanTRK (BioSB) : 1+/1

NTR1-fusion : 1

PanTRK (CellSign) : 1+/1
PanTRK (Abcam) : 1+/1
PanTRK (BioSB) : ND

NTR1-fusion : 1

PanTRK (CellSign) : 1+/1
PanTRK (Abcam) : 1+/1
PanTRK (BioSB) : ND

Figure 14. Schéma récapitulatif de 1'étude

l Tumeurs a cellules fusiformes inclassées l

/\

Tumeurs bénignes Tumeurs a un stade localement avancé,

non résécables ou métastatiques

Co-expression PS100 et Absence de co-expression

Co-expression PS100 et Absence de co-expression
CD34 PS100 et CD34 CD34 PS100 et CD34

IHC pan-TRK + | [ IHC pan-TRK - IHC pan-TRK + IHC pan-TRK -

Tumeur fusocellulaire avec
réarrangement de NTRK
Absence d’analyse
complémentaire

Absence d'analyse
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recherche d’une fusion
NTRK

Confirmation par
séquencgage
Discuter I'initiation d’une
thérapie ciblée

Réalisation d’un panel de
séquencgage massif

Figure 15. Proposition de prise en charge face a une tumeur fusiforme inclassée
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Limites et perspectives

Contrairement aux résultats présentés dans la littérature nos marquages concernant les tumeurs
avec fusion de NTRK3 étaient majoritairement faibles et focaux. Méme si un potentiel biais
technique pré-analytique peut étre suspecté, li€ a I’inclusion de cas anciens remontant parfois a
plus de 10 ans, la présence d’une positivité forte et hétérogéne de I’immunomarquage pour
certains des cas les plus anciens indique toutefois que ce facteur n’est probablement pas limitant
pour I’étude immunohistochimique.

L’anticorps pan-TRK (Bio SB), que nous avons principalement testé sur des cas présentant un
marquage négatif ou faible avec les deux autres anticorps, semble prometteur pour pallier la
faiblesse des deux autres anticorps pan-TRK. En effet, celui-ci était positif dans 94% des cas et
a permis de rattraper 3 cas négatifs et présentait un marquage plus franc pour 3 autres cas. Une
analyse complete de sa sensibilité et spécifié, que nous n’avons pu réaliser dans cette étude

faute de temps et d’anticorps disponible, serait intéressante.

Concernant les analyses de RNA-seq, un potentiel biais pré-analytique lié a 1’ancienneté des
prélevements pourrait également étre évoqué, notamment pour le cas de FSI et la tumeur
fusocellulaire suspecte d’avoir un réarrangement NTRK, dépourvus de fusions. Néanmoins, ces
tumeurs partagent le méme profil d’expression que les tumeurs avec fusion NTRK, faisant
suspecter un mécanisme alternatif plutdt qu’un biais pré-analytique. La recherche de voies de
signalisation communes a ces tumeurs et celles comportant une fusion NTRK est en cours afin
de trouver des anomalies moléculaires expliquant ce rassemblement au sein d’un méme cluster
moléculaire. Par ailleurs, on retrouve également au sein de ce cluster des tumeurs avec fusions
de RAFI et de MET, dont les aspects morphologiques évoquaient des tumeurs avec
réarrangement de NTRK. Ceci souligne I’existence de fusions alternatives impliquant d’autres
kinases appartenant au méme spectre que les tumeurs avec réarrangement de NTRK. Le
dépistage de ces anomalies moléculaires alternatives, représentant d’éventuelles cibles
thérapeutiques, est également particulierement important.

Enfin, I’analyse du différentiel d’expression génétique entre les deux clusters de tumeurs avec
réarrangement de NTRK est en cours afin de comprendre pourquoi ces tumeurs se divisent en
deux groupes, cette répartition n’étant li€ ni a leur morphologie, ni a leur fusion, ni a leur
clinique. Peu de suivis cliniques étaient disponibles pour cette étude (cas trop anciens, pas de
follow-up disponible, cas récents avec suivi <1 an). Une étude corrélant le suivi clinique avec

les données des analyses de clustering serait intéressante a réaliser.
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A coté de cela, cette étude souleve la question d’un continuum Iésionnel entre les FSI et les
myofibromes. En effet, I’appartenance d’un FSI de morphologie classique avec fusion ETV6-
NTRK3 au cluster moléculaire des myofibromes et 1’existence d’une tumeur aux aspects
histologiques a la croisé d’un FSI et d’'un myofibrome, présentant une fusion de BRAF, déja
rapportée dans des tumeurs avec des caractéristiques de FSI (23,60,65) se regroupant également
dans un cluster avec un myofibrome semble indiquer I’existence d’un lien ténu entre les deux

tumeurs.

Pour finir, nous avons testé en immunohistochimie les anticorps pan-TRK (Cell Signaling et
Abcam) et TRK-C sur des tumeurs connues pour surexprimer TRK sans anomalie des geénes
NTRK. On retrouvait ainsi une expression de pan-TRK (Abcam) dans 9/11 sarcomes
biphénotypiques sinonasaux, dans 10/13 tumeurs desmoplasiques a petites cellules rondes et
dans aucun des sarcomes BCOR (n=9). Pan-TRK (Cell Signaling) a été uniquement testé sur
des tumeurs desmoplasiques a petites cellules rondes (n=11) et n’était exprimé dans aucun cas.
TRK-C était exprimé dans la totalité des sarcomes biphénotypiques sinonasaux (n=11), dans
11/13 tumeurs desmoplasiques a petites cellules rondes et dans 14/18 des sarcomes BCOR. Les
marquages €étaient le plus souvent forts et diffus. Ces données doivent mettre en garde sur la
spécificité des anticorps ciblant TRK, qui peuvent cependant étre une aide au diagnostic des

tumeurs sus-citées compte tenu du fort pourcentage d’expression retrouvé.
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Résumé de la theése en Anglais

Morphological, immunohistochemical and molecular characterization of

36 NTRK-fused mesenchymal tumors

Introduction: NTRK-fused tumors have drawn attention these last years because of the
development of a targeted therapy but these tumors have a wide unspecific morphological
spectrum making their diagnosis difficult. Our study described the morphological and

molecular characteristics of 36 tumors with NTRK fusion to further document this entity.

Material and method: 122 fibroblastic/myofibroblastic tumors whose initial diagnosis belonged

to the NTRK fused tumors spectrum, to their differential diagnosis or remained unclassified
were removed from the archives of the Institut Bergonié or the Bordeaux University Hospital.
A histological review was performed for each case with additional immunohistochemistry

and/or molecular biology analyses depending on the material availability.

Results: NTRK rearrangements were found in six main morphological patterns: unspecific
spindle cell tumors with fascicles of variable architecture and a collagenous stroma, infantile
and adult fibrosarcomas, hybrid tumors combining several histological patterns,
dermatofibrosarcoma protuberans, inflammatory myofibroblastic tumors and a myofibroma.
Almost all these tumors had a co-expression of S100 and CD34 on immunohistochemistry. The
pan-TRK antibodies study reported a sensitivity of 82,9% for pan-TRK (Abcam) and 80.6%
for pan-TRK (Cell Signaling). Most of the fusions involved NTRKI and less
frequently NTRK3. Many fusion partners were reported.

Conclusion: Co-expression of CD34 and S100 in a spindle cell tumor with unspecific or hybrid

aspects is suggestive of NTRK rearrangement. Pan-TRK antibodies have an incomplete

sensitivity for the detection of NTRK fused tumors.
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Résumé de la these

Introduction : Les tumeurs avec réarrangement de NTRK ont attiré 1'attention dernierement du
fait de I’apparition d'une thérapie ciblée. Leur large spectre morphologique peu spécifique rend
leur diagnostic difficile. Notre étude décrit les caractéristiques morphologiques,
immunohistochimiques et moléculaires de 36 tumeurs avec réarrangement de NTRK afin de
mieux documenter cette entité.

Matériel et méthode : 122 tumeurs fibroblastiques/myofibroblastiques dont le diagnostic initial

appartenait au spectre des tumeurs NTRK, a leur diagnostic différentiel ou restant inclassées ont
été retirées des archives de I'Institut Bergonié ou du CHU de Bordeaux. Une relecture
histologique a ¢été faite pour chaque cas ainsi que des analyses supplémentaires
d’immunohistochimie et/ou de biologie moléculaire en fonction du matériel disponible.
Résultats : Des réarrangements de NTRK ont été retrouvés dans six principaux patterns
morphologiques : des tumeurs fusocellulaires d’aspect peu spécifique mélant des faisceaux
d’architecture variable a un stroma collagénique, des fibrosarcomes infantiles et de 1’adulte, des
tumeurs hybrides combinant plusieurs patterns histologiques,
des dermatofibrosarcomes protuberans, des tumeurs inflammatoires myofibroblastiques et
un myofibrome. La quasi-totalité de ces tumeurs présentaient une coexpression de PS100 et
CD34 en immunohistochimie. L’anticorps pan-TRK (Abcam) avait une sensibilité de 82,9% et
I’anticorps pan-TRK (Cell Signaling) de 80,6%. Les fusions ont intéressé NTRK1 en majorité
et moins fréquemment NTRK3. Les partenaires de fusion étaient nombreux.

Conclusion : La coexpression de CD34 et PS100 en immunohistochimie dans une tumeur
fusocellulaire aux aspects peu spécifiques ou hybrides est évocateur d’un réarrangement
de NTRK. Les anticorps pan-TRK ont une sensibilité¢ incompléte concernant le dépistage de ces

fusions.

Mots-Clés : NTRK1, NTRK3, lipofibromatose, myofibrome, fibrosarcome, fibrosarcome

infantile, tumeur myofibroblastique inflammatoire, dermatofibrosarcome protuberans
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